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Danisman: Yrd. Dog. Dr. Yusuf TUTAR

Hsp70 tiirler arasinda korunmustur ve hiicrelerin yasami igin gereklidir.
Hsp70lerin niikleotid dizisi hatta amino asit dizileri karsilagtirildiginda yiiksek oranda
benzerlik gosterirler. Bundan dolayi, laboratuarimizda Hsp70 proteinlerinin yapi-
fonksiyon iligkileri incelendi. Maya strainlerinin manipiilasyonu digerlerine gore
daha kolay olmasi itibar ile sitozolik maya proteini Hsp70 (Ssal) ve iki maymun
homolog proteini S.Pombe’ de karsilagtirildi. Maymun proteinleri Hsc70 ve Hsp70
sirasiyla konstitif ve indiiktif olarak eksprese edilirler.

Fonksiyonlarimi yerine getirebilmeleri i¢in proteinlerin dogru olarak katlanmasi
gereklidir. Stres altinda, proteinler iigiinciil yapilarimi ve dolayisi ile fonksiyonlarini
kaybederler. Bundan dolayr Hsp70 substrat proteinlerin dogal haline
katlanabilmelerine yardimci olabilmeleri igin goreceli yiiksek sicakliklara
dayanabilmelidirler.

Bu aragtirmanin amaci, farkli niikleotitler varliginda ve yoklugunda 1s1 stresi
altinda Hsp70’in karaliliginin ve yapisinin arastirilmasidir.

Spektroskopik ve kalorimetrik deneyler tiim proteinlerin fizyolojik olarak
yiiksek sayilan sicakliklarda kararli olduklarini ve farkli niikleotitler varliginda
yapilarini koruduklarini gésterdi.

Literatiirde ilk olarak, Hsp70 plazmitlerinin biitin maya hiicreleri iizerine
etkisini incelendi. Bu ilave deneyler, proteinlerin kararliliga etkisi olma agisindan,
plazmitlerin hiicreye kararlilik verdigini gosterdi.

Anahtar Sozciikler: Is1 sok proteini, indiiktif ve konstitif protein ekspresyonu,

S.Pombe, Ssal.



SUMMARY
MsC Thesis

CONFORMATIONAL CHANGES OF HEAT SHOCK PROTEIN 70 IN THE
PRESENCE OF STRESS AND DIFFERENT NUCLEOTIDES

Derya ARSLAN
Cumhuriyet University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Dr. Yusuf TUTAR

Hsp70 is conserved among species and is essential for existence of the cell.
Nucleotide sequence comparison and even amino acid sequence comparison of
Hsp70s indicated high sequence similarity. In this end, our lab decided to examine-
structure function relationship of Hsp70 proteins. Since manipulation of yeast strain
is relatively easier, yeast stoplasmic Hsp70 (Ssal) and two primate homolog were
compared in S. Pombe. Primate proteins Hsc70 and Hsp70 are constitutively and
inductively expressed respectively.

To elucidate their function, proteins must be correctly folded. Under stress,
proteins lose their tertiary structure and as a consequence their function. Thus, Hsp70
must bear to relatively elevated temperatures so that it can help substrate proteins to
fold their native state.

The purpose of this investigation was to investigate structure and stability of
Hsp70 under heat stress in the presence and absence of different nucleotides.

Spectroscopic and calorimetric experiments showed that all proteins were
stable at physiologically high temperatures and maintain their structure in the
presence of different nucleotides. Also, nucleotides do not introduce significant
structural changes and the proteins assume rigid body movement for signal
transduction for their function.

For the first time in the literature we investigated the effects of Hsp70
plasmids on intact yeast cells. This additional experiment showed that the plasmids
confer appreciable stability to the cells, another indication for the stability
contribution of the proteins.

Key Words: Heat shock protein, inducible and constitutive protein

expression, S.Pombe, Ssal.
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Sup45 = Okaryotlarda Sub35 ile translasyonu durduran protein
TEMED = N,N,N’N’ — tetrametiletilendiamin
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YPD = Yeast ekstrat-pepton-D-glukoz



1. GIRiS

Hiicrede miktar stresle artan ve molekiiler saperon olarak bilinen proteinlere
genel olarak “’1s1 sok proteinleri’’ denir. Bu proteinler “’stres proteinleri’’ olarak ta
adlandirilirlar.

Molekiiler saperon olarak bilinen bu 1s1 sok proteinleri tiim canlilarin hiicreleri
tarafindan stres uyaricilarina cevap olarak iiretilen bir grup proteinlerdir. Oksidasyon
ve toksik bilesenlerin parcalanmasi gibi pek cok stres faktorleri biitiin hiicrelerde
cevap olarak saperon proteinlerinin sentezine neden olur.

Stresin basladig1 ilk zamanlarda 1s1 sok protein seviyeleri oldukca yiiksektir.
Hiicre baslangi¢c sokundan sonra yiiksek miktarda 1s1yla etkilesse bile, 1s1 sok proteini
seviyeleri diismeye baslar ve sonucta normal seviyelerine iner. Is1 sok proteinleri
biiylime, farklilasma, boliinme, hatta hiicre 6liimii dahil hiicre metabolizmasinin tim
evrelerinde hayati 6nem tasir. Is1 sok proteinlerinin diger proteinlerle etkilesip onlarin
gorev ve yapilarini degistirebilme 6zellikleri bu proteinlerin 6nemini yansitir. Ist sok

proteinlerinin ekspresyonunu artiran etmenler asagidaki gibi siralayabilir.

e  Yiiksek sicaklik

. uv

o Agir metaller

o Oksidanlar

o Enfeksiyon

o Oksidatif stres (iskemi)
. Ozmotik stres

o [ltahaplanma



Is1 sok proteinleri protein kiimelesmesini engelledigi gibi yanlis katlanmig
substrat proteinleri ya normal {i¢ boyutlu haline getirir ya da degredasyona gitmesine
yardim eder (Tutar L 2008, Tutar Y 2006).

Is1 sok proteinleri tiirler arasinda korunmustur ve hiicreyi stres kaynaklarindan

koruyup homeostaz halini saglar (Tutar Y. 2006, Bukau B. 1999).

1.1. Protein Katlanmalari ( Folding )

Proteinlerin fonksiyonlarin1 yapabilmeleri i¢in dncelikle yapisal olarak uygun
sekilde katlanmalar1 gerekir. Bu sayede yapisal gorevlerini gergeklestirebilmeleri igin

gereksinim duyduklari {i¢ boyutlu yapiy1 kazanirlar.

Sekil 1.1. Proteinlerin ii¢ boyutlu yapida katlanmalar1 (Tutar Y. 2006, Bukau B.
1999)

Kiiciik tek domain proteinler i¢in es zamanli polipeptit katlanmalar diisiik

derigimlerde, diisiik sicaklikla meydana gelir.

W — O

Sekil 1.2. Eszamanli polipeptit katlanmalar (Tutar Y. 2006, Bukau B. 1999)



Protein derisiminin yiliksek oldugu sitozolde, 1s1 sok proteinleri protein
katlanmast igin gereklidirler. Ozellikle, yiiksek sicakliklarda ve biiyiik multi-domain

protein katlanmalar igin gereklidir.

ii_(@@@

& &

Sekil 1.3. Molekiiler saperonlar yardimi ile protein katlanmalari (Tutar Y. 2006,
Bukau B. 1999)

Mutasyonlar veya cevresel stres, proteinlerde hasara neden olur. Eger yanlig
katlanmig veya zarar gormiis proteinler belli bir kritik noktanin istiinde birikirse,
norodejeneratif ( sinir hiicrelerinin tahrip olmasiyla olusan ) hastaliklara neden olur.
Huntington, Parkinson, Alzheimer ve Lou Gehrig bu tip hastaliklara 6rnek verilebilir

1995 yilinda insandaki 1s1 sok genini ilk defa klonlayan Profesér Morimoto “is1
sok tepkisinin diinyadaki biitiin canlilarda ortak 6zellik’” oldugunu ifade etmistir.

Ritossa, 1962 yilinda inkiibatorde yiliksek sicakliga tabi tutulan Drosophila
busckii larvalarmin tiikiirik bezlerindeki dev kromozomlarda artan bir gen
ekspresyonu gozlemledi.

Drosophila dev kromozomlarinda bir bolgede goriilen sigkinlikler (puff), o
bolgedeki yogun bir gen aktivitesinin baslangicini1 gostermektedir.

Ritossa tarafindan, Drosophila larvalarinin tiikiiriik bezi hiicrelerinde, 1s1 soku
sonrasl, 1s1 sok protein genlerinin yerlesim bdlgelerinde artan aktiviteye bagli olarak

sigkinlikler gozlemlemistir.



1.2. HSP (Heat Shock Protein) Ailesi

Is1 sok proteinleri, molekiil kiitlelerine gore bazi alt gruplara ayrilirlar. Bir
grubun lyeleri sadece biiylikliik yoniinden degil, baska 6zellikleriyle de benzerlik
gosterirler. Ornegin; HSP 60 ve HSP 70 aileleri, ister bakteri, ister kiif, ister bitki
veya hayvan hiicresinde bulunsun benzer fonksiyonlar goriirler ve bunlarin amino
asit siralanmalart %50'nin iizerinde benzerlik gosterir. Ve ayrica HSP60 ve HSP70
E.R (endplazmik retikulum) igindeki kalneksin ve mitokondri igindeki karetikulum
proteinlerinin katlanmalarma yardimci olurlar. HSP 70 VE HSP40 katlanmamis
proteinleri yakalayarak bozunmasini engellerken, HSP60 ise bozunmus proteinleri
yakalayip bu proteinlerin kimyasal enerjileri yardimiyla parcalanmasini saglar

( www.biochem.wisc.edu ). Onemli Hsp aileleri Sekil 1.2.1."de 6zetlenmistir.

Onemli Hsp Aileleri
Saperon Molekiil topoloji Fonksiyon Yap1
| [HPI 00 {L‘ll"[ﬂ [ ] G Bozulma 1gin ATP 've N-ter domain,
bagnb toplanmarmalar Céziimlenen NBD1
ve aplmalar
Hsn90 protemler igin gokdu  steroid hormeon alicdarim Coziitnlenen
51 baglayict yer uygunmatiirasyenu ATPaz domain

Hsp70(DnakK) /» Genigletilen polipeptitlerin Awyn olarak gézimlenen

hdrotobik bélgelennn ATP 've ATPaz domam ve peptit

bagh stabiizasyonu baglayict domain
| _
[Hsp60, Hspl0 % Dogal durumda ATP 'ye Cozimlendi
(GroEL. GroES) to bagh phofitkatlataass
Kiigiik Hsps farkh oligomerler ~ =tabilizasyona kargt is1 golo Hailany ozlinlends

strasmda kimelesme

Sekil.1.2.1. Onemli Hsp Aileleri (Tutar Y., 2003)



Is1 sok proteinleri ailesinin en 6nemli oOzelliklerinden biri Okaryotlar ve
prokaryotlarda evrim boyunca en iyi korunmus protein olmalaridir. En ilkel
bakteriden, en karmasik okaryota kadar tiim canlilarda bulunur. (tek istisnai olgu
Hydra olygactaris). Hiicre igerisinde siirekli sentezlenen ve stres uyarimli {iyeleri
bulunmaktadir.

Biyoloji ve tipta 6nemli bir arastirma konusu olan 1s1 sok proteinlerinin
yapisinin evrim boyunca biiylik bir 6zenle korundugu ve 1s1 sok cevabinin insandan
bakteriye kadar tiim canlilarda bulundugu artik bilinmektedir ( De Maio A. 1999 ;..).

Is1 sok proteinleri biiylime, farklilagma, bdliinme, hatta hiicre 6liimii dahil
hiicre metabolizmasinin tiim evrelerinde hayati 6nem tasir. Is1 sok proteinleri, pek
cok mikrobik temsilcinin konakta immiin cevap olusturmasinda rol oynayan
antijenlerdendir. Is1 sok proteinlerine karsi gelisen immiin cevaplar capraz
reaksiyonlar vasitasiyla hiicrenin kendisine karsi da (anti-self) reaksiyon olugsmasina
neden olabilmektedir. Saglikl1 bireylerin, enfeksiyon veya herhangi bir sekilde strese
maruz kalmis kendi hiicrelerinden arinmak i¢in, kendi Is1 sok proteinlerine karsi
immiin cevap verebilme yeteneklerinden yararlanabildikleri ileri siiriilmektedir. iste
bu yeteneklerin diizenlenmesindeki bozukluklar bazi oto immiin hastaliklara yol
acabilir. Is1 sok proteinleri, immiin cevapta hedef olmanin yani sira, antijen
sunulmasinda da 6nemli rol oynarlar ( Korber P ve ark.,2000).

Is1 sok proteinlerin 6nemi, diger proteinlerle etkilesip onlarin fonksiyon ve
yapilarin1 degistirebilme 0Ozelliklerine dayanir. Bu proteinlerin bazi fonksiyonel
ozellikleri belirlenmigtir. HSP60 ve HSP70 ailelerinin bireyleri, hiicre igi
polipeptidlerin katlanma, agilma ve translokasyonunda oldugu kadar, oliogomerik
protein komplekslerin toplanma, birlesme ve ayrilmalarinda da 6nemli rol oynar. Bu
grup stres proteinleri, sitoplazmik proteinleri agarak mitokondri, kloroplast veya
endoplazmik retikuluma tasir ve bu organellerin icinde tekrar katlanmalarini ve
gerekiyorsa oligomerik kompleksler halinde birlesmelerini saglarlar.

Hsp 70 ailesinin hiicredeki gorevleri asagidaki gibi siralayabilir:

. Proteinlerin hiicre iginde tasinmasina
. Sitozol,  endoplazmik  retikulum,  mitokondrideki  proteinlerin

katlanmasina



o Kararsiz proteinlerin yikimina

. Protein komplekslerinin ¢dztinmesine

o Protein agregasyonunun engellenmesine

o Bozuk katli proteinlerin yeniden katlanmasina

o Apoptosise ( programli hiicre 6liimii ) yardimei olurlar (Clark JI ve ark.
2000).

1.3. HSP70 ‘in Yapis1

Hsp70, proteinlerin ii¢ boyutlu yapiya erismesini ve proteinlerin bu yapilarini
korumasini saglayan, tiirler arasinda evrensel olarak bulunan 6nemli bir proteindir.
Bu protein translasyon, membranlar arasinda protein tagima ve klatrin pargalanmast
gibi hiicresel gorevlerine ilaveten tigiinciil yapilarina kismi olarak erigmis proteinlere
baglanip agregasyonu dnleyerek hiicreleri stresten korur. Tiim bu farkli fonksiyonlar
substratin proteine baglanma ve salinmasina bagli olarak diizenlenmistir. Stresten
koruma mekanizmasi deli dana, Creutzfeldt-Jacob, Gerstmann-Straussler-Schienker,
insomnia, kuru gibi ¢esitli 6liimciil norodejeneratif hastaliklarin engellenmesi igin
onemlidir.

Hsp70’ler ii¢ farkli domainden olusur; 44 kDa’lik ATPaz domain, 18 kDa’lik
substrat baglanma domain ve 10 kDa’lik C-terminali. Substrat baglanmasi ATP
hidrolizi ve niikleotid degisimi ile diizenlenerek niikleotit baglayict bolgeye tutturulur

ve katlanmas1 saglanir.

— 44 kDa’luk ATPaz domaini

Sekil 1.3.1. HSP70 ‘in ATPaz domain bolgesi (Tutar Y., 2006)



— Sekilde ortadaki oyuk seklindeki bolge 18
kDa’luk substrat baglayict bolgesi ve yukarida kalan
bolge ise 10 kDa’luk C — terminal bolgesidir.

Sekil 1.3.2. HSP70 ‘in Substrat baglayici ve C — terminal bolgeleri (Tutar Y., 2006)

1.4. HSP70’in izoformlar

Son donemde yapilan calismalar Hsp70 saperon sisteminin baglanma ve
ayrilma dongiisii mekanizmasinin prokaryotik ve dkaryotik hiicrelerde belirgin bir
bigcimde farkli oldugunu gostermistir.

E.Coli mekanizmasi katlanmamis peptit ve onu DnaK molekiiliine
hedeflemekte Dnal etkilesimi ile baglar. Sonra DnaJ DnaK ATPaz bolgesinin
hidrolitik etkisini arttirir ve geriye kalan peptitli DnaK ATPaz kompleksi kararsizdir.
Daha kararli ve daha uzun gelismeye baslayan polipeptit zinciri olan pargalar agiga
¢ikararak ¢abuk bir bigimde ayrisir (M. P. Mayer and B. Bukau 2000 ).

Okaryotik hiicrelerde cesitli Hsp70 izoformlar1 vardir, bazilar siirekli/konstitif
(Hsc70) bazilan hiicre strese maruz kaldiginda/indiiktif (Hsp70) eksprese edilirler.
Hsp70 fonksiyonu iizerine yogun ¢alismalara ragmen konstitif ve indiiklenen
izoformlarin  olmasi ve bunlarin farkli fonksiyona sahip olup olmadigi
aciklanamamustir. Indiiktif Hsp70 ortamdaki Hsp70 derisimi ve sitozoldaki stres
onleyici fonksiyonunu artirmak icin iretilmis olabilir. Alternatif olarak benzer
kosullarda indiiktif Hsp70 in 6zel bir gorevi de olabilir (Mantsch,H., H ve ark.,
1993).



Sekil 1.4.1. DnaK ‘nin saperon dongiisiiniin modeli. Siyah renkle gosterilen E.coli
deki DnaK sistemi i¢in temel dongiidiir. Gri renkle gosterilen Okaryotik sitozol ve

endoplazmik retikulumdaki degisiklerdir (M. P. Mayer and B. Bukau 2004 ).

Protein katlanmasindaki yardim ayrica katlanmamis peptitlerin saperoninleri
gibi diger molekiiler saperon sistemlerine transferi ile uzatilabilir. Rhodanas
katlanma iizerinde arastirmalar bu son islemin muhtemelen GrpE tarafindan yardim
edildigini ileri siirer. DnaJ katlanmamuis proteini DnaK’nin da yardimiyla ATP

hidrolizini kullanarak katlar. Sekil 1.4.2. tarif edilen bu dongiiyii resmeder.

Sekil 1.4.2. Prokaryot hiicrelerde Hsp70 saperon ailesinin sematik dongiisii
(Chappell, T. G ve ark.,1986)



Okaryotik hiicre dongiilerindeki temel fark tepkimenin ilk asamalarindaki Hip
varligina baghdir. Katlanmamis peptit Hsp70 ile direkt olarak tepkimeye girer fakat
Hsp40 varligi baglanma siirecini belirgin bir bi¢cimde kolaylastirir. Bir sonraki
asamada Hsp40 peptit/Hsp70 kompleksine baglanir, ATPaz aktivitesini tetikler ve
Hsp70 kompleksi daha kararli olan ADP-bagli durumu benimser (Mayer MP ve ark.,
2000).

Hip molekiiliiniin baglanmasi ayrica bu durumu da dengeler. Dongii ADP ‘nin
yavag bir bigcimde ayrilmasiyla, bir sonraki ATP molekiilii edinimi ve ATP-bagh
molekiiliiniin “’agik’” formunun ayrigmasiyla sona erer. Bu dongiiniin asamalart Sekil

1.4.3 de belirtilmistir.

Sekil 1.4.3. Okaryot hiicrelerde Hsp70 saperon ailesinin sematik déngiisii (Cheng, M
ve ark.,1989)

1.5. Mayadaki Hsp70 ve Prionlar

Genetik kod polipeptitlere ¢evrilirken tRNA’lar kullanilir. Ribozom stop
kodonu ile karsilagtiginda translasyon sona erdirilir. Bu kodonlar1 tRNA’lar yerine
eRF1 ve eRF2 proteinleri tanimlar ve ribozomu ayirir. S.Pombe’ de bu iki protein

strast ile Sup45 ve Sup35°dir. Sup45 ve Sup35 etkileserek translasyonu sona
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erdirirler. Bu proteinlerdeki mutasyon stop kodonu tanisini zayiflatir ya da yok eder
( Kryndushkin DS ve Ark.,2003).

Sup35 in iki formu vardir; normal ve prion. Prion kisaca protein igeren ve
bulastirilabilen (enfeksiydz) karakterde ¢ok kiiciik partikiillerdir. Prionlar enfeksiyon
hastaliklarina yol agan mikroorganizmalara yani bakteriler, viriisler, mantarlar ve
parazitlere benzememektedir. Ciink{i insan ve hayvanlarda oldugu gibi bakteri ve
viriislerde de proteinlerin, enzimlerin yapisini belirleyen DNA prionlarda yoktur.

Niikleik asitlerden (DNA, RNA) yoksun olan prionlar en kii¢iik viriislerden
bile en az 100 kat daha kiigiiktiir. Prionlar, Merkezi Sinir sisteminde zamanla birikimi
sonunda hayvanlarda ve insanlarda hastaliklara neden olur. Bu grupta yer alan
hastaliklar insan ve hayvanlarda merkezi sinir sistemini tutar ve beyni tahrip eder.
Beyin, hastaligin ilerlemesi ile siingersi (spongiform) bir yapiya doniisir
(http://www.odevbul.net ).

Sup35 in iki formundan biri olan Prion formu normal Sup35 proteinini prion
formuna ¢evirir ve bu form [PSI +] seklinde gosterilir. Prion formun olusmasi igin
Sup35 in N-terminali gereklidir (Sekil 1.5.1.A). Ciinkii Sup35 ‘in sadece C terminali
fonksiyoneldir ve fonksiyonu olmayan N terminali hiicreyi [PSI +] formuna gevirir.

Bu terminal diger proteinlere baglandiginda veya sadece bu bolge eksprese
edildiginde prion formu elde edilir. Bu terminalin silinmesi [PSI +] formunun
kaybolmasina ve hatta /PSI +/ ‘1 hiicrelerin normale donmesine sebep olur.

[PSI +] formunda stop kodonu gegilerek gen transle edildigi i¢in bu fenotipi
mayanin adenin okzotropu kullanilarak takip edilir. Bu fenotipte ADE I genini yarim
birakan prematiire bir stop kodonu vardir. /PSI -] olan maya etkin bir sekilde
translasyonu prematiire kodonda sonlandirir. Bundan dolay1 adenin iiretmez veya
adenin eksik olan ortamda biiyiimezler. Bunun yerine zengin ortamda adenin
biyosentezinin ara {iriinii olan maddeyi biriktirirler ve hiicreler kirmizi renk alirlar

(Sekil 1.5.1.B iist kisim) (Jones G ve ark., 2004 ).
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Sekil 1.5.1. [ PSI+] i¢in prion modelinin sematik gdsterimi (Tutar Y ve ark,. 2006)

[PSI +] genellikle ADE 1 de prematiire stop kodonu gegerek okur ve bu
hiicrelerin adeninsiz ortamda biiyiiyebilmesini saglar ve zengin ortamda beyaz veya
pembe renktedirler (Sekil 1.5.1.B alt kisim).

[PSI +]/amiloid (Sekil 1.5.2.A) ile Hspl04 proteini arasindaki iliski Yury
Chernoff tarafindan bulunmustur (Chernoff YO ve ark., 1995). Stres aninda Hsp104
iin ekspresyonu artar ve hiicrelerin yasamasi i¢in dnemli rol oynar. Hsp104 iin agirt
ekspresyonu ile [PSI +] yok edilir ve hiicreler [psi -] seklini alir ve bu hiicrelerden
olusan yeni hiicrelerde [PSI +] prionu gézlemlenmez. Hiicrelerde Hsp104 ortadan
kaldirilirsa [PSI +]’in stabilizesinin artacagi diigiiniilebilirse de tam tersi bir etki
gozlemlenmistir ve prion tam olarak ortadan kalkmustir ( Sekil 1.5.2. C ).Hsp104 geni
silinen hiicreler [PSI +] igeren hiicreler ile ¢iftlestirildiklerinde diploidin [PSI +]
oldugu ve diploid sporlandiginda ogul hiicrelerin yarisinin [PSI +] kalan yarisinin
WT HSP104 geni oldugu gozlemlenmistir. Yani Hspl04 belli boyuta gelen
agregatlar1 pargalar ve heniiz ligilinciil yapiya erisememis proteinleri Hsp70 ve Hsp40
proteinleri yardim ile katlanmalarina yardim eder (Sekil 1.5.2.B). ( Gokhale KC.
ve ark., 2005) .
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Sekil 1.5.2. [PSI+] ve Hsp104 iligkisi. Sup35 in zamanla prion [PSI +]’a doniismesi
ve amiloid/fibril yapilarin olusumu (A). Hsp104 {in olusan agregatlari pargalamasi ve
Hsp70/40 proteinlerinin katilimi (B). Hsp104 inhibisyonu ile [PSI +] prionunun
engellenmesi (C) (Tutar Y, Masison D. C. 2006).

Hsp104 ve Hsp70 ‘in [PSI +] dengesindeki rolleri asagidaki gibi 6zetlenebilir;
e Hspl04 translasyonu direkt olarak etkilemedigi c¢esitli deneylerle
gosterilmistir. Fakat Hsp104 hiicrelerde [PSI +] elementini ortadan kaldirir. Bu
etki sadece N-terminali ile elde edilen [PSI +] hiicrelerinde gozlenir.

e Hspl04 geni silinmesi sasilacak bir sekilde [PSI +] elementini ortadan
kaldirr.

e Hspl04 thermotoleransda yer alan tek protein degildir. Hsp70/Hsp40 gibi
makro molekiillerde ili¢ boyutlu yapilar1 denature olan proteinleri normal

konformasyonlaria getirir.

Hsp70 proteinlerinin 1s1 soku korumasi, baz1 proteinlerin organellere iletilmesi,
sitozolde proteinlerin katlanmasina yardim gibi biyokimyasal fonksiyonlar1 vardir.
Bu islemleri Hsp40 (ko-saperon) ile etkilesimle gerceklestirirler. Hsp70 in kristal
yapist bulunamamasina karsin domainleri ayr ayr kristallendirilmis ve domainlerin
oryantasyonunun Sekil 1.5.3. deki gibi oldugu tahmin edilmektedir (Jones GW ve
Masison DC. 2003). ATP hidrolizi proteinin substrat baglama kapaginin acilip
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kapanmasini saglar. Ayrica Hsp40 proteini J-domaini vasitasiyla substratt Hsp70 e
sunar ve Hsp70 substratin katlanmasina yardimci olur (Sekil 1.5.3. 1-4). ADP
olusumu déngiiyii tekrar baglatir (Cyr DM ve ark.,1992).

/:;h‘ J-Domaini 4
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Sekil 1.5.3. Hsp70 /Hsp40 etkilesimi ve ATP ye bagli olarak substrat degisimi
(Tutar Y ve ark.,2006)

Hsp70 proteinleri ayni zamanda polipeptitlerin kararli konformasyona
erismesine de yardimci olurlar. Hiicre ic¢in hayati 6neme sahip olan bu makro
molekiiller peptitlere baglandiklari zaman ATP hidrolizlerini artirirlar ve peptitin
iiciinciil yapisin1 bulmasina yardim ederler. Ayn1 zamanda ATP hidrolizi de peptite
baglanmay1 artirir. Hangi prosesin once oldugu deneylerle kanitlanmamistir. Bu
baglanma peptitin yapisina bagli olarak 10 uM ile ImM arasinda gergeklesir. Kisa
peptitlerle yapilan c¢aligmalarda Hsp70’lerin minimum yedi amino asit uzunluga
baglandig1 ve dordiincli pozisyonda yer alan 18sin amino asitlerini tercih ettigi
gozlemlenmigtir. Hsp70lerin  kristal yapisi heniiz bulunmadigi i¢in ¢ogu
biyokimyasal 6zelligi tam olarak bilinmemektedir. Fakat homoloji yontemi ile
domainlerin fonksiyonlar1 ve diger proteinlerle etkilesimleri tespit edilmistir. Ayrica
hiicrenin farkli kompartimanlarinda yer alan orijini ayn1 fakat muhtemelen farkli
fonksiyonlar1 olan Hsp70’ler (Hsp ve Hsc gibi) ve Hsp40’lar (Sisl ve Ydjl gibi)
vardir. Farkli fonksiyonlar1 olan Hsp70 ve Hsp40’larm aym1 anda hiicrenin aym
kompartimaninda yer almasinin nedeni tam olarak anlasilamamistir. Biyokimyasal ve

genetik arastirmalar prionlarin kinetik ve mekanik olusumunu ortaya ¢ikarmigtir fakat
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hiicrede olusan metabolik bozulmalar1 6nleyen Hsp70’lerin yap1 ve fonksiyon
iligkileri agikliga kavusturamamustir. En detayli ¢alismalar E.coli de yapilmig
olmasina ragmen Okaryotlarda mekanizmanin daha kompleks oldugunu gosterir ve bu
bilgi 6nlimiizdeki yillarda kompleks protein-protein etkilesimlerinin, kooperativitenin
ve Hsp70’lerdeki yapisal baglantilarinin ortaya cikarilma geregini koymustur

(Newnam GP ve ark 1999).

1.5.1. Hsp104 /Hsp70 ve Hsp40’1n Fonksiyonlari

Hspl04: Hspl04 ATP hidrolizini kullanarak denature olmus proteinlerin
baglanmalarina ve kiimelesmelerine engel olur. Hsp104, Hsp40/Hsp70 ‘in protein
katlanma verimini biiytik 6l¢iide artirir.

Hsp70: Hsp70, Hsp70 saperon sisteminde temel kurallarla hareket eder.
Hsp70 dogal durumda katlanmis ve genisletilmis konformasyonlarda, dogal olmayan
polipeptitlerin hidrofobik bolgelerindeki zincirlere baglanir.

Hsp40:

1) Hsp40‘in J-domaini tipki Hsp70’in diizenleyicisi gibi dogal olmayan
polipeptitlerin yeniden katlanmalari i¢cin Hsp70 dizisinin ATPaz aktivitesini uyarir.
2.) Hsp40 dogrudan dogal olmayan polipeptitleri baglayabilir ve onlar
katlanmalari igin Hsp70’e gonderir (Song Y ve ark.,2005).

Ozetle agregasyonlarin prion olusturma mekanizmasi ve bunu onleyen
proteinlerin birbiri ve prion/amiloid ile iligkisi tam olarak Okaryotlarda tespit
edilememistir. Fakat bakteride agregasyonu onleme mekanizmasi ic¢in bir kag¢ yol

onerilmistir. Onerilen bu mekanizmalar sematik olarak Sekil 1.5.1.1 de verilmistir.
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Sekil 1.5.1.1. Hspl04/ Hsp70/ Hsp40 proteinleri i¢in Onerilen protein katlama
mekanizmasi (Tutar Y 2006)

Yukarida verilen mekanizmada ClpB, Dnal ve DnaK okaryotlarda sirasiyla
Hsp104, Hsp40 ve Hsp70 e es degerdir. GrpE ise niikleotid degisim faktorii olup,
Fesl1 proteinine homologdur. Bu mekanizmaya gore Hsp104 bir pervane gibi doner
ve iki farkli yolu takip edebilir. Birinci yol iri agregatlar1 parcalayip Hsp70 / Hsp40 a
verir ve bu kompleks ATP hidrolizi ile proteinin katlanip {igiinciil yapisini almasina
yardim eder (Sekil 1.5.1.1 1.Yol). Takip edilecek diger yol ise olusan orta boy
agregatlar1 daha kiiciik hale getirmek ya da orta boy agregatlardan cekilen denature
peptitlerin Hsp104 proteinin hidrofobik orta kismindan gegirilerek Hsp70 / Hsp40
kompleksine sunulmasidir (Sekil 1.5.1.1 2a ve 2b). Laboratuarda mutant Hsp104
proteinleri ile yapilan deneylerde bakteride 2b’nin takip edilecegi Ongoriilmiistiir
(Rudiger S ve ark., 2000; Mayer MP ve ark., 2000 ).

Heniiz Hsp104 / Hsp70 / Hsp40 / ATP / ADP / substrat kompleksinin
mekanizmasi  agiklanamamistir.  Yukarida Ongoriilen mekanizmayr  6zellikle
okaryotlarda zorlastiran baska faktorlerde vardir. Okaryotik hiicrede birden fazla
Hsp70 ve Hsp40 vardir. Bazi Hsp70’ler devamli indiiktif olarak eksprese edilirler
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(Hsc ve Hsp). Mayada (Saccharomyces cerevisiae) sadece sitozolde dort farkli Ssa-
Hsp70 ve iki farkli Ssb-Hsp70 vardir. ( Bunlar Ssal Ssa2 Ssa3 ve Ssa4, Ssbl ve
Ssb2’dir ). Ayrica endoplazmik retikulum ve mitokondride de Hsp70 proteinleri
vardir. Ayni sekilde 16 tane Hsp40 vardir. Genetik ve biyokimyasal deneyler Ydj1 ve
Sisl Hsp40 proteinlerinin 6nemli oldugunu gostermise de agregatlart ¢dzme
mekanizmasi heniiz tanimlanamamistir. Bu zorluklarla beraber bu dongiide yer
alabilecek potansiyel proteinlerde saptanmistir (Fesl, Hop, Cpr7, Hip gibi).
Literatiirde bu zamana kadar Hsp104-Ydjl, Hsp70-Ydjl, Hsp70-Sisl etkilesimleri
tanimlanabilmis fakat mekanizmanin tam olarak nasil calistigi hipotezden ote
gidememistir (Shorter J, Lindquist S. 2004; Newnam GP ve Ark., 1999 ).

In vitro ve vivo ¢alismalar HSP70 maddesinin artan faaliyetinin indirgenmis
sabit durum tau (viriis ile infekte hiicrenin sitoplazmasinda elektron mikroskobu ile
goriilen partikiiller) seviyeleri ve indirgenmis temizleyicide ¢Oziinmeyen
(kiimelesmis) tau seviyelerine sebep oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Belirgin bir
bicimde HSP70 patolojik tau’yu segici bir bi¢imde tanir ve bu tiirlerin bozunmasini
hafifletir (Yunus.hacettepe.edu.tr ).

Hsp70’in ayrica daha 6nceden daha fazla tau mikrotiibiil baglanmasina sebep
olan ATP’ ye baghh “’yeniden katlanma’’ aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir.
CHIP, bir E3 ubiquitin ligase, tau ile etkilesime girer ve onu ubiquitinlestirir. Yinede,
artan CHIP faaliyeti ve ortaya ¢ikan taunun ubiquitinlesmesi Hsp70 yiikselmesinin
ters etkisiyle kiiltiir hiicrelerindeki tau toplanmasina neden olmustur. Tau protein
islevinde 6ngoriilen Hsp70/CHIP rolii sekil 1.5.1.2. de gosterilmigtir (Wild, J ve ark.,
1992).
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Sekil 1.5.1.2.  Tau agregasyonu ve Hsp70 sistemleri (Wild, J ve ark., 1992).

1.5.2.  Hsp70/Hsp90 Substrat Dongiisii

Yeni sentezlenmis ve / veya kismen olusmus (x/y) proteinler Hsp40 araciligiyla

(%] (%)

Hsp70 komplekslerine giderler. Bu “’ erken kompleksten ‘’iki muhtemel yol sekli
¢ogu durumda Hsp70 substrati (y) kendi kendine isleme tabi tutulabilir. ATP
hidrolizinin ardindan niikleotid degisim faktorii (NDF) substrat ve ADP agiga ¢ikar
ve Hsp70 dongiiye yeniden girmeye hazirdir. Tam bir olusum ve aktivasyon igin
Hsp90 ‘a ihtiya¢ duyan bazi belirli substratlar (x) vardir. Bu durumda temel protein
Hop Hsp70 ve Hsp90 unsurlari ayrigir ve ayn1 zamanda p23 ve prolizomerazlar
komplekse girer. Bundan sonra bu “’bu en son kompleksten’’ substratlar ortaya ¢ikar.
Hopa baglandiktan sonra Hsp90 dongiiye yeniden girmeye hazirdir (Zegel U ve ark.,

1999).
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Sekil 1.5.2.1. Hsp70/Hsp90 substrat dongiisii (De Maio A.,1999)

Son yillarda deli dana, alzmeir, Creutzfeldt-Jacob hastalii, Gerstmann-
Straussler-Schienker sendromu, familial insomnia, scrapie ve kuru hastaliklarinda
goriilen protein agregasyonundan kaynaklanan bulasici, sinir hiicrelerinin yapisim

bozan 6liimciil hastaliklar i¢in yogun ¢alismalar yapilmaktadir.
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Sekil 1.5.2.2. Prionun biiyiik ve basamakli toplanmaya sebep olmasi ve bu biiyiik
topluluklarin par¢alanmasiyla prion ¢ekirdeginin sayisinin artmasi (D’amore T ve ark

1989)
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Sekill.5.2.2. hastalikli ve hastalikli olmayan iki proteinin etkilesmesi
sonrasinda biiyiik agregatlarin olustugunu gostermektedir. Ve bu agregatlar hiicre
boliiniirken kendiliginden boliinerek ¢ogalir ve prion ¢ekirdeginin sayisi artar. Yani
hastalikl1 hiicre sayis1 artmus olur.

Mayada yapilan ¢aligmalar sonunda hiicrelerde olusan agregatlarin yeni nesillere
gectigi ve gozlemlenen bu kaliimin proteinle (DNA ile degil) saglandigi tespit
edilmistir (Sekil 1.5.2.2.). Bu tespit Mendelevin genetik kurallarindan sapma
gostermektedir. Ciinkii Mendelev hastalifin DNA ile yeni nesillere aktarildigini
savunmustur. Oysa calismalarda hastaligin prionlasmis proteinlerle yeni nesillere
gectigi bulunmustur. Zamanla hiicredeki bu agregatlar 1s1 sok proteinleri tarafindan
tekrar fonksiyonel hale getirilir. Bu mekanizmada yer alan proteinler, bu proteinlerin
islevleri, diger proteinlerle etkilesimleri, kalitim mekanizmasinin detaylari, bu
mekanizmada yer alan proteinler halen agiklanmay1 bekleyen konulardir. Detaylari
molekiiler seviyede g¢oziimlendiginde pek cok hastalifin dnlenmesine, tedavisine
¢Oziim olacak bu mekanizmanin en 6nemli unsuru Hsp70 ve Hsp40 proteinleridir.
Hsp70’lerin Hsp40’lar ile yapt ve fonksiyonunun anlagilmasi, izoformlarinin
fonksiyonel farkliliginin bulunmasi agregatlarin hiicrede nasil ¢oziiniir hale getirildigi

bu mekanizmada baglangi¢ noktasi olarak segilmistir (D’amore T ve ark 1989).

1.6. Protein Ayrilmasi ve Tayini

Proteinler hem hiicre disinda, hem de hiicrenin farkli boliimlerinden
kompartimanlarinda bulunan ¢ok heterojik bir bilesik smifidir. Saflastirma igin;
protein, bulundugu hiicre fraksiyonundan ¢6zeltiye alinir.

Sitoplazmik proteinler i¢in hiicre zar1 lizisle agilir. Bu amacla hipotonik
¢oOzeltiye konan hiicreler, hiicre i¢ine ¢oziicii girmesi sonucu giser ve zar pargalanir.
Bitki ve bakteri hiicrelerinde, hiicre duvari oldugundan, hiicre duvarinin enzimatik
olarak veya organik coziiclilerle muamele edilerek parcalanmasi gerekir (DelLuca-
Flaherty ve ark.,1990).

Protein bir organelde bulunuyorsa, bu organel fraksiyonunun pargalanmis

hiicre homojenatindan ultra santrifiijle ayrilmasi gerekir. Daha sonra; proteinler
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organelden konsantre tuz ¢ozeltisi ile ekstrakte edilir. Bu islemler sirasinda, proteinin

dogal yapisinin bozulmamasi i¢in pH ve sicaklik uygun sekilde ayarlanir.

1.6.1. Protein Tayinleri

Saflastirma sirasinda, bu islemin ne oranda basarildigini izlemek i¢in, protein
miktarinin hassas ve spesifik olarak belirlenmesi gerekir. Protein bir enzim ise,
substrat veya iirlin miktar1 uygun bir yontemle tayin edilerek, buradan enzim
aktifligine gecilir. Uriiniin kolaylikla belirlenemedigi durumlarda eslenme
reaksiyonlarina basvurularak iiriiniin daha kolay olciilebilen ikinci bir {iriine
cevrilmesi saglanir. Proteinlerin izole edilmesinde onlarin gesitli 6zelliklerinden

yararlanilir (http://www.genomicsproteomics.com).

1.6.2. Coziiniirliige Dayanan Ayirmalar

Proteinlerin ¢oziiniirligii ¢oziiciiniin polarhigi, pH’1, sicakliga ve ¢dzeltinin
iyon siddetine baglhdir. Cozeltide bulunan ¢oziinmils tuzlar, proteinlerin
¢Oziiniirliglinii etkiler.

Diisiik iyon siddetlerinde proteinin ¢ozinlrligii tuz derisimi ile genellikle
artar. Tuz, proteinin yiikiinii perdeleyerek ¢okmesine engel olur. Iyon siddeti arttik¢a
proteinlerin  ¢Oziiniirligi azalir. Ciinkii tuz hidrolize olacagindan, proteinin
¢Oziiniirligi icin gereken ¢dziicii miktari azalir. Proteinlerin ¢ozliniirliikleri ¢6zeltinin
pH’1 ile degisir. izoelektrik noktada ¢oziiniirlik minimumdur. Ciinkii bu pH’da
proteinler net bir yiik tasimadiklart i¢in, hem polarligin azalmasina bagli olarak
¢ozlinlirlik azalir; hem de komsu molekiiller arasinda yiike bagli itmeler ortadan
kalkacagindan molekiiller bir araya gelir ve ¢okme baslar. Bu pH’ 1n altinda ve
iistiinde ise proteinlerin ¢oziiniirliigii artar.

Proteinlerin amino asit bilesimleri farkli oldugundan her proteinin izoelektrik
pH’1 farklidir. Bundan yararlanarak c¢ozeltinin pH’1 ¢oktiiriilmek istenen proteinin
izoelektrik noktasina ayarlanir. Boylece, diger proteinlerin ¢dzeltide kalmasi ve

ayrilmak istenen proteinin ¢cokmesi saglanir. Sicaklik, ¢oziiniirligi etkiledigi i¢in iyi
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bir coktiirme ancak uygun sicaklik secimiyle basarilabilir

(‘http://www.geneclinics.org).

1.6.3. Biiyiikliik Farkina Dayanan Ayirmalar
1.6.3.1. Diyaliz

Biiytikliik farkina dayanan en basit ayirma yontemidir. Amag, proteini ortamda
bulunan iyon ve kiiciik molekiillerden ayirmaktir. Yar1 gegirgen diyaliz zarlan
genellikle seliiloz asetattan yapilmistir ve gézenekleri 1-20 nm c¢apindadir. Diyaliz
keseleri esit biiyiikliikte bir gozenek biiyiikliigii saglamak ve agir metal safsizliklarim
gidermek icin bir 6n islemden gecirilmektedir. Coktiirmeyle ayrilan bir protein
¢Okme sirasinda ortamdaki iyonlar1 absorplar. Bunlar1 uzaklastirmak igin bir diyaliz
torbasmna konan protein ¢ozeltisi, uygun bir tampon igerisine daldirilir. Ozmatik
basing farkindan dolay1 kii¢iik molekiil ve iyonlar distaki tampon ¢ozeltiye gecerler.

Tamponun zaman zaman yenilenmesi ile proteinin kiiciik molekill ve

iyonlardan kurtarilmast miimkiin olur ( http://www.geneclinics.org/query?dz=xp).

1.6.3.2. Kromatografi

Kromatografi; ayrilacak maddelerin uygun bir hareketli faz yardimiyla, sabit
bir fazdan gecirilmesi sirasinda, hareket hizlarinin farkli olmasina dayanan bir ayirma
yontemidir. Ayrilacak maddelerin sabit fazla etkilesme tipine, hareketli fazin gaz
veya sivl olmasina ve deney teknigine gore; Kromatografi cesitli adlar altinda
uygulanan bir metottur.

Biyokimyada kolon kromatografisi ¢ok kullanilir. Kolon ayrilacak maddelerin
tutulmasin1 saglayacak bir dolgu maddesiyle doldurulur. Uygun bir ¢dziiciide
¢0Oziilmiis olan maddeler kolondan gegirilir. Bu sirada dolgu maddesiyle etkilesmenin
zayif ya da kuvvetli olmasina bagli olarak ayrilacak maddeler kolondan farkli hizlarla
gecgerler. Kolonda farkli noktalara siiriiklenmis olan maddeler uygun ¢oziiciilerle
(tamponlarla ) kolondan alinirlar. Kolondan tampon ¢dzeltilerle alinan maddeler
fraksiyonlar halinde ayr tiiplere toplanir ve boylece ayirma islemi gerceklesmis olur

(www.forumakademi.org).


http://www.forumakademi.org/
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1.6.3.3. Elektroforez

Elektroforez ortam pH’sina gore, pozitif (+) ya da negatif (-) olarak yiiklenen
kolloid taneciklerin, bir elektrik alaninda, kendi net yiiklerine zit yiik tasiyan anot
veya katoda dogru farkli hizlarda siiriiklenmeleridir.

Proteinler; elektrik yiikii, biiyiikliikleri (yiik/kiitle oran), sekil gibi 6zelliklerine
gore ayrilirlar. Elektroforez, genellikle poliakrilamid jel Gizerinde yapilir. Proteinlerin
saflastirilmasinda kullanilmaz.

Elektroforetik yontemler;

. Karisim iginde bulunan protein sayisini tespit etmek (kagit ve jel
elektroforezi)

. Saflagtirilmis proteinin saflik derecesini belirlemek( SDS-PAGE)

. Saflagtirilmig proteinin molekiil kiitlelerini tayin etmek (SDS-PAGE)
amaciyla kullanilir.

Poliakrilamid jel, ¢apraz bagh akrilamid polimeridir. icerigindeki akrilamid ve
N,N’-Metilenbisakrilamid eklenen amonyum persiilfat tuzunun siilfatiyla birleserek
polimerlesir.

Poliakrilamid jel elektroforezinde SDS-PAGE kullanilir. Burada SDS; Sodyum
Dodesil Siilfat-anyonik deterjandir. Ve PAGE ise poli akrilamid jel elektroforezinin
kisaltilmig seklidir.

0]
Na' ’O—g—O—(CHg)HCHg

|
0

negatif ylikli SDS, proteinlerin kuarterner, tersiyer ve sekonder yapilarim1 bozar,
katlar1 agilan peptid zincir, SDS ile sarilarak misel goriiniimii kazanir. Zincirde yer
alan her iki amino asit artifina bir molekiill SDS baglanir ve proteinlerin hepsin
negatif yiiklenir.

SDS-PAGE ile proteinler, net yiik ve sekillerine gore degil, sadece molekiil
biiyiikliiklerine gore birbirinden ayrilirlar.

SDS’in baglanmasiyla, dogal yapisin1 kaybeden proteinler, aym sekil ve

yiik/kiitle oranina sahip olurlar. Ve elektriksel alan i¢inde proteinlerin hareketi sadece
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mol kiitlelerine baghdir. Daha kiiglik olanlar, daha hizli siiriiklenir ve proteinlerin alt

tiniteleri birbirinden ayrilir (ttp://tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com).

1.7. FTIR ve Protein Uygulamalari

Infrared (IR) spektroskopisi ile molekiillerin elektromanyetik enerji ile
etkilesimde bulunulmasi sonucunda meydana gelen molekiiler hareketleri
belirlemektedir. Elektromanyetik spektrumun orta IR araligi (4000 — 400 cm-1),
bircok islevsel gruba ait titresimlerden kaynaklanan absorpsiyon bantlarini
icermektedir. IR spektrumundaki her bir absorpsiyon bandi, absorpsiyon
maksimumunun dalga numarasi, bant genisligi ve giicli ile tanimlanmaktadir. Bir
absorbansa ait dalga numarasi, buna neden olan molekiiler hareket, kimyasal bagda
yer alan atomlar ve g¢evrelerinin konformasyonu icin karakteristiktir. Diger taraftan
bant genisligi ve giicii molekiillerin hareket orani ile dogru orantilidir.

Fourier Doniisiimlii IR Spektroskopisi  (Fourier Transformed IR
Spectroscopy, FT-IR) yontemi, spektral bilgilerin alisilmigs IR spektroskopisine
oranla ¢ok daha iyi ¢Oziiniirliik ile elde edilmesini, hizli, hassas ve dogru analiz
yapilmasimi saglamaktadir. Bu yontemle c¢ok bilesenli oOrneklerin ¢aligilmasi
miimkiindiir. Bir absorbansa ait dalga numarasinin saptanma dogrulugu, FT-IR
yontemi ile 0.01 cm-1 den fazla olmaktadir.

Mikrobiyoloji alaninda, bir hiicrenin FT-IR spektrumu o hiicrenin
biyokimyasal bilesenleri (proteinler, lipitler, DNA/RNA ve karbohidratlar) hakkinda
bilgi edinmemizi saglayan parmak izi gibi tanimlayici bir bilgidir. Olgiimlerin yiiksek
hassasiyeti ve dogrulugundan dolayr mikroorganizmalari zincir seviyesine kadar

tiplendirebilir (http://www.geneclinics.org/).
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1.7.1. Kromoforlar

Peptit baglarmi iceren proteinlerin  konformasyon caligmalarinda IR
spektroskopisinden siklikla yararlanilmaktadir. Caligmalarin biiyiik ¢cogunlugu 1600
— 1700 cm™ arahigindaki Amid-I bolgesinde yapilmaktadir.

Peptit baglarinin bu bolgedeki IR 1gmlarin absorblamasi CCN deformasyonu
ile CN gerilmesinin kiiciik katkilariyla birlikte esas olarak CO gerilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Krimm, S. 1987 ve Bandekar, J. 1992).

Amid-II bolgesi (1500-1600 cm™) esas olarak N-H biikiilme (ve daha az
oranda C-N gerilmesinden) sinyallerini i¢ermektedir. Daha yiiksek ve daha diisiik
frekansli Amid bandlar1 (Amid-A ve B ve Ill- VI bandlar1) daha zayif siddetlidirler
veya daha az tanimlanmislardir ve daha az siklikla kullanilirlar. Ancak her biri, belirli
durumlarla yararlanilacak 6nemli 6zeliklere sahiptirler.

Bir¢ok durumda, Amid-I bandi protein katlanma / katlanmama c¢alismalarinin
spektral Gzellikleri igin ¢ok biiyiik faydalar saglamaktadir. 1600-1700 cm™
araligindaki absorpsiyon bandi veren farkli ikincil yapilarin belirlenmesi, normal
mode hesaplamalar1 sentetik polipeptidlerin farkli ¢evresel kosullardaki analizlerini
ve ikincil yapilar1 bilinen proteinlerin detayli g¢alismalarinin  kombinezonuna
dayanmaktadir (Byler, D.M. ve Susi, H. 1986).

Son zamanlarda kabul edilen sonuglara gore o — helikse 1650 ve 1658 cm™
araliginda absorpsiyon gosterirken, a — helikse ait bandlar 1650 cm™ in asagisindadir
ve yeni hesaplamalar sinyallerin 1640 cm™ in asagisinda bulunabilecegini
onermektedir (Torii, H. ve Tasumi, M. 1992 ve Surewicz, W K. ve ark., 1993).

Diiz zincirler (P plakasi) genellikle 1620 ve 1640 cm-1 (veya daha disiik)
araliginda bir veya daha fazla absorpsiyon bandi vermekle birlikte 1670 ve 1680 cm™
araliginda daha zayif band verirler (Byler, D.M. ve Susi, H. 1986). Dénme ve
biikiilmeler 1660 cm™ iizerinde bir seri pik olusumuna neden olmaktadirlar. Model
peptitlerdeki donmeler {izerinde yapisal caligmalarla mevcut biikiilmelerin dogasiyla
ilgili bilgiler saglanmakla birlikle gergek proteinlerin bu bolgedeki komplekslilikleri

daha kesin analizleri 6nlemektedir.
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Amid-I bolgesindeki ¢alismalardaki zorluklar daha rasgele tipteki yapilarla ¢cok
daha iyi anlagilacaktir (Surewicz, W. K ve ark.,, 1993). Diizensiz polipeptitler
genellikle 1640-1650 cm™ bolgesinde absorpsiyon olusturmaktadirlar (Byler, D.M.
ve Susi, H. 1986). Ayrica , o heliks yapisina sahip olmadigi bilinen proteinler 1650
ve 1660 cm-1 araliginda etkin absorpsiyon gosterirler; ki bunlar bu bolgede rasgele
zincir konformasyonlarinin belirlenmesine yol agarlar (Prestelski, S.j ve ark 1991,
Middaugh, C.r ve ark., 1992).

Bu zorluklara ragmen, Amid-I bolgesi uygun ¢oziiniirlilk zenginlestirmesinden
sonra proteinlerin ikinci yapi igeriklerinin analizinde etkin bigimde kullanilmaktadir
(Byler, D.M. ve Susi, H. 1986). Hem egri uydurma hem de oOrnek tanima
prosediirlerinin kullanimlar1 basarili sonuglar vermesine ragmen, her bir metodun
elestirildigi  yonleri vardir. Bu analizlerden saglanan bilgiler protein
katlanma/katlanmama oldukca yararli olmalarina ragmen, mutlak gerekli degillerdir.
Bu tip analizlerle ilgili detayli ¢alismalar bircok yerde 6zetlenmistir (Surewicz, W. K
ve ark., 1993).

Amid-IT bandinin basit yapisal analizlerde kullanilmasi daha az kesinlikte
bilgiler saglar. Alfa heliks 1550 cm™ e yakin band ve 1520 cm™ de daha zayif sinyal
olustururken B yapist 1530 ve 1560 cm™ etrafinda giiglii ve zayif sinyaller olusmasina
yol agmaktadir. Daha diizesiz yapilar genellikle 1535-1550 cm™ yakininda
absorpsiyon gdstermektedirler.

Tium kimyasal yapilar, titresimsel absorpsiyon bandlarina sahip olan kovalent
baglar icermektedirler. Bu nedenle, diger kromoformalarin gesitlilikleri,
katlanma/katlanmama ¢alismalari siiresince proteinlerin, FTIR ile izlenmesine olanak
saglamaktadir. Bunlar, non-Amid bdlgelerinde amino asit yan zincirlerinin zayif
sinyallerini fosfat atiklari, hem gruplari, karbon monoksit ve oksijen igermektedir.
Ayrica karbon monoksit ve oksijen gibi IR sinyallerine sahip olan ligandlar hem
guruplarin baglanirlar ve FTIR ile yaygin sekilde ¢alisilmaktadirlar (Maxwell, J.c ve
Kalnin, N.N 1990). Bu baglarin IR frekanslar1 ve siddetleri spektral olarak izole
edilebildikleri, Olgiilebildiklerinden ve bunlarin spektral o6zellikleri protein
konformasyonu i¢in duyarli olduklarindan proteinlerin katlanma durumlariin

izlenmesinde kullanilabilmektedirler. (Barone, R ve ark.,1990).
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1.8. N-DSC 11l ( Nano - Differential Scanning Calorimeter Il )

Diferansiyel Taramah Kalorimetre

DSC biyolojik molekiillerde translasyonun termodinamik galigmasi igin teknik
bir gli¢ kaynagidir. DSC ile proteinin termodinamik degerlerine bakilir (Cp, Ap,
AH..vs.). Isitilan bir maddede referans maddeye gore olusan fiziksel degisimler
nedeniyle ortaya ¢ikan 1s1 akis hizinin sicakligin fonksiyonu olarak kaydeden

cihazdir.

DSC ile su 6l¢timler yapilabilir;
e Nitel analiz
Polimerler, Killer ve minerallerin parmak izi
Erime noktasi
e [s1 kapasitesi, Cp
e Camsi gecis sicakligl, Tg
¢ Kristallenme sicakligi, Tc

¢ Faz diyagramlari

DSC endiistride; ilag endiistrisinde saflik analizi igin besin endiistrisinde
yaglarin ve besinlerin karakterizasyonu ve polimer endiistrisinde sentetik karigimlar
i¢in kullanilmaktadir.

Laboratuarimizda Nano-DSC 1II serisini kullanmaktadir. Siradan bir DSC iki

hiicreden olusur; biri 6rnek digeri ise referans hiicresidir.
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Sekil 1.8.1. N-DSC III blok diyagrami. Cizgili dikdortgenle gosterilen bilesenlere
uygulanan yazilimdir. 1- Platinyum termometre, 2- termometre kontrol blogu, 3-
sicaklik Ol¢lim devresi, 4- 1sitma ve sogutma peltier elementleri, 5- termometre
kontrol algoritma, 6,7- silindirik Olgtim hiicreleri, 8- termosenson, 9,10- gii¢
karsilastirict 1siticilar, 11- ceket, 12- geri besleme kontrol algoritma, 13- data dosya,
14- sinyal yiikseltici, 15- gii¢ karsilastiric1 koprii, 16- manostat, 17- basing sensorti,
18- basing olger (N-DSC Katalogu)

Sekil 1.8.1 ‘de N-DSC III dizaynindaki 1s1 ceketi (2) 1sitma ve sogutmasi sabit
bir araliktadir. Bilinen bir referans voltaj1 kullanilarak, bu ceketin sicakligi bilgisayar
tarafindan kontrol altina alinir. Sicaklik kontrol devresi (3),kalorimetre blogunun
icindeki platinyum termometrenin (1) referans voltajin1 karsilastirir. Bilgisayar bu
karsilastirma sirasinda, 1sitma ve sogutma peltier elementleri (4) i¢in gerekli giicii
saglar. Boylece bilgisayar, ceketin 1sisim1 lineer degerler olarak DAC (digital to
analog converter)‘a gonderir. Boylece hiicrelerin 1sitma ve sogutma i¢in sabit bir oran
olduguna emin olunur (6/7). Pratik sonucglara ragmen, N-DSC III “iin 1sima ve
soguma dereceleri 2°C/dakika ile sinirlandirilmigtir. Minimum sicaklik tarama hizi
aslinda 0°C/dakika ‘dir (izotermal).

N-DSC III ‘in bir diger 6nemli oOzelligi, bir sensor gibi yar1 iletken
termoelektrik bateriler kullanmasidir (8). Yar iletken termoelektrik bateriler onlarin

bi-metal benzerlerinden daha ¢ok sicaklik degerine sahiptirler. Bu problemleri
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onlemek i¢in, N-DSC III bir gii¢ diizeltme dizayni kullanilir. iki hiicre arasindaki
sicaklik farklilign yan iletken termoelektrik bateri (8) tarafindan Olgiiliir ve sinyal
yiikseltici tarafindan yiikseltilir(14). Isiticilar direkt olarak hiicreler icine eklenir ve
geri besleme kontrol algoritmast (12) ve gii¢ diizeltmeli kopriiler (15) tarafindan
kontrol edilir. Bu gii¢ farkliliklar1 bir sinyal olarak bilgisayar taramasi seklinde
kaydedilir (13).

Sekil 1.8.2. N-DSC I kilcal hiicre 6l¢iim birimleri. 6 ve 7 kilcal hiicreler.

Yar iletken termometrelerin kullanimi tipki bir sensoér gibi kalorimetrik
hiicrelerin yapist i¢in yeni bir dizayn gerektirir. N-DSC III hiicreleri 24 karatlik altin
ya da platinyumdan iiretilir. Her iki tip de platinyum erisim borulardir. Silindirik
hiicreler (Sekil 1.8.2. 6 ve 7) bir silindir olarak iglenmis ve ikili kiipciiklere
yerlestirilmistir. Kilcal hiicreler kilcal borulara sarilarak olusturulur. Bu hiicrelere
erisim sabit bir atik basincin agilmasi ile olur. Sensorler ve dengeleyici 1siticilar

hiicrelerin yiizeylerine lehimlenmistir (N-DSC Katalogu).
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1.9. Fark Spektroskopisi

Proteinlerin UV bélgede (250-300nm) 15181 absorplamalari esas olarak tirozin
ve triptofan amino asitlerinin aromatik yan zincirlerinin elektronik uyarilmalarindan
ve bir miktarda fenil alaninden kaynaklanmaktadir. Tirozin ve triptofan artiklar
globiilerde fazlaca bulunduklarindan, bu kromoforik artiklarin absorpsiyon
spektrumlarindaki rahatsizliklardan ¢ozeltideki proteinlerin yapilariyla ilgilenen
protein kimyasinin bircok sorusuna cevap vermek icin dogal sonda olarak
yararlanilabilir.

Aromatik yan zincirlerin yerleri ve ¢evreleriyle ilgili bilgileri ile pH, sicaklik,
¢oziicli kompozisyonu vb. degisimlerinin yol actig1 yapisal degisiklikler sonucunda
bu atiklarin ¢evrelerindeki degisimler spektrumlarindaki ve fark spektrumlarindaki
degisimlerden elde edilebilmektedir. Fark spektral metotlar, enzim-substrat ve
protein-protein etkilesimlerindeki dogal ve yapay kromoforik gruplarin yerleri ve

icerikleriyle ilgili sorulara deneysel olarak 6nermektedir.

1.9.1. Coziicii Rahatsiz Etme Metodu

Proteinlerdeki  kromoforik amino  asitlerin  yerlerinin  belirlenmesi
calismalarinda kullanilan fark spektroskopisindeki ¢oziicii rahtsiz etme teknigi su
temellere dayanmaktadir. Proteinlerin yiizeylerinde bulunan tirozin ve triptofan
artiklarin spektrumlar1 genellikle bu kromoforlarin yakin gevrelerinde rahatsiz olurlar
(¢Oziiniin fiziksel 6zelliklerinin degismesiyle ) ( refraftif indeks, dielektrik sabiti ve
¢Oziicii- ¢oziinen etkilesimleri, H- bag1 gibi ( N.S. Bayliss and E.G. McRae.1954,
M.Ito, K.Inuzuka and S.Imanishi 1960) v.b.).

Diger yandan tirozinler ve triptofanlar proteinin i¢ kisimlarindaki katlanmalar1
giiclii bir sekilde gizlerler, ¢oziiciiniin rahatsizlik etkisinden korurlar. Ciinkii bunlar
¢oziicii ile serbest olarak etkilesim kurmazlar.

Sonu¢ olarak onlarin spektrumlar1 ¢oziicii Ozelliklerinin degisimleri ile
etkilenmez. Bu teknik, proteinin konformasyonunu degistirmeyen ancak diisiik

derigimlerde (%10- 20 ) rahatsizlik olarak kullanilan ve tiim dlgiilebilir spektrum
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degisimler olusturduklar1 bilinen 1limli ve inert substratlar i¢indir (T. T. Herskovits
and M.Laskowski 1960).

Bazi gruplar gizli bazilar agik olan globiiler proteinler s6z konusu oldugunda,
tamamen katlanmamis protein zincirleri veya protein birlesimini olugturan amino asit
karigiminin verecegi rahatsizlik toplam spektral degisimin ¢ok kiigiik bir pargasini
olusturacaktir. Toplam spektral degisimdeki bu fraksiyonlar ¢6ziiciiniin ulasabildigini
veya maruz kaldigi kromofor gruplarla olgiiliir. Uygulamada, bu oOl¢limlerle ilgili
olan bircok deneysel problem fark spektral tekniklerin kullanimiyla biiyiik ol¢iide
kolaylasmstir.

Dogal proteinlerin spektral degisimlerini, katlanmamis durumdaki veya model

bilesiklerle iiretilen proteinlerdeki degisimleri karsilastirmak yerine, bu tiirlerin fark
spektrallar1 elde edilir ve karsilastirilir. Fark spektroskopisi teknigi, protein veya
model bilesiklerin test ¢ozeltilerinin absorbsiyonlarinin ayni derisimdeki referans
cozeltiye karsi okunmasimi igermektedir. Test ¢ozeltisinin pH, sicaklik, elektrolit
derigimi veya denatiirasyon ajan derisimi gibi parametreleri degistirilebilmektedir.
Coziicii rahatsizlik tekniginde bu kosullarin tamami sabit tutularak sukroz, gliserol,
etilen glikol, dimetilsiilfoksit v.b tiirler ilave edilerek yalnizca ¢0ziicliniin
kompozisyonu degistirilir.
Bu tiir ilaveler genellikle ¢oziiciiniin polaritesini diigtirdiigiinden, aromatik amino
asitlerin absorpsiyon maksimumlarini daha uzun dalga boyuna degistirirler (kirmizi
kaymasi). Bu degisiklik temel durum ve birinci uyarilmis durumlar arasindaki IT - IT*
elektronik gegislerinden kaynaklanmaktadir (T. T. Herskovits and M.Laskowski
1960).

1.10. Floresans Spektroskopisi

Proteinlerdeki amino asitlerin var olan floresans ozellikleri, kimyasal
denatiiranlar,  sicaklik, pH  degisimleri ve basincin neden oldugu
katlanma/katlanmama  gegislerinin  izlenmesi  amaciyla uzun  zamandir
kullanilmaktadir. Ozellikle triptofan artiklarinin floresan 6zellikleri protein yapisinin
bozulmasina etkin bir sekilde duyarliyken, fenilalanin ve tirozinin diigiik miktardaki

iiriinleri ve bunlarin problari bu tiir caligmalar i¢in bir dereceye kadar daha az
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duyarhdirlar. Bu nedenle proteinlerde bulunan triptofanin var olan floresan 6zelligi
nedeniyle protein katlanma ¢aligmalarinda kullanilan floresan tekniklerinin
uygulamalar1 sinirlanacak  ve gegici floresan oOzellikleri tasiyan boyalarin
kullanimiyla ilgili birkag¢ 6rnek tartisilacaktir.

Floresans ozelliklerdeki degisimler, protein katlanmig ve katlanmamis
profillerinin kinetik ve denge diizenlemelerinde ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmasina
ragmen bu degisimlerin fiziksel agiklamalarinin detaylarina nadiren rastlanmaktadir.

Genel olarak proteinin katlanmasi iki basamakli prosesle iyi bir sekilde
anlatilmistir ve floresans oOzelligin izlenmesiyle elde edilen bilgiler (profiller),
sirkiiler dikroizm ile elde edilenlerle uyumludur. Boyle durumlarda, floresans
profilleri protein yapisindaki genel hasarlarin indikatdrleri olarak alinirken, bunlar
triptofan artiklarinin yerlerinin degismesinden kaynaklanmaktadir. Ancak bir ¢ok
calismada floresans katlanma/katlanmama profilleri, 6zellikle triptofan artiklarinin
yerlerindeki yapisal degisikliklerden kaynaklandigindan, 2 basamakli olmayan
davranigla agiklanmaktadir (Banik, U ve ark.,1992, Mann, C ve ark., 1993). Bu
nedenle bazi durumlarda floresans profilleri katlanma/katlanmama gegislerinde gecici
ve sabit ara Uriinler hakkinda bilgiler verilmektedir.

Son yillarda bir ve iki triptofan i¢eren proteinlerin dogal durumlarinda var
olan floresansin tanimlamasinda ¢ok biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir (Szabo ,A.ve
ark., 1985, Kim, S ve ark., 1993). Proteinlerin floresans Ozellikleri oldukga
karakteristiktir. Proteinlerin hem dogal hem de denatiire durumlar1 arasindaki
farkliliklardan dolay1, proteinlerin dogal ve denatiire durumlarinin rolatif {iriin
miktar1 oranlar1 arasinda yaygin olarak degiskenlik gostermektedir (Kronman,M ve
ark., 1971, Grinvald, A ve ark., 1976). Ornegin; baz1 proteinlerde dogal durumda
triptofan emisyonu yiiksek oranda sondiiriilmektedir (Ornek; heme proteinleri (Janes,
S ve ark., 1987)). Boyle katlanmamig floresans siiresi ve siddetinde biiyiik artiglara
yol agmaktadir. Diger yanda, diger proteinlerde dogal durumda triptofan nispeten
yiiksek miktardaki {iirlin iken, katlanmamis durumda floresansi etkin sekilde
sondirilmistiir. Yukaridaki verilen referanslar, tek triptofan igeren proteinlerin
floresans diislislerinin tek ekpononsiyel diislisle nadiren agiklanabilir ve diisiis
hizlarindaki bu heterojenligin katlanmis yapilardaki konformasyonel durumlarin

heterojenligini yansittigini géstermektedir.
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Simdiye kadar, kararli durum floresans siddetlerinin tek dalga boyundaki
emisyonlarindaki degisimlerinin Ol¢limleri yeterince bilgi verici degildir. Ancak
izlenebilir olarak protein katlanmalarinda floresans kullanimi genellikle basittir.
Protein yapilarmin indikatérleri olarak baglica {i¢ parametrenin izlenmesi gereklidir.
Bu ii¢ parametre; emisyonun siddeti ortalama enerji veya emisyonun ortalama dalga
boyu ve polarizasyondur. Daha detayli ve iyi ¢oziimlenmis bilgiler elde edebilmek
icin bu parametrelerin karali durum modu gibi zaman ¢éziimlemede arastirilmadir.

Hsp70 proteinde triptofan olmamasina ragmen alt1 tane tirozin kromoforu

vardir. Floresans spektrumu ise bize bu kromoforik yapilar1 hakkinda bilgi verir.

Sekil 1.10.1. Hsp70’in tire ile denaturasyon egrisi (Arslan D., Tutar Y 2007)

Basta sabit bir sekilde devam eden egrinin ilk kismi, eklenen {irenin proteini
denature etmeye basladigini, daha sonra yiikselis gosteren egrinin ikinci kismui ise
denature olan proteinin kromoforik yapilarindan kaynakli bir sinyal ariginin meydana
geldigini gosterir. Ve son olarak da yine sabit bir sekilde devam eden {igiincii kismi
ise artik proteinin tamamen denature oldugunu gostermektedir. Peki, {ire neden
proteini denature eder? Ciinkii irenin yapis1 proteine olduk¢a benzerdir. Yapisindaki

NH bag1 ve CO bagi iireyi protein yapisina benzer kilar.
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Proteinin {igiinciil yapisin1  alabilmesi i¢in gerceklestirecegi  zayif
baglanmalar1 engeller ve dipeptitilerin olusmasina engel olur. Bundan dolayi1 protein

gerekli yapiy1 alamaz ve denature olur (Bardwell, J. C. A. ve Craig, E. A. 1987)

1.11. Amag

Protein agregasyonuna dayali metabolik bozukluklari gidermek ve agregat
olusum mekanizmasim1 molekiiler seviyede Onleyen proteinlerin yapilarinin ve
fonksiyonlarinin saptanmasi ¢esitli hastaliklart 6nleme agisindan 6nemlidir (Song
Y.ve ark., 2005). Okaryotik hiicrelerde bu mekanizmanin merkezinde yer alan
Hsp70 ve Hsp40’larin yapi-fonksiyon iliskisi hakkinda heniiz yeterli bilgi birikimi
yoktur. Hiicrede aymi bolgede nicin birden fazla Hsp70 ve Hsp40 olmasinin ve
bazilarinin  stres altinda eksprese edilmesinin nedenleri anlasilamamustir.
Laboratuarda yaptigimiz onciil genetik calismalarda ATPaz domainin 6nemli bir
gorev stlendigi saptanmustir. (Tutar Y ve ark., 2006). Bu domainin digerleri ile
etkilesimi ve bu etkilesimin agregatlar iizerindeki etkisi bilinmemektedir. Baglanma
sabitlerinin kullanilan substrata gore degismesi ve ATP hidrolizi sirasinda meydana
gelen konformasyon degisikliginin bilinmemesi domainler arasindaki iliskinin
bulunmasii gerektirmektedir. Ayrica baglanmadaki bu farklilik ni¢in her protein
agregat olusturmayip priona sebep olmadiginin yaniti olabilir. Stres altinda proteinler
aktif konformasyonlarimt koruyamazlar ve normal konformasyona tekrar
katlanabilmeleri i¢in Hsp70 proteininden yardim alirlar (Tutar Y a, b., 2006). Diger
proteinler gibi Hsp70’ler de stresten etkilenebilirler. Bunun igin farkli stres ve
niikleotid ortaminda ikincil yapilarinin nasil bir degisim / dayaniklilik gosterecegi

oldukc¢a 6nemlidir.
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Bunlara ilaveten artan substrat derigiminin hidrolizi artirmasi, mekanizmay1
daha ilging hale getirmekte ve Hsp70 de hidrolizin mi yoksa baglanmanin m1 6nce
oldugunun bulunmasini gerekli kilmaktadir. Olusturulan rekombinant proteinler ile
yap1 — fonksiyon iligkisi belirlenmistir. Ayrica bu mekanizmadaki Hsp40’larin
fonksiyonu Hsp40 mutantlart ile tespit edilmistir. Fonksiyon, lusiferazin
agregasyonunu rekombinant proteinlerin dnlemesi ile Olgiilmiistiir. Ayn1 zamanda
farkli substrat (peptit ve denature olmus protein) kullanilarak neden her proteinin
priona sebep olmadigi aragtirilmistir. Su ana kadar substrat olarak peptitlerin
kullanilmas1 ve Hsp70’lerin bir kerede yedi amino asidi islemesi itibari ile substrat
olarak protein kullanmamizin gerekliligini agiga ¢ikarmaktadir.

Agregasyon i¢in ayrica [PSI +] prionuna sebep olan Sub35 proteininin degisik
versiyonlar1 kullanilmisgtir.

Bu calismanin  amaci; proteinlerdeki  konformasyonal  degisimleri
anlayabilmektir. Bu amag i¢in FTIR ve UV-VIS spektroskopilerinden yararlanilarak
yapidaki degisikler gbzlemlenmistir.

Ayrica bu ¢aligma, tiirler arsinda ayn1 mekanizmadan kaynaklandig diisiiniilen
agregasyonun Hsp70/Hsp40’lar ile nasil 6nlenebilecegini aydinlatmaya calisacaktir.
Bu deneyler ayrica genel bir mekanizma bulunmasimi ve hiicresel faktorlerin bu

mekanizmay1 nasil etkiledigini ortaya ¢ikaracaktir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Deneylerin Yapildigi Yer ve Tarih

Bu ¢alisma Cumbhuriyet Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii
Biyokimya A.B.D. Yrd. Do¢. Dr. Yusuf TUTAR’ 1n laboratuarlarinda Haziran 2007

— Haziran 2008 tarihleri arasinda yapilmistir.

2.2. Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler; Pepton, maya ekstresi, D-Glukoz,
amonyum per siilfat (APS), agar, adenin, akrilamid, bisakrilamid, N,N,N’'N’ —
tetrametiletilendiamin (TEMED), sodyum dodesil siilfat (SDS), potasyum iyodiir
(KI), hekzan, dietilaminoetil (DEAE) recine, sigir bovine serum albiimini (BSA),
sodyum kloriir (NaCl), sodyum hidroksit (NaOH) ve déteryum (D20), HCI, asetik
asit, tris, sodyum asetat, potasyum fosfat monobazik, potasyum fosfat dibazik,
zeosin, potasyum kloriir (KCl), ditiyo- treitol (DTT), potasyum bromiir (KBr),
magnezyum kloriir, borik asit, agaroz, glisin, kazein, yiikleme ¢6zeltileri (Comassi
Blue, Brilliant blue), zirconia/Silica beads, kolonlar ve ebatlari, biitanol,
merkaptoetanol, metanol, etanol, filtreler ve diyaliz membranlari, guanidine
hydrohloride (GuHCI) sigma (St. Louis, USA) firmasindan saglandi. Ssal, Hsp70 ve
Hsc70 stok strainleri kullanilda.

2.3. Kullanilan Cihazlar

Deneyde Spektroflorimetre (Shimadzu RF5301), Fourier Donlisimli IR
Spektrofotometresi (FTIR) (Nicolet—520), ¢alkalamali karistirici (Selecta) , pH metre
(Orion 250 A), manyetik karistirici, mikrosantrifiij (sigma), santrifiij (eppendorf )
analitik terazi (Gec avery), otomatik pipet (Gilson), 6zel cam kolonlar, fraksiyon

toplayici, peristaltik pompalar (Pharmacia Biotech), otoklav (niive), Nano DSC III
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(Seteram), elektroforez cihazlar1 (Labnet Inter national, Inc. Edison, Nj, USA Model
power station 300-220V), beat-beater (Hamilton Beach) ve vortexler (Fisons Whirli
Mixer) kullanildi.

2.4. Proteinlerin Cogaltilmasi

Hsp70 ve varyantlar daha once kullanilan protokole gére hazirlandi ( Tutar
Y,2006). Bu protokole gore strainler iki asamada ¢ogaltildi.
1. Petri tabaklarinda hiicre cogaltilmasi

2. YPD kiiltiiriinde (Yeast -Pepton -D-Glukoz) hiicre ¢ogaltilmasi

24.1. Petri Tabaklarinda Hiicre Cogaltilmasi

Maya ekstresi (%]1), pepton (%2), seker (D-Glukoz) (%2) ve agar (%2)
ilavesiyle olusan ¢ozelti otoklavda 120°C da 15 dakika steril edildikten sonra petri
tabaklar1 hazirlandi. Olusan baloncuklar mavi alevle yok edildikten sonra tabaklar
30°C deki etiivde bir giin siire ile kurutulmaya birakildi. Cogaltilacak stok strainler
steril kiirdan ucuyla kurumus tabaklara besiyeri bozmadan siiriildii. Hiicreler
cogalmasi i¢in 30°C taki etlivde iki gilin bekletildi. Bu siire sonunda ¢ogalan

hiicrelerin bulundugu tabaklar parafilmle kaplanarak 4°C ta muhafaza edildi.

2.4.2. YPD Kiiltiiriiyle Hiicre Cogaltilmasi

Bu asamada kullanilan YPD Kkiiltiirii (%10 maya ekstresi, %20pepton ve %20
seker) otoklavda 120°C ta 15 dakika otoklavlandi. Daha dnce ¢ogaltilan hiicrelerden
(petri tabaklarindaki yada tliplerdeki ) ya da stok strainlerden steril kiirdanla hiicreler
alindi1 ve hazirlanan YPD c¢ozeltisine (kiiltlir) birakildi. Cozelti oda sicakligina
geldiginde hiicre siriilmiis kiirdan ¢ozeltiye birakildi. YPD c¢ozeltisi ¢alkalamali
inkiibatorde 30°C ta 12 saat eksprese edildi. Inkiibitérden alinan ¢dzelti 5000 rpm de
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10 dakika santrifiij edildi ve elde edilen ¢okelek 4°C de parcalama islemi igin

sakland.

2.5. Maya Hiicrelerinin Parcalanmasi (Homojenizasyon)

Elde edilen ¢okelek pargalama islemi igin hazirlandi. Cokelek °’Breaking
Buffer’’(50mM Tris pH: 6,8, ImM PMSF, ImM EDTA ve %S5 gliserol.) ¢ozeltisi ile
coziilerek mekanik parcalayict bead-beater’a yerlestirildi. Pargalayiciya c¢ozelti
konulduktan sonra hiicreleri parcalamasi i¢in 0,5mm’lik Zirconia/Silica Beads
eklendi. Parcalayic1 4°C de 3-5 dakika siiresince 1 dakika ara verilerek hiicreler
parcalandi. Parcalama tamamlandiktan sonra elde edilen ¢ozeltide proteinlerin yani
sira hiicre duvari, hiicre zar1, organeller, lipidler v.b. bulundurdugu i¢in 14000 rpm de
4°Cde 10 dakika santrifiij edilerek uzaklastirildi. Santrifiij sonrasinda elde edilen
cokelek atildi (hiicre duvari, hiicre zari, organeller, lipidler v.b. igeren) ve ¢ozelti
(protein, DNA v.b igeren) saflastirma islemi i¢in -24°C de saklandi. Bu islem Ssal,
Hsp70 ve Hsc70 proteinleri i¢in ayr1 ayr1 yapildi.

2.6. Maya Proteinlerinin Saflagtirilmasi

Proteinler {i¢ asamali saflagtirma isleminden gecirildi ( DEAE, hidrofobik
kolon ve jel filtrasyonu).

Alkolle siispansiyon halindeki recine santrifiij edilerek alkol uzaklastirildi ve su
ile yikanarak alkol ile suyun yer degistirmesi saglandi. Bu islem iki kere daha
tekrarlandi. Son olarak da regine iki kere miktarinin yaklasik ii¢ kat1 kadar tamponla
yikand1 ve tekrar tamponla siispansiyon olusturularak kolana yiiklendi.

Parcalanmis protein ¢ozeltisi kolona yiiklendi. Reginenin proteini tamamen
tutmasi i¢in protein ¢ozeltisi iki kere kolona yiiklendi. Fraksiyon toplayict ve
Peristaltik pompa da diizenege yerlestirildi. Degisik derisimlerde tuz ¢ozeltileri (100
MM—-600 mM) hazirlanarak bir tuz gradienti olusturmak i¢in kolandan gecirildi. Bu
sekilde proteinlerin ayrilmasi ve kolondan siyrilmasi saglandi. Fraksiyon toplayici ile

kolonundan 6rnekler toplandi. Birbirinden ayrilmis proteinler kolondan farkli
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zamanlarda ¢iktigindan karisim halinde bulunan proteinler birbirinden ayrilmis oldu.
Fraksiyon toplayici ile ayrilmis olan protein drnekleri UV- spektroskopisinde 280nm
dalga boyunda absorbsiyonlart okundu. Yiiksek degerli pikler veren fraksiyonlar
poliakrilamid jele yiiklendi (SDS-PAGE). Bu iglemler maya proteinleri Hsc70, Ssal
ve Hsp70 i¢in ayr1 ayr1 yapildi.

2.6.1. Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

SDS-PAGE jeli, ayirma (alt jel) ve derisim jeli (iist jel) olarak adlandirilan iki
farkli jelden olugmaktadir.
Ayirma Jeli (Alt Jel)

v' 750 pl distile su

v" 3750 ul 0,75 M Tris-HCI, pH 8,8/ %0,2 SDS
v 3 ml Akrilamid/ Bisakrilamid (19:1)

v' 90 ul %10 APS

v 6 ul TEMED

Derisim Jeli (Ust Jel)

1050 pl distile su

1500 pul 0,25 M Tris-HCI, pH 6,8 / %0,2 SDS
390 pl Akrilamid / Bisakrilamid

60 ul %10 APS

3 ul TEMED

A NN N

SDS-PAGE camlarn su ve deterjan yardimiyla temizlendi. Yiizeyinde
herhangi bir partikiil veya suyun kalmamasi i¢in % 70’lik alkol ¢ozeltisiyle silindi.
Daha sonra, SDS-PAGE igin gereken diizenek kuruldu (BIORAD Miniprotean dikey
elektroforez sistemi). Camlarin arasina ilk 6nce 3,2 ml ayirma jeli dokiildii. Diiz bir

yiizey elde etmek ve jelin havayla temasin1 dnlemek i¢in bir enjektor yardimiyla jelin
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yiizeyi izopropanol ile kapatildi. Ayirma jeli polimerize olduktan sonra, izopropanol
uzaklastirildi ve jel bu kez distile su ile yikandi. Yikama sonrasinda kalan su, kiigiik
parcalar halinde kesilmis 3 MM Whatman kagidiyla alindi. Bu islemlerin ardindan
hazirlanmis olan derisim jeli ayirma jelinin {izerine dokiildii ve tarak hizlica
yerlestirildi. Boylece yiiklemenin yapilacagi kuyular agilmis oldu. Derisim jelinin
polimerlesmesi ve kuyularin olusumu igin yeterli bir siire ( yaklasik olarak 20 dakika)
bekledikten sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi. Kuyular, drneklerin jele girisinde sorun
olabilecek her tiirlii kalmtinin uzaklastirilmasi i¢in 1X SDS-PAGE yiiriitme tamponu
ile yine bir enjektor yardimiyla yikandi. Tampondan geriye kalanlar ucu ¢ekilmis bir
pastor pipeti kullanilarak vakumla alindi. Ornekler jele yiiklendi ve kuyularin iist
kisimlarina 1X SDS-PAGE yiiriitme tamponu eklendi.

2.6.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Eppendorf tiiplerine SDS-PAGE igin ayrilmig 6rnekler, 20 ul 2X yiikleme
tamponu ile ¢oziildii. Eppendorf tiiplerindeki 6rnekler (protein ¢ozeltisi), vorteksle
karigtirilip, kisa bir ¢oktiirmenin ardindan 5 dakika boyunca kaynar suda bekletildi.
Kaynama sonrasinda kisa bir santrifiij iglemi ile tiiplerin dibinde toplanan 6rnekler,
kuyucuklara otomatik pipet kullanilarak yerlestirildi.

Belirteg icin:  Sul BSA + 15ul su + 20ul 2X yiikleme tamponu
Ornekler igin: 20ul. Protein ¢dzeltisi + 20ul 2X yiikleme tamponu

Yiikleme Tamponu

- 50 mM Tris-HCI, pH: 6.8, % 1 SDS,
-2 mM EDTA,

- % 1 B-merkaptoetanol,

- % 10 gliserol,

- % 0.002 Bromofenol mavisi
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2.6.3. Elektroforez

Hazirlanan 6rnekler kuyucuklara yiiklendikten sonra 1X SDS-PAGE yiiriitme
tamponu ile doldurulmus elektroforez tanki icine yerlestirildi. Ornekler, derisim
jelindeyken 100 Voltta, ayirma jeline gegtikleri andan itibaren ise 200 Voltta
yirtitildi. Yiriitme, ylikleme tamponunda bulunan bromofenol mavisi ayirma
jelinden ¢iktiktan sonra 20 dakika daha stirdiiriildiikten sonra durduruldu.

Elektroforezin ardindan, derisim jeli kesilip atildi. Ayirma jeli, sol iist
kenarindan kiiglik bir parga kesilerek isaretlendi ve ardindan jel boyama ¢ozeltisi
icinde calkalanarak iyice boyanana kadar bekletildi. Boyama isleminin ardindan jel,
aritma ¢ozeltisine alindi ve boyanin acgilmasi saglandi. Bantlarin en iyi gorildigii
noktada jel, distile suyla 1slatilmis 3 MM Whatman kagidi {izerinde, jelatin film ile
kaplanarak 80 ‘C’ta 1,5 saat siireyle kurutuldu.

5X SDS-PAGE yiiriitme tamponu: 15 g Tris baz, 72 g Glisin ve 5 g SDS, distile su

ile 1 litreye tamamland1 ve pH 8.3’e ayarlandi.

Boyama Cozeltisi: 100 ml % 10 asetik asit, 100 ml % 95’lik alkolde ¢oziilmiis %

0.25 Coomassie mavisi ile hazirlandi.

Aritma Cozeltisi: % 5 asetik asit, % 50 etanol ile hazirlandi.

Protein saflagtirilmasinda kullandigimiz diger bir iglem ise diyalizdir. UV
spektrumundan ve elektroforez sonuglarindan yola ¢ikarak eksprese olan protein
ornekleri diyaliz igleminden gecirildi. Diyaliz torbalar1 damitik su ile 1sitilarak
membran aralarinin agilmasi saglandi. Torbanin bir ucu mandalla tutturuldu. Agik
olan diger ucundan bir pipet yardimiyla protein ¢ozeltisi bosaltildi. Bu ugta mandalla
tutturuldu. Diyalize koyulan protein ¢ozeltisi bir giin tampon ¢ozelti iginde 4 oC ta
bekletildi. Boylece proteinlerin kii¢iik molekiillerden ayrilmasi saglanmis oldu (tuz,
v.s). Diyaliz islemiyle konsantre edilen protein ¢ozeltisi diyaliz torbasinin bir ucu

agilarak temiz bir tlipe alinip -24°C de spektrofotometrik islemler igin saklandi.
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2.7. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ile Maya
Proteinleri Ssal, Hsp70 ve Hsc70’in Yap1 Analizi

Elde edilen protein ¢ozeltisi, hazirlanan peletlerin (0,1g Potasyum Bromiir
(KBr) havanda doviildii uygun presleme kabina aliarak 10 bar’lik basing altinda
preslendi) tizerine damlatilarak FTIR spektroskopisinde Amid-I bolgesinde (1600-
1700cm™ ) spektrumu alindi. Bu yolla Hes70 ve Hsp70 proteinlerinin de Amid-I
bolgesinde spektrumlart alindi. Proteinlerin her ii¢ii icinde 1,8M’lik ATP ve
0,95M’lik ADP varliginda bu deneyler tekrarlandi.

Bu proteinler tiimii ile a-heliks, tiimii ile B-sheet ve karma yapilardan
olugmaktadirlar. FTIR sinyali proteindeki kromofor bandlarinin ¢akigmasi sonucunda
tek bir absorpsiyon bandi verdiginden dolayr ikincil yapilarin verdigi sinyaller
niimerik analiz ile belirlendi ve proteinin apo ve holo halleri karsilagtirild1 (Tutar Y.,

2003 ).

2.8. Ssal, Hsp70 ve Hsc70 Proteinlerinin Florimetre Spektroskopisi ile
Deneturasyon Deneyleri

Saflastirilarak elde edilen proteine 6M’lik iire ¢ozeltisi eklendi. Florimetrede
290nm’de uyarilarak 300-500 floresans araliginda ve 5-5 nm yarik araliginda
emisyon spektrumu alindi. Daha sonra bu ¢ozeltilere 1.8M’lik ATP (adenozin tri
fosfat) ve 0.95M’lik ADP (adenozin di fosfat) eklenip ayni1 parametreler kullanilarak
spektrumlar1 alindi. Elde edilen bu spektrumlardan en yiiksek floresans degerlerine
karsilik gelen 343 nm tespit edildi. Farkli iire ve niikleotit derisimlerinde proteinler
titre edilerek floresan degerleri elde edildi. Titrasyon egrisinden katlanmis /
katlanmamis protein oranlar tespit edilerek serbest enerji degerleri hesaplandi. Bu
degerler iire derisiminin sifir oldugu “y” eksenine ekstrapole edilerek proteinin
termodinamik kararlilig1 hesaplandi. Grafikten 1 ve 2 numarali esitlikler kullanilarak

proteinlerin karaliliklar1 hesapland.
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. Fu= (YF-Y)/(YF-YU) (D)
. FF = (Y-YU) /(YF-YU) (2
> FF = Katlanmis (baslangictaki) protein orani

> FU = Katlanmamis (denature olmus) protein orani

> YF = Katlanmus proteinden kaynaklanan maksimum floresans
> Y = Denaturasyon egrisinde herhangi bir nokta

> Y U= Katlanmis proteinden kaynaklanan minimum floresans

Bu degerlerden asagidaki K (denge sabiti) her bir {ire derigsimi igin
hesaplandi.

. K =FU/FF 3

Son olarak da hesaplanan K degerlerinden AG degerleri hesaplandi.

. AG = -RTInK (4)

Bu degerler x = 0 noktasina ekstrapole edilerek iiresiz ¢ozeltideki proteinin

Gibbs serbest enerjisi hesaplandi.

2.9. Nano-DSC I11

Bolim 1.8. anlatilana N-DSC III kilcal hiicrelerinin sematik gosterimi
asagidaki gibidir

Referans hiicresi Ornek hiicresi

Sekil 2.9.1. DSC kilcal hiicrelerinin sematik gosterimi (N-DCS Katalogu)



43

N-DSC ‘de protein analizleri yapmadan 6nce cihaz su asamalardan gegirildi.

1) Durum Taramasi

N-DSC cihaz1 ilk olarak durum taramasindan gecirildi. Referans ve Ornek
hiicrelerinin her ikisine de basta referans hiicresi olmak iizere su yiiklendi (yilikleme
yapilmadan 6nce suyun gazi alindi). Su kalintilar1 uzaklastirildiktan sonra hiicrelere
uygun siyah kapakciklarla hiicreler kapatildi ve basing kapagi da kapatildi. Cihaza
basing verildi ve ¢alistirildi. Cihazla 0-85 °C arasinda 2 °C/dakika siire ile 2 tarama
yapild1 ve tarama bittikten sonra basing diisiiriiliip hiicrelere yiiklenen su vakum
yardimiyla alind1 ve sistemden bir litre distile su gecirildi. Bu islem sekil 2.9.2.’de

sematize edilmistir.

pompa

Su

Sekil 2.9.2. DSC cihazindan su gegirilmesi (N-DCS Katalogu)

Sekilde ¢apraz ¢izgi ile simgelenen baglanti ile bir ucu suya daldirilan silikon
hortumun iginden gecen su tiim hiicreleri dolasti ve pompa yardimiyla sistemi terk

etti.

2) Tampon - Tampon Baseline
Ayni durum taramasinda anlatildig1 gibi her iki hiicreye de tampon ¢ozeltisi
yiiklendi (Yiiklemeden once gazi alindi). Artiklar temizlendi, kapakgiklar kapatildi,

basing kapag1 kapatilds, sisteme basing verildi ve yine ayni sekilde 0-85 'C arasinda
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2 "C/dakika siire ile 2 tarama yapildi. Tarama bittikten sonra tampon vakum

yardimiyla ¢ekildi ve hiicreler temizlenerek bir litre distile su gegirildi.

3) Tampon — Protein Test

Her iki asamada da oldugu gibi bu asamada da aym yol izlendi. Ancak bu
asamada referans hiicresine tampon (standart-I), 6rnek hiicresine de protein ¢ozeltisi
mikro pipet yardimiyla yiiklendi (yiiklemeden 6nce her iki ¢6zeltinin de gazi alindi).
Kilcal hiicrelerin kenarlarinda kalan ¢ozelti artiklari bir vakum yardimiyla ¢ekildi ve
kalan kiiciik damlaciklar uzaklastirildi. Son olarak ta kilcal hiicrelerin arkada kalan
kisimlar1 (referans hiicresinin arkada kalan kismi ve 6rnek hiicresinin arkada kalan
kismi) bu kilcal hiicrelere uygun kapaklarla kapatildi. Kalorimetrenin 25 °C’de sabit
kalmasi beklendi. Program galigtirilip 0-100 °C arasinda 2 °C/dak araliklarla 2 tarama
yapildi. Son olarak cihaz basing altinda calistirildi ve veriler kaydedildi. Bu islem
her bir protein (Ssal, Hsc70 ve Hsp70) i¢in tekrarlandi.

4) Formik Asitle Temizleme

Tim iglemler bittikten sonra kalorimetri formik asitle yikandi. Bunun igin %
50’lik formik asit diger asamalarda anlatildig gibi yiiklendi. Kalintilar uzaklastirilda.
Diger asamalardan farkli olarak basing kapagi kapatilmadi. Bu nedenle sisteme
basing uygulanmadi. Cihazla 25-80 'C arasinda 2 'C/dakika siire ile 2 tarama yapildi.
Tarama bittikten sonra vakum yardimiyla formik asit ¢ekildi, sistemden bir litre

distile su gegirildi, kalintilar temizlendi ve kalorimetrinin kapaklar1 kapatildi.

2.10.  UV-VIS Spektroskopisi

2.10.1. Fark spektroskopisi

Protein ¢ozeltileri Ssal, Hsc70 ve Hsp70, degisik derisimlerdeki (%20, %45 ve
% 70) dimetil stlfoksit ile (DMSO) rahatsiz edildi ve 240-320nm arasinda
spektrumu alindi. Daha sonra bu iglem bir de 1.8M’lik ATP ve 0.95M’lik ADP ile

tekrarland1 ve spektrumlar karsilastirildi.
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2.10.2. Sondiirme (Quenching )

Hsp70 proteinde triptofan olmamasina ragmen alti1 tane tirozin kromoforu
vardir. Akrilamid ve potasyum iyodiir ile sondiirme yapilip farkli bolgelerde yer alan
bu kromoforlarin farkli kosullarda ne kadarinin proteinin igine gomiiliip ne kadarimin
yilizeye c¢ikacagi hesaplandi ve yapisal degisiklikler tespit edildi (Creighton T.E.,
2002). Ksv (Stern-Volmer) degerleri olast konformasyonel degisikliklerde protein

kromoforlarinin ¢evresindeki degisimlerin bir gostergesidir.

. Fo /F = 1+Ksv (Q) (5)
> Fo= Protein floresans:

> F = Sondiiriicii eklendikten sonraki floresansi

> K = Sondiirme sabiti

> Q = Sondiiriicii derisimi
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3. BULGULAR

3.1. Hsp70 ve Prionlasma

Bolim 2.4.1. de anlatildig1 gibi petri tabaklarinda hazirlanan besi ortaminda
hiicreler biiyiitiilmiis, bu biiylitme sirasinda petri tabaklarinda ¢ogaltilan hiicrelerin
renkleri arasinda farkliliklar gozlenmistir. Bu renk degisikligi bolim 1.5. de
anlatildigr gibi Sub35 ‘in [PSI +] formundan kaynaklanmaktadir. Stop kodonunu
gecen [PSI +] gen transle etmeye devam ettigi i¢in bu fenotip mayanin okzotropu
kullanilarak takip edilmistir. /PSI-] olan maya etkin bir sekilde translasyonu
prematiire kodonda sonlandirmigtir. Bundan dolay1 adenin {iretmemis veya adenin
eksik olan ortamda biliylimemislerdir. Bunun yerine zengin ortamda adenin
biyosentezinin ara lriinii olan maddeyi biriktirmislerdir ve hiicreler kirmizi renk

almislardir.

Sekil 3.1.1. Petri tabaklarindaki prionlagma

Sekil 3.1.1. petri tabaklarindaki besiarlarda prionlagmanin olup olmadigini
gbsterir. Goriildiigii gibi [PSI -] ile gosterilen tabakta kirmizi renk goriilmektedir.
Bu prionlasmanin olmadigini yani Sub35’in kiilesmedigini gosterir ve prionlasmanin

olabilmesi i¢in ortama adenin eklenmesi gerektigi anlamina gelmektedir. Diger
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taraftaki [PSI +] ile gosterilen tabak ise prionlasmanin oldugunu ve bunun igin
adeninin gerekmedigini gostermektedir.

Caligmalarimizda kullanacagimiz strainler (Saal, Hsp70 ve Hsc70) konu
2.4.1.°de anlatildig1 gibi ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan petri tabaklarina siiriilmiistiir.
Her ¢ strainde de sekil 3.1.1. deki [PSI +] formu gozlemlenmis ve prionlasma
gerceklesmistir. Bu gozlem ile strainlerin ¢ogalmig oldugu sonucuna varilarak

kararliliklarinin hesaplanabilmesi i¢in spektrofotometrik islemlerden gecirilmistir.

3.2. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ile Ssal, Hsc70 ve
Hsp70’in ADP ve ATP Niikleotidleri Varhginda ve Yoklugunda ikincil

Yapilarimin Karsilastirilmalari

Proteinlerin ikincil yapilarinin yiizdeleri konformasyonel degisimler igin
dairesel dikrosim (circular dichrosim) ile 6nemli analiz ydntemlerinden biridir.
Niikleotidlerin ayni aileden olan ii¢ farkli Hsp70 yapisina etkileri standart KBr
metodu kullanilarak incelenmistir. Bu amagcla proteinlerin amit I bolgesi (1700-1600
cm™) absorpsiyon spektroskopileri izlenmistir (Sekil 3.2.1, 3.2.2, 3.2.3). Absorpsiyon
bandlar1 ortiistiigii icin ikincil yapilarin analizi matematiksel doniigtimler kullanilarak
incelenmistir.

Analiz i¢in konkananalin A, lizozom, hemoglobin, a-kimotripsin proteinleri
referans proteinler olarak kullanilmistir. Hemoglobin %76 a-heliks, %13 B-kangal, %
11 rasgele yapilardan olusmustur. Konkananalin A %3 a-heliks, %44 B-kangal, % 25
B-dontlis ve %28 rasgele yapilardan olusmustur. Lizozom ve kimotripsinin ikincil
yapilarinin yiizdeleri ise sirasiyla: %36-11 a-heliks, %10-35 p-kangal , %36-25 j3-
doniis ve %19-30 rasgele yapilardir (Tutar Y.,2003).

Analiz i¢in bu referans proteinlerle belirlenen bandlar kullanilmustir. $-kangal
yapilar (1620, 1631, 1640 cm™); a-sarmal yapilar1 (1656 cm™), doniisler (1665,
1670, 1680, 1690 cm™) ve rasgele yapilar 1648 cm™ de absorpsiyon vermistir.



48

Analizler niikleotid varliginda proteinlerin ikincil yapilarinda oldukca diisiik
bir degisme oldugunu (%4 a-sarmal — B-kangal) tespit etmistir.

Elde edilen absorpsiyon spektrumlar ortiistiigii ig¢in hesaplamalar grafik
iizerinde ayrica gosterilmemistir. Niikleotit varliginda analizleri yapilan proteinlerin
ikincil yapilarindaki degisimin ¢ok az olmasi bizi niikleotidlerin proteinlerin ii¢iinciil
yapilarinda ve/veya kararliliklarinda bir degisim gosterdigi sonucuna goétlirmiistiir.

Bu amagla proteinler florimetrik ve kalorimetrik analizlere tabii tutulmuslardir.
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Sekil 3.2.3. Hsp70 proteininin farkli niikleotidler varliginda Amid I bolgesi FTIR spektrumlari.
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3.3. Ssal,Hsc70 ve Hsp70 Proteinlerinin Florimetre Spektroskopisi ile

Incelenmesi ve Denaturasyon Deneyleri

FTIR deneyleri verilerinin analizi proteinlerin ikincil yapilarinda bir degisiklik
gbzlenmemesi olasi degisimlerin ii¢ilinciil yapida ve kararlilikta olabilecegi olasiligini
one siirmiistir. Bunun igin proteinler florimetri ile incelenmistir. Ilk olarak
proteinlerin uyarilma spektrumu alinarak uyarilmada maksimum dalga boyunun 290
nm oldugu tespit edilmistir. Bu sonug teorik olarak Ssal yapisinda triptofan olmadig:
icin beklenen bir dalga boyudur. Uyarilan proteinler niikleotit varliginda 5-10 nm
kirmiziya kayma vermistir (Sekil 3.3.1; Sekil 3.3.3; Sekil 3.3.5). Bu kayma
niikleotidlerin proteinde konformasyonel degisiklik meydana getirdiginin bir
gostergesidir. Ikincil yapida meydana gelen degisimin az oldugu diisiiniildiigiinde bu
degisim proteinlerin {iglinciil yapisindan kaynaklanmaktadir.

Proteinler ire ile denature edilerek (Sekillerde 6M’lik spektrumlar
verilmigtir; Sekil 3.3.2, Sekil 3.3.4 ve Sekil 3.3.6) kararliliklar1 saptanmistir. Elde
edilen bu spektrumlardan en yiiksek floresans siddetinin 343 nm oldugu tespit
edilmistir. Daha sonra bu dalga boyundaki floresans siddetlerine karsin eklenen iire
derigimleri grafige gecirilmistir (Sekil 3.3.7). Ayni islemler niikleotit varligindaki
spektrumlari igin de yapilmig ve ayni grafikte gdsterilmistir.

Bu grafikten konu 2.8 deki (1) ve (2) esitlikleri kullanilarak bulunan degerler
esitlik (3) de yerine yazilarak esitlik (4) de ki AG degeri niikleotit varliginda ve
yoklugunda hesaplandi.

J Ssal ‘in niikleotit yoklugundaki AG degeri 29,86 kJ mol™
. Hsp70’in niikleotit yoklugundaki AG degeri 30,00 kJ mol™
o Hsc70’in niikleotit yoklugundaki AG degeri 29,97 kJ mol™
J Ssalinniikleotit varligindaki AG degeri 24,99 kJ mol™

J Hsp70’in niikleotit varligindaki AG degeri 25,00 kJ mol™
. Hsc70’in niikleotit varligindaki AG degeri 24,94 kJ mol™

Bu sonug kalorimetrik deneyler ile uyumlu olup denature edilen yapilar
benzer sonuclar vermis ve proteinler yaklasik 10 derece daha diisiik sicaklikta

denature olmusglardir.



53

800

Ssal
Ssal + ADP

700 1

I’\'

600 1
500 1

400

Floresans

. . ..
300 S ~,

200 1

. ..
. M .
: s
:: S
100 1 Ly
.'.

300 350 400 450 500

Dalgaboyu (A)

Sekil 3.3.1. Ssal proteininin 0,95M’lik ADP varligindaki (300-500 nm dalga boyunda) floresans spektrumu.
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Sekil 3.3.2. Ssal proteininin 6M’lik iire ve 0,95M’lik ADP varligindaki (300-500 nm dalga boyunda) floresans spektrumu.
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Sekil 3.3.3. Hsc70 proteininin 0,95M’lik ADP varligindaki (300-500 nm dalga boyunda) floresans spektrumu.
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Sekil 3.3.4. Hsc70 proteininin 6M’lik iire ve 0,95M’lik ADP varligindaki (300-500 nm dalga boyunda) floresans spektrumu.
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Sekil 3.3.5. Hsp70 proteininin 0,95M’lik ADP varligindaki (300-500 nm dalga boyunda) floresans spektrumu.
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Sekil 3.3.6. Hsp70 proteininin 6M’lik iire ve 0,95’ ik ADP varligindaki (300-500 nm dalga boyunda) floresans spektrumu.



Sekil 3.3.7. Hsp70 denaturasyon egrisi.

Sekil 3.3.7. Hsp70 denaturasyon egrisi.
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Sekil 3.3.8. Katlanmamis protein niikleotit yoklugunda serbest enerji degisiminin

farkl tire derisimlerindeki serbest Gibbs enerjisine baglilig

Sekil 3.3.9. Katlanmamig protein niikleotit varligindaki serbest enerji degisiminin

farklt iire derisimlerindeki serbest Gibbs enerjisine baglilig
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3.4.  Sondiirme Deneyleri

Protein kromoforlarmin farkli ortamlarda farkli derecelerde ortaya g¢ikmasi
proteindeki konformasyonel degisimler i¢in 6nemli bir gostergedir. Denaturasyon
deneylerinde farkli iire derisimlerinde alinan sinyal iire olmayan konsantrasyona
ekstrapole edilerek protein kararliligt bulunur. Sondiirme deneylerinde ise
kromoforlardaki yansiyan 1181 engelleyen bir madde kullanilarak protein
kromoforlarinin farkli ortamlarda ortaya ¢ikma dereceleri hesaplanmustir.

Sondiirme, bir 6rnegin floresan siddetini diisiiren isleme denir. Sondiirmede
bir dizi molekiiler etkilesim olusur. Bu etkilesimler uyarilmis hal tepkimeleri,
molekiiler diizenlemeler, enerji transferi, en diisiik enerji seviyesinde kompleks
olusumu ve carpismali sondiirmedir.

Proteinler niikleotid varliginda ve yoklugunda ayni tip sondiirme grafiklerine
sahiptirler. Boliim 2.10.2. deki esitlik 5 kullanilarak proteinlerin Ksv degerleri
hesaplandi. Ksv degerleri Hsc70 igin 3,44 Hsp70 icin 3,89 ve Ssal igin 3,36 M™dur.
Yani akrilamid derigimleri sirasiyla 0,29; 0,26; 0,31 oldugunda %350 floresan
sondiiriilmektedir. Dogrusal Stern-Volmer grafigi sondiiriici ajanlarin ulasabildigi
tek tip kromofor oldugunun gostergesidir.

FTIR deneyleri proteinlerin ikincil yapilarinda belirgin bir degisme
olmadigmi  Onermistir. Yani konformasyonel degisimler globular yapida
gbzlemlenebilir. Sondiirme deneyleri niikleotit varliginda derisim gdstermemesi
proteinlerin “rigid body movement” kat1 ylizey hareketi yaptiginin bir gostergesidir.
Niikleotitler hidroliz sonrasi sinyali substrat baglanma {iinitesine iletmesi her fi¢

proteinde de belirgin konformasyonel degisim gostermeden olugsmaktadir.
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Sekil 3.4.1. Hsc70 yapisinin ADP yokluguna ve varliginda sondiirme deneyleri.
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Sekil 3.4.2. Hsp70 yapisinin ADP yokluguna ve varliginda sondiirme deneyleri.
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Sekil 3.4.3. Ssal yapisinin ADP yokluguna ve varliginda sondiirme deneyleri.
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3.5. DSC Deneyleri

Protein kararhiliklart igin enstriimantal yollardan biriside diferansiyel taramali
kalorimetredir (Differential Scanning Calorimetry). Bu yontemde makromolekiillerin
kararliliklar1 tespit edilebilir. Proteinler i¢in en Onemli unsur proteinin renatiire
olabilmesidir. Isitilan protein soguma esnasinda agrege oluyorsa c¢ok duyarl
sonuglara varilamaz. Hsp70 proteinlerinde de bu durum gozlemlenmistir. Bundan
dolay1 proteinler sadece birer kez 105 dereceye kadar 1sitilmis ve tahmini degerler
florimetrik denaturasyon degerleri ile karsilastirilmistir.

Is1 sok proteinleri hiicreleri stresten korudugu icin proteini kodlayan
plazmitlerin bulundugu maya hiicreleri, plazmit olmayan maya hiicresi (GS 115) ile
kiyaslanmis ve proteinlerin koruyucu etkisi bu spektrumlarda da gozlemlenmistir.

Sekil 3.5.1. de goriildiigi gibi Hsp70 plazmit varliginda maya hiicrelerinin
yaklasik 60 dereceye kadar direng gdsterdigi ancak bundan sonraki sicakliklarda ise
direncini kaybettigi gézlemlenmistir. Plazmit igermeyen maya hiicresi (GS 115) ile
Hsp70 plazmiti i¢eren maya hiicreleri (Ssal, Hsp70 ve Hsc70) kiyaslanarak 1s1 sok
proteininin  hiicreye kattigi  kararliligin 60 dereceye kadar ulasabildigi
gozlemlenmistir. Normal viicut sicakligi géz Oniinde bulundurulacak olur ise bu
dayaniklilik olduk¢a 6nemlidir. Fizyolojik olarak bu sicaklik hiicre nekrozunun
gerceklestigi degerdir. Hsp70 proteinleri hiicredeki proteinlerin fonksiyonunu bu
sicakliga kadar koruyabilirler. Asirt stresde Hsp70 mekanizmasi etkisini kaybeder.

Saflagtirilmms ~ Ssal, Hsc70 ve  Hsp70  proteinlerinin =~ DSC
kromatogramlarindan {iginiin de 60 dereceye kadar dayanmiklilik gosterdigini ve
karaliliklarinin ayni oldugunu goriiyoruz. Hiicre ve protein deneyleri birbirleri ile

Ortiismektedir (Sekil 3.5.1-4).



66

10 — o GS115
e GS115 + Ssal plasmit
° GS115 + Hsp70 Plasmit
d GS115 + Hsc70 Plasmit
5 —
o —
—~
V‘: 5 —
On
Hem }
o
-10
-15
-20 T T T T T T \

0] 20 40 60 80 100 120

Sicakhk ('C)
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Sekil 3.5.4. Hsc70 yapisinin ADP yoklugunda ve varliginda DSC kromatogramlari
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4. TARTISMA ve SONUC

Proteinler organizmalarin farkli fonksiyonlar1 yerine getirmeleri i¢in kullanilan
yapilardir. Farkli organizmalar aymi fonksiyonu yerine getirebilmek icin benzer
yapida proteinler kullanirlar. Proteinler fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri igin ii¢
boyutlu yapilarin1 korumalari gerekmektedir. Hiicre strese maruz kaldigi zaman
proteinin lic boyutlu yapist kismi veya tamamen bozulur ve protein normal
fonksiyonunu kismen ya da tamamen yerine getiremez. Organizmalarda strese karsi
koyma ve yapisit bozulan proteinlerin ortamdan kaldirilmasi igin 1s1 sok proteinleri
kullanilmaktadir.

Ist sok proteinleri tiirler arasinda korunmustur ve amino asit dizileri
karsilastirildiginda dahi %60°dan daha fazla bir benzerlik gdstermektedir. Bu amagla
maya 1s1 sok proteini Ssal, maymun 1s1 sok proteinleri (S. Oedipus; the New World
monkey cotton-top tamarin) Hsc70 ve Hsp70 ile biyokimyasal ve biyofiziksel
yontemler kullanilarak yapi-fonksiyon iliskileri incelenmistir. Bu proteinlerin amino
asit dizileri %75 benzerlik gostermektedir. Maymun Hsc70 ve Hsp70 proteinleri
sirastyla normal ve stresli ortamda ifade edilirler.

Bu ¢aligma proteinlerin olast konformasyonel degisikliklerinin incelenmesi ile
baslamigtir. Niikleotid varliginda proteinlerin floresans i1simalart karsilastirilmis ve
konformasyonel degisikligin ikincil yapilarin degisiminden ¢ok ii¢ boyutlu yapida
globular oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonu¢ FTIR deneyleri ile de
desteklenmistir. Is1 sok proteinlerindeki ATPaz {initesi niikleotide baglanmasi ile
olusan sinyal tniteler arasi iletim kullanilarak substrat baglanma iinitesine iletilmekte
ve substratin katlanabilecegi hidrofobik bir ortam olusturulmaktadir. Kromoforlarin
konformasyonel veya benzer bir etki ile sulu ortama ¢ikmasi ya da proteinin igine
gomiilmesi protein yilizeyindeki degisimi anlamak i¢in 6nemli bir degisimdir. Bu
amagla yapilan sondiirme deneyleri floresan ve FTIR deneylerini desteklemistir.
Kromoforlara niikleotid etkisi oldukg¢a kiiciiktiir. Dolayisi ile konformasyonel
degisim proteinlerin ylizeyinden ziyade initeler arasi etkilesim teorisini
desteklemektedir. Niikleotidler spektroskopik sinyale duyarli olmalarina ragmen
ATPaz iinitesinin igerisine girmeleri, sinyalin sadece proteinden kaynaklanmasini

saglamaktadir. Bu avantaja ragmen ¢0ziicii rahatsiz edici metotlar (solvent
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perturbation method) icin bir dezavantaj olusturmustur. Bu sebeple farkli rahatsiz
edici kimyasallarla yapilan denemeler sinyalin biiyiik bir kisminin bu kimyasallardan
gelmesi sonucunda gerceklestirilememistir.

Protein denaturasyon deneyleri niikleotid varliginda kirmiziya kayma
olusturmasi proteinlerin yapisindaki degisimi gostermektedir. Bu DSC deneyleri ile
de gozlemlenmis ve niikleotid varliginda proteinlerin on dereceye varan farklilikta
denature oldugu bulunmustur. DSC deneylerindeki en biiyiilk sorun c¢alisilan
proteinlerin renature olamamasidir. Dolayisi ile termodinamik veriler {ire
denaturasyon deneylerinden elde edilmistir.

Rekombinant proteinler maya hiicresinde ifade edilmistir. Bu hiicreler DSC ile
analiz edilmis ve bu hiicrelerin 1siya karsi hiicreye dayanmiklilik verdigi
gbzlemlenmistir.

Maymun 1s1 sok proteinleri ile maya 1s1 sok proteinleri arasindaki bu iligki
onemli bir soruyu giindeme getirmektedir. Is1 sok proteinleri yapi-fonksiyon iliskisi
bu derece benzer ise nigin ayni organizmanin hatta ayni organelinde birden fazla tipte
bulunmaktadir. Hsp70 proteinleri farkli makromolekiillerle etkileserek farkli
fonksiyonlar1 yerine getirmektedir. Bu konuda laboratuarimizda yapilmis ve
yapilmakta olan ¢alismalar vardir. Ornegin mayada Hsc70 proteini Hsp70 proteinine
gore kosaperon Ydjl ile daha kuvvetli etkilesmekte fakat Sisl ile goreceli olarak
daha az etkilesmektedir. Yine ayni sekilde mayadaki farkli prion tiirlerini farkli 1s1
sok komplekslerini ¢ozmektedir.

Hsp70 plazmit varliginda maya hiicrelerinin yaklasik 60 dereceye kadar direng
gosterdigi ancak bundan sonraki sicakliklarda ise direncini kaybettigi
gozlemlenmistir. Plazmit igermeyen maya hiicresi (GS 115) ile Hsp70 plazmiti igeren
maya hiicreleri (Ssal, Hsp70 ve Hsc70) kiyaslanarak 1s1 sok proteininin hiicreye
kattig1 kararliligin 60 dereceye kadar ulasabildigi gozlemlenmistir. Normal viicut
sicakligl goz Oniinde bulundurulacak olur ise bu dayaniklilik olduk¢a Snemlidir.
Fizyolojik olarak bu sicaklik hiicre nekrozunun gergeklestigi degerdir. Hsp70
proteinleri hiicredeki proteinlerin fonksiyonunu bu sicakliga kadar koruyabilirler.

Asirt stresde Hsp70 mekanizmasi etkisini kaybeder.
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FTIR deneyleri proteinlerin ikincil yapilarinda belirgin bir degisme
olmadigmmi  Onermistir. Yani konformasyonel degisimler globiiler yapida
gozlemlenebilir. Sondiirme deneyleri niikleotid varliginda derisim gostermemesi
proteinlerin “rigid body movement” kati yiizey hareketi yaptiginin bir gdstergesidir.
Niikleotidler hidroliz sonrasi sinyali substrat baglanma {initesine iletmesi her {i¢
proteinde de belirgin konformasyonel degisim gostermeden olusmaktadir.

Ist sok proteinlerinin karmasik fonksiyonlarinin ¢oziilmesi i¢in Hsp70
proteinleri merkez alinmis ve biyokimyasal-biyofiziksel karakterizasyon bu calisma
ile baslatilmistir. Bu calisma, karmasik protein-protein etkilesimlerine molekiiler
seviyede aciklik getirme acisinda 6nem tasimaktadir. Laboratuarimizda Hsp70
molekiillerinin diger 1s1 sok proteinleri ile etkilesimi molekiiler simiilasyonlar ile

desteklenerek yapilacaktir.
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