Insan Metilentetrahidrofolat Rediiktaz Enziminin Kristal Yapisi Igin Bir Model
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Oz

Amac: Okaryotik metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi (MTHFR) olarak bilinen ve total olarak 656
aminoasitten olusan bu enzim homodimer yapidadir. Her tinitesi katalitik ve diizenleyici bolgelerden
olusmaktadir. MTHFR enzminin katalitik olarak aktivite gosterebilmesi icin flavin-adenin diniikleotid
(FAD)'in MTHFR'ye nonkovalent olarak baglanmasi gerekmektedir. insan MTHFR enziminin geni
kromozom 1p36.3'te lokalizedir. Genin dordiincli ekzonunda yerlesmis olan MTHFR 677 C>T
polimorfizmi, proteinin 222. kodonundaki alaninin valine (Ala222Val) doniisiimiine neden olmaktadir.
Insan MTHFR proteini igin, proteinin kristal yapisinin ortaya koyulmasi ile ilgili bir ¢alisma olmamasi
nedeniyle, bu ¢alisma ile MTHFR proteininin kristal yapis1t hakkinda bir model olusturmay1 amagladik.
Ayrica MTHFR677 C>T polimorfizmi neticesinde ortaya ¢ikan Ala222Val degisikliginin insan MTHFR
enziminin kristal yapisinda olusturdugu degisiklikleri ortaya koymay1 hedefledik.

Metod: Bu amagla, molekiiler modelleme teknikleri olarak MOE bilgisayar programi (versiyon 2013.0801,
Chemical Computing Group Inc., Montreal, Kanada) kullandik.

Bulgular: insandaki MTHFR enzimi ile FAD arasindaki baglarin Tyr50, Gly108, Asp109, Tyr149, Arg107,
Alal27, Lys169 Tyr126, His153 ve His165 aminoasitleri {izerinden oldugunu, Tyr126 ve His165 arasindaki
ciftbagin FAD"1 sikistirma 6zelligi olabilecegini gordiik.

Sonuc¢: Sonug olarak, insan MTHFR enziminin kristal yapisi hakkinda bir model ortaya koyuldu ve
Ala222Val degisikliginin FAD baglanma durumunu etkilemesi yiiziinden, enzim aktivitesine etki ettigi
tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: 5,10 metilentetrahidrofolat, 5,10 metilentetrahidrofolatrediiktaz, Flavin-adenine diniikleotid

Abstract

Backgrounds: The enzyme known as eukaryotic methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) and
consists of 656 amino acids, has a homodimer structure. Each units of this enzyme consists of catalytic and
regulator areas. For the catalytic activity of this enzyme, FAD must be connected with MTHFR by
noncovalent bonds. The gene of human MTHFR enzyme is localized at chromosome 1p36.3. A C>T
transition at nucleotide position 677 is located in the fourth exon of the MTHFR gene which results the
conversion of alanine to valine at codon 222 of the protein. We aimed to form a model about the crystal
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structure of MTHFR because of there is no study about the crystal structure of the protein that put forth. In
addition, we aimed to put forth the changes in the crystal structure of MTHFR by Ala222Val change as a
result of MTHFR 677C>T polymorphism.

Methods: To this end, we used MOE computer programme as molecular modeling techniques (version
2013.0801, Chemical Computing Group Inc., Montreal, Canada).

Results: We saw that the bonds between MTHFR enzyme in human and FAD are over the amino acids Tyr50,
Gly108, Aspl109, Tyr149, Argl07, Alal27, Lys169 Tyr126, His153 and His165 and the double bond
between Tyr126 and His165 may be because of the compression feature.

Conclusions: Consequently, a model has set forth about the crystal structure of MTHFR in human and
because of the Ala222val changes affect the status of the FAD binding, to influence the enzyme activity was

determined.

KEYWORDS: 5,10 methylenetetrahydrofolate, 5,10 methylenetetrahydrofolate reductase, Flavin-Adenine Dinucleotide

Giris

Metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi (MTHFR;
EC 1.5.1.20), homosistein yolagi, = DNA
metilasyonu, folik asit ve niikleotid sentezi
metabolizmasinda gorev yapan ¢ok onemli bir
proteindir. Bu enzim, 5,10-
metilentetrahidrofolat'in (5,10-MTHF), 5-
metiltatrahidrofolata (5-THF) dontsimiini
irreversible olarak katalizler (1). Yapisal
ozelliklerine baktigimizda, okaryotik MTHFR
enzimi, her bir alt tinitesi yaklasik 70 kDa olan iki
alt tiniteden meydana gelen homodimer yapida bir
proteindir. Bu tnitelerden her biri katalitik ve
diizenleyici bolgeleri icermekte ve protein total
olarak 656 aminoasitten olusmaktadir (2).
MTHFR'nin katalitik olarak aktivite
gosterebilmesi i¢in flavin-adenin diniikleotid
(FAD)'in MTHFR'ye nonkovalent olarak
baglanmas1 gerekmektedir (1). FAD molekiili
kompleks bir yapiya sahip olan biiyiik bir
molekiildiir (Sekil 1). Agirlig1 785.55 gr/mol olan,
9 adet hidrojen bag1 donérii, 20 adet hidrojen bag:
akseptorii, 13 adet donebilen kovalent bag sayisi
ve 7 adet kiral merkezi bulunan FAD MTHFR'ye
nonkovalent olarak baglanir ve NADPH'a bagimli
olarak indirgenir (3). Sonu¢ olarak, 5,10-
MTHF'nin 5-THF'e dontisiimii gergeklesir (1). Bu

giine kadar domuz, maya, E.coli ve insandan izole
edilen MTHFR enzimlerinin normal olarak kabul
edilen sicaklik araliginda (24-37°C) aktif oldugu
gosterilmistir (4-8).

Insan MTHFR enzimini kodlayan genin, genetik
haritada lokalize oldugu bolge 1p36.3 olarak
bildirilmistir. Insan MTHFR cDNA's1ilk kez 1994'te
izole edilmis ve cDNA sekansinin yaklasik 2.2kb
biiytikligiinde oldugu ve 11 ekzon igerdigi
saptanmistir (9). Yapilan calismalar neticesinde,
MTHFR enziminin farkli varyantlarmin oldugu
tespit edilmistir. Bunlardan enzim aktivitesini en ¢ok
etkileyenler, 677 C>T, 1298 A>C, 1059 T>C, 1317
T>C, 1793
varyantlardan en ¢ok calisilmis olan1 ve enzim
aktivitesini en fazla etkileyen 677 C>T
polimorfizmidir (10). Genin dordiincii ekzonunda
yerlesmis olan MTHFR 677 C>T polimorfizmi,
proteinin 222. kodonundaki alaninin valine

G>A polimorfizmleridir. Bu

(Ala222Val) doniisiimiine neden olurken yedinci
ekzondaki MTHFR 1298 A>C polimorfizmi ise 429.
kodondaki glutamatin alanine (Glu429Ala)
dontisimiine neden olmaktadir. E.coli bakterisi
MTHFR enzimi ile yapilan c¢alismalar sonrasinda
Ala222Val degisikliginin FAD kofaktoriiniin
eksikligine neden oldugu ve bu durumun alt
tinitelerin ayrigmasi sonucunda i1siya karsi enzimin
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hassasiyetinin artmasina neden oldugu
bildirilmistir. Ayrica, bu aminoasitlerin enzimin
katalitik aktivitesinde 6nemli oldugu saptanmus,
ancak bu konu tamamen aydinliga
kavusturulamamustir (11-13).

Bu giine kadar insan MTHFR enziminin yapis1 ve
aktivite durumunun belirlenmesi ile 1ilgili
biyokimyasal ¢alismalar yapilmistir. “PUBMED
protein structure” internet sayfasinda MTHFR
proteini tarandiginda, E.coli ve T. thermophilus
haricinde higbir organizmada bu proteinin kristal
yapisinin ortaya konmadigi goriilmektedir.

Insan MTHFR proteini ile ilgili boyle bir
calismanin olmamasi yiizinden, bu g¢alisma ile
MTHFR proteininin kristal yapis1 hakkinda
molekiiler modelleme teknikleri ile bilgi edinmeyi
amacladik. Ayrica MTHFR 677 C>T polimorfizmi
neticesinde ortaya ¢ikan Ala222Val degisikliginin
insan MTHFR enziminin kristal yapisinda
olusturdugu degisiklikleri ortaya koymay1
hedefledik.

Materyal ve Metod

MTHFR kristal yapisinin elde edilisi

Insan MTHFR enziminin ii¢ boyutlu kristal yapisi
“RCSB Protein Data Bank™ veri bankasinda (PDB
veri bankasi) mevcut degildir. Bu enzime en ¢ok
benzerlik gosteren ve PDB veri bankasinda
mevcut olan protein yapisint elde etmek icin
“National Center for Biotechnology Information”
(NCBI) veri bankasini kullanarak BLAST aramas1
yapild1 (standart arama ayarlar1). En ¢ok benzerlik
gosteren protein yapisi bilgisayara PDB dosyasi
olarak indirildi.

MTHFR kristal yapisimin hazirlanmast ve
incelenmesi

Elde edilen MTHFR yapisina, MOE bilgisayar
programi (versiyon 2013.0801, Chemical
Computing Group Inc., Montreal, Kanada)
kullanilarak, oncelikle hidrojen atomlar:1 eklendi.
Daha sonra ligand ve enzim ile bag kurmayan tiim

su molekiilleri, ¢odzelti molekiilleri, tampon
molekiilleri ve iyonlar silindi.

MTHFR enzimleri arasinda amino asit dizi analizi
Elde edilen insan MTHFR amino asit dizileri, MOE
bilgisayar programi kullanilarak birbirleri ile
karsilastirildi.

Bulgular

MTHFR kristal yapisinin elde ediligi

Yapilan BLAST taramasi sonrast insan MTHFR
enzimine (NCBI giris kodu: NP_005948.3) en ¢ok
benzerlik gosteren proteinin 7.thermophilus HBS
MTHFR enzimi (PDB: 3APT) oldugu ortaya
cikmistir (amino asit dizisinde %39 benzerlik). Bu
protein yapismin yiiksek ¢oziiniirliigi (1.85 A)
bulunmaktadir. Bu protein yapisi PDB dosyas1 olarak
indirilmistir.

T. thermophilus HBS MTHFR kristal yapisinin
hazirlanmasive incelenmesi

T. thermophilus HBS MTHFR enziminin de memeli
MTHFR enzimi gibi homodimer oldugu
diistintilmektedir ve kristal yapist da homodimer
olarak elde edilmistir (Sekil 2). Enzimin bir
baglanma bolgesinde (binding pocket) FAD,
digerinde ise asetat iyonu bulunmaktadir. Buna gore
FAD''m MTHFR enzimine baglanmasi, su sekilde
ger¢eklesmektedir (Sekil 3). FAD molekiiliiniin
flavin kism1i MTHFR'nin Tyr50, Gly108, Asp109 ve
Tyr149 aminoasitleri ile bag kurarken molekiiliin
fosfat kopriisii ise MTHFR'min Argl07, Alal27 ve
Lys169 aminoasitleri ile hidrojen bagi kurmaktadir.
FAD'in adenin kismu ise, Ser156 ile hidrojen bagi ve
Tyr126, His153 ve Hisl65 ile hidrofobik bag
kurmaktadir. Ozellikle Tyr126 ve His165 ile kurulan
hidrofobik bag oénemlidir, ¢tinkii bu iki amino asit
adeninin purin halkasimi aralarinda n-m iligkisi ile
sikistirmaktadir.

Insan ve T. thermophilus HBS MTHFR enzimleri
arasinda amino asit dizi analizi

Insan ve T. thermophilus HBS MTHFR enzimlerinde
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mevcut olan FAD baglanma boélgelerini olusturan
amino asitlerin biiyiik ¢cogunlugu ayni fakat bazi
farkliliklar da mevcuttur. Bu farkliliklar Tablo 1'
de gosterilmistir.

T. thermophilus HBS MTHFR kristal yapisinda
Tyr50 ve Gly51 birbirine komsudur fakat insan
MTHFR enziminde Tyr95 ve Gly99 arasinda 3
bagka amino asit bulunmaktadir. Dolayisiyla
Tyr95 ve Gly99 amino asitlerin baglanma
bolgesindeki pozisyonlart 7. thermophilus HBS
MTHEFR kristal yapisina gore farkli yerdedir.

T. thermophilus HBS MTHFR kristal yapisinda
Leul74 ve FAD arasinda Leul06, Alal47 ve
Lys169 bulunmaktadir ve dolayisiyla FAD ve
Leul74 arasinda herhangi bir temas yoktur. insan
MTHFR enziminde Leul74 yerine Ala222
mevcuttur ve bu amino asit ile FAD arasinda
Leul56, Alal95 ve Lys217 bulundugu
goriilmektedir (Sekil 4). Biyilik olasilikla
Ala222Val mutasyonu nedeniyle bolgesel amino
asit ve protein yapist degismektedir ve bu
degisiklik FAD baglanma giictinii ve baglanma
dinamigini degistirmektedir.

Tartisma

Insan MTHFR enziminin kristal yapismin daha
Onceden gosterilmemis olmasi nedeni ile E.coli ve
T. thermophilus HBS MTHFR enzimleri insan
enzimi i¢in biyokimyasal ve yapisal olarak bir
model olarak gosterilmistir. Bu sebeple, biz de
insan MTHFR enziminin kristal yapisinin nasil
olabilecegini ve Ala222Val siibstitiisyonunun,
proteinin yapisinda olusturdugu muhtemel
degisikligi gostermeyi amacladik.

1. thermophilus HBS8 ile yapilan caligmalar
neticesinde proteinin dimer yapida oldugu ve bu
ozelligi ile memeli MTHFR'sine benzedigi
belirtilmistir. Flavin eksikliginde bu enzimin
konformasyonel yapisinin dramatik bir sekilde
degistigi ve bu degisikligin enzimin dimer olarak
paketlenmesini etkileyerek enzimin katalitik

aktivitesini degistirdigi gosterilmistir. Ayrica Igari ve
ark.'larmin yaptig1 bu calismada dimerlerden her
birinin FAD ile birlestigi ve S-adenozilmetiyonin ile
indiiklendigi gosterilmistir (8).

E.coli MTHFR enzimi, 33 kD'luk, 296 aminoasitten
olusan homotetramer yapidadir. Bu bakteri
memeliler icin model organizma olmasi bakimindan
onemlidir fakat memelilerden de oldukg¢a farkli
ozelliklere sahiptir. Ornegin, MTHFR enzimi
katalitik aktivite olarak, memelilerdeki gibi islev
goriir ancak S-Adenozil Metiyonin (SAM) regiilator
bolgesi yoktur ve memeli MTHFR enziminde
olduk¢a kiictuktiir (14). Genetik olarak
degerlendirildiklerinde, E.coli MTHFR enzimi ile
insan MTHFR enziminin N terminal bolgeleri
yaklasik % 25 oraninda benzerlik gostermektedir (9).
Sheppard ve arkadaslar1 E.coli MTHFR enzim
yapisinin katalitik bolgesinin N-terminal oldugu ve
bu bolgenin de a ve  olmak tizere 8 adet fi¢1 yapinin
tizerinde bulundugunu gostermislerdir. Ayrica,
Alal77Val polimorfizminin N-terminal bolgede
meydana geldigi bildirilmistir. Bu c¢alismada
insandaki Ala222Val polimorfizminin E.coli'deki
karsiliginin Alal77Val, T. thermophilus HBS
karsiliginin ise Alal74Val oldugu rapor edilmistir
(3). Bizde bu degisikligin boyle oldugunu gordik
(Tablol). a5 ve P6 yapilarimin arasindaki siki
baglant1 alanin aminoasiti tarafindan saglanmaktadir.
Ala222Val™"*"(=Alal77Val® " ve
Alal74Val™"”""*) mutasyonunda, buradaki amino
asitin valine doniismesi neticesinde, a5 heliks
yapimin yanlis yerlesimine sebep olmaktadir. Buda
bize FAD'1n bu bolgeye baglanmasinin sorunlu hale
getirdigini diistindiirmektedir.

Biz, MTHFR ve FAD'1n etkilestigi bir diger nokta
olarak Tyr126 ve Hisl65 oldugunu gosterdik.
Calisilan organizmalarda bu bolge ile ilgili bir bilgi
verilmemistir. Tyr126 ve His165 arasindaki ¢ift bag
(m-m) FAD molekiiliinii aralarinda sikistirmaktadir.

1. thermophilus HBS§ MTHFR enziminde, Glu28'in
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GIn degisikliginin, enzimin fonksiyonunu
azalttig1 bildirilmistir. Ayni ¢alismada Asp109'un,
FAD'n izoalloksazinin N1-C2=0'sunun iizerinde
yer aldig1 da gosterilmistir. Asp rezidiisii, folatin
baglanmasi i¢in 6nemlidir ve substratin S-iminium
katyon formunu stabilize eder (8). Trimmer ve ark.
(12) E.coli'de Asp rezidiisii degisikliginin folat
bagimli reaksiyonu azalttigin1 bildirmislerdir.
E.coli" de FAD'n ribitil zincirinin O4 pozisyonu
ile Asp119'un O¢'u arasindaki mesafe, ortam pH's1
6 oldugunda 3.63-4.60 A°, pH7.3 oldugunda (bu
pH'da NADH baglanir) 2.59-2.66 A°, pH 7.4
oldugunda (bu pH'da CH3-H4 folat baglanir)
3.98-4.22 A° degisiklikler gosterir (12). T
thermophilus MTHFR'sinde Asp rezidiisiu ile
FAD'in O4 arasinda, pH 8'de 2.58-2.71 A’ mesafe
mevcuttur. Aspl09 pozisyonunda folat bagimli
thermophilus MTHFR
enziminde azalma goriilmektedir (8). Bizim

reaksiyonlarda T.

yaptigimiz calismada, insanda bu noktaya karsilik
gelen aminoasitin Aspl159 oldugu gorilmustiir.
Fakat olusan boslugun ne kadar oldugu hakkinda
bir 6l¢tim gerceklestirilmemistir. Bu ¢alismalarin
neticesinde, ikiside prokoryatik olan organizmalar
icin bile olusan bu bag farkliliklarinin ve mesafe
farkliliklarinin, insan MTHFR'si i¢inde gegerli
oldugunu gostermektedir.

Diger taraftan yapilan bazi g¢aligmalar, insan
MTHFR enziminin katalitik ve regiilatér olmak
tizere iki bolgeden olustugunu ortaya koymustur.
Katalitik bolgenin, yapir olarak bakteri
MTHFR'sindeki B8a8 fic1 yapisina homoloji
gosterdigi belirtilmistir. Bu bolge, SAM'in
baglandig1 bolge oldugu ve reaksiyonun kontrol
edilmesinde gorev yaptigi tespit edilmistir.
Enzimin SAM baglanma bélgesindeki
konformasyonel degisikliklerin de enzim
aktivitesini %10-20 kadar diismesine neden
oldugu bildirilmistir (8).

Homosisteinin metiyonine doniisiimii, niikleotid

sentezi (DNA ve RNA biyosentezi) ve metilasyon
reaksiyonlarinin kavsak noktasinda bulunan
MTHFR enzimi, gorev yaptig1 yer agisindan oldukca
onemli bir noktada bulunmaktadir. Enzimin
yapisindaki, baglar arasindaki mesafenin bile enzim
aktivitesini degistirdigi goz Oniinde
bulunduruldugunda, polimorfizmler ve mutasyonlar
neticesinde olusan aminoasit degisikliklerinin
(6zellikle missense olanlar) enzim aktivitesinde
neden oldugu degisikliklerin 6nemli oldugu, kanser
ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi pek c¢ok
patolojinin mekanizmasina nasil neden oldugu daha
daiyianlasilacaktir (16-17).

Sonu¢ olarak, MTHFR enziminin biyokimyasal
yapisit ortaya koyulmus olsa da, proteinin kristal
yapist hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bu
sebeple, bizde insan MTHFR'sinin kristal yapisi
hakkinda bir model olusturduk. Fakat, bu ¢aligmanin
biyokimyasal ve genetik tarafi eksik kalmistir. Bu
ylizden enzimin kristal yapisindaki degisikliklerin
biyokimyasal ve gen ekspresyonu ile olan iligkisinin
de arastirilmast gerekmektedir. Yapilacak ilave
calismalar konunun daha iyi anlasilmasini

saglayacaktir.
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Tablo 1. insan ve T. thermophilus HB8 MTHFR proteinin FAD baglanma bélgesindeki amino

asit karsiliklari.

T. thermophilus HB§ MTHFR Insan MTHFR
Glul8 Glu63
Thr49 Thr94
Tyr50 Tyr95
Gly51 Gly99
His77 His127
Thr79 Thr129
LeulO4 Met154
Alal05 Alal55
Leul06 Leul56
Argl07 Argl57
Gly108 Gly158
Asp109 Asp159
Argl25 Asnl73
Tyrl26 Tyrl74
Alal27 Alal75
Alal28 Vall76
Alal47 Alal95
Alal48 Gly196
Tyr149 Tyr197
His153 His201
Glul5s5 Glu203
Ser156 Ala204
Aspl62 Asp210
His165 His213
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Lys169 Lys217
Leul74 Ala222
Ile178 1le226

Thr179 Thr227
GIn180 GIn228
Leul81 Leu229
His270 His319
Tyr272 Tyr321

Sekil 1. FAD molekiili Sekil 2. T. thermophilus HBS MTHFR
enziminin dimer yapist ve FAD’m baglanma
bolgesinin bulundugu yer

Ty

Tuld

A T

i)
s fnd

Sekil 3.FAD’in T. thermophilus HB§ MTHFR Sekil 4.7 Thermophilus HBS MTHFR

enzimine baglanma sekilleri (6nden ve arkadan yapisina baglanmis FAD ve Leul74 arasinda

bakis). Hidrojen baglari kirmiz1 kesik ¢izgiler Leul06, Alal47 ve Lys169 bulunmaktadir.
ile gosterilmistir. .
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