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OZET

TEZ BASLIGI: ATP-bagimh Lon proteaz geninin Geobacillus
kaustophilus’tan klonlanmasi, DNA dizisinin belirlenmesi ve ekspresyonu

YAZAR ADI : Haluk CAMCI

La olarak da adlandirilan lon proteaz, ilk olarak Escherichia coli den
saflastirilmis ilk ATP-bagimli proteazdir. Lon proteaz, diger ATP-bagimli
proteazlarda (FtsH, CIlpAP, ClpXP, HsIVU ve 26S proteazom) oldugu gibi
AAA™ protein siiper ailesine (ATPase associated with diverse cellular
activities) aittir. Lon proteazlar hiicre i¢i proteolizisden sorumlu anahtar
enzimlerdir. Mutant ve anormal proteinleri elimine ederek hiicre i¢cinde protein
kalite kontroliine ve kisa-siireli diizenleyici proteinlerin yikimina katilarak
hiicresel normal sartlarin devamliliginin saglanmasina katkida bulunurlar. Lon
proteaz homologlar1 sadece bakterilerde degil, insan, maya ve bitkilerde de
bulunmugtur. Bu bilgiler Lon’un ¢ok ©nemli bir biyolojik rol oynadigini
gostermektedir. Bununla beraber Lon proteazin proteolitik aktivitesi ve ATP-
bagimli durumda cesitli substratlar1 nasil taniyabildigi hala tam olarak agik

degildir.

Bu tez calismasinda, thermofilik bir bakteri olan Geobacillus
kaustophilus’un Lon proteazi ilk defa Escherichia coli ‘de klonlanmis ve
eksprese edilmistir.  Yaklagik 2500 b¢ uzunlugundaki lon geni Once bir
klonlama vektorii olan pGEM-T vektore ve daha sonra E. coli’de pGEX 6P-1
vektoriine alt-klonlama yapildiktan sonra aktarilmistir. Yaklasik 87 kDa
biiyiikliigiindeki Lon proteaz glutathione S-transferaz (GST 26 kDa) fiizyon

proteini ile DHS5a E.coli’de eksprese edilmistir.
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SUMMARY

THESIS TITLE : Cloning, sequencing and expression of Lon protease

gene encoding ATP-dependent protease Lon from Geobacillus kaustophilus

AUTHOR : Haluk CAMCI

Lon protease (also called La) is the first isolated ATP-dependent protease in E.
coli. Lon is a member of the AAA™ super family (ATPase associated with
diverse cellular activities) like all other ATP-dependent proteases (FtsH,
ClpAP, ClpXP, HsIVU ve 26S proteazom). Lon proteases are key enzymes
responsible for intracellular proteolysis, contributing to protein control and
cellular homeostasis by eliminating mutant and abnormal proteins and
participation in rapid turnover of short-lives regulatory proteins. Homologs of
the lon protease are found not only in bacteria also in human, yeast and plants.
These observations indicate that Lon may play crucial biological roles in
various organisms. However how Lon protease recognises a variety of

substrates in ATP dependent manner is still unclear.

In this study, Geobacillus kaustophilus ATP dependent Lon protease first time
cloned and expressed in E. coli. About 2500 bp lon gene first cloned into
pGEM-T cloning vector then subcloned into pGEX 6P-1 in E. coli. Lon, 87
kDa molecular weight, were expressed with glutathione S-transferaz (GST 26

kDa) as a fusion protein.
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1. GIRIS

Proteolizis yakin zamana kadar hiicrede yalnizca protein
yikimi ile ilgili ¢alisan bir siire¢ olarak kabul edilmesine ragmen
bugiin yasam ile 6lim arasindaki siirecte bircok biyolojik sistemi
kontrol ettigi bilinmektedir. Hiicreler proteolizisi, diizenleyici
proteinlerin seviyesini belirlemek ve yanhs katlanmis ve zarar
gormiis proteinlerin ortamdan uzaklastirmak icin kullanmaktadirlar

(Gottesman, 2003).

Hiicre icinde proteinlerin ¢ogu goreceli olarak kararlidir.
Bir¢ok dnemli diizenleyici protein kisa yar1 dmiirliidiir ve gorevlerini
yaptiktan sonra yikilmalidir. Sitoplazmik protein yikimi hiicre
icindeki en 6nemli diizenleme mekanizmalarindan biri olup hiicre
dongiisii, programlanmis hiicre Oliimii, antijen taninmasi, dongii
ritmi, iltihaplanma, uzun zamanl hafiza gibi bir¢ok fenomenin
yiirlimesini saglamaktadir. Proteolizisin enerji bagimli bir siireg

oldugu bilinmektedir.

Hem okaryotik hem de prokaryotik hiicrelerde, bir ¢ok hiicre
ici protein yikim1 ATP-bagiml proteazlar ile baslatilmaktadir (Kessel
ve ark., 1995, De Mot ve ark., 1999). ATP bagimlh proteazlar
katalitik aktiviteden sorumlu ¢ekirdek domain ve ATPaz aktivitesine
sahip diizenleyici domainden olusur. Aymi yapi, protein
katlanmasinda fonksiyonel olan saperoninlerde de, halka yapil
molekiiler saperonlar GroES, GroEL, arkeobakteriel termozom,
okaryotik CCT bulunur, ancak aralarinda hicbir dizi benzerligi
bulunmamaktadir (Kusmierczyk ve Martin, 2001). ATP-bagimh
proteazlarin diizenleyici bolgeleri AAA+ protein ailesi iiyesi olup
fonksiyonlarin1 ayni yoldan yiiriitmektedirler. ~ ATP hidrolizi,
proteinlerin ikincil yapisim1 bozmak yani katlanmalar1 agmak igin
gereklidir, ¢linkii ancak katlanmalar1 ac¢ilmis ve hacmi kiiglilmiis

proteinlerin nanometrik caplardaki kanallardan proteolitik bolgelere
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girisine izin verilir. Polipeptitlerin yikiminin 5-16 amino asitlik
oligopeptitler haline gelinceye kadar siirdiigii, yapilan in vitro
caligmalarda desteklenmektedir (Neuwald ve ark. 1999, Gottesman,

1999).
1.1. AAA+ Siiper-ailesi

AAA alt-ailesi (ATPases associated with various cellular
activities, Cesitli hiicresel aktiviteler ile iliskili ATPaz’lar), 200-250
amino asitlik ATPaz domaini ve Walker B motifin C-terminalinde
yer alan second region of homology (ikinci homolog bolge, SRH) ile
de tanimlanmaktadir (Confalonieri ve Douget, 1995). Son yillarda
yapilan karsilastirmali dizi analizleri, SRH’ya sahip olmayan ve
AAA™ olarak siniflandirilan bir ATPaz alt-ailesi ortaya ¢ikarmuistir
(Neuwald ve ark., 1999). AAA" alt-ailesi iiyeleri; membran fiizyon,
transport, proteinlerin birbirinden aynstirilmasi, transkripsiyon,
proteolizis, DNA replikasyonu ve DNA rekombinasyonunu igeren
genis hiicresel faaliyetlerde gorev almaktadirlar (Neuwald ve ark.,

1999).

Biitiin AAA" proteazlar genel olarak benzer yapisal dzelliklere
sahiptirler. Her biri birbiriyle bitisik 6 veya 7 altbirimden olusan, 4
veya 6 halkanin bir araya gelmesiyle olusturulan i¢i bos fi¢1 benzeri
yapilara sahiptirler. Proteolitik aktif bolgeler, hatali yikimi
engellemek icin i¢ cember i¢inde gizlenmis olarak bulunmaktadirlar.
Hekzamerik AAA™ ATPaz’lar, proteaz silindirlerinin bir ya da her iki
ucuna baglanir ve subtratlar1 taniyarak dogal substrat katlanmalarini
acip, katlanmalar1 agilmis polipeptit zinciri olarak proteaz cemberinin
i¢c kismina yikim i¢in transfer etmektedirler (Wenzel ve Baumeister.,
1995; Van Melderen ve ark., 1996; Horwich ve ark., 1999).
Korunmus AAA™ domainleri bu ortak aktivitelerden sorumluyken
0zgiil domainler siklikla adaptor ya da substrat taninmasinda gorev

almaktadirlar (Mogk ve ark., 2004).
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Her bir ATPaz altbiriminin AAA" modiilii, biiyiik o/p domain
ve kiiciik a-helikal domain olusturmaktadir. Niikleotid baglanmasi
komsu altbirimlerin birbirine bakan bolgelerinde gerceklesmektedir.
Birka¢ korunmus amino asit rezidiisii, niikleotid hidrolizinde rol
oynamaktadir (Ogura ve ark., 2001; Ogura ve Wilkinson, 2003).
200-250 aminoasitten olusan AAA+ domaini bir¢cok farkl
tanimlayici bolge tasimaktadir (Neuwald ve ark, 1999, Ogura ve

Wilkinson, 2001 ).

[k tanimlayic1 bolge Box II dir. Bu motif adenin rezidiisiiniin
taninmasinda Onemli bir rol oynamasina karsin devamli olarak
korunmus bir bolge degildir (Martin ve Gruber, 2004, Neuwald ve
ark, 1999 ). Diger bir korunmus bolge, Walker A olarak
adlandirilmis ve Gly-(X)4-Gly-Lys-Thr (X=herhangi bir amino asit)
dizisi seklinde tanimlanmustir. Lizin ve treonin/serin rezidiilerinin
ozellesmis Walker A motifinin bu rezidiilerinin ATP’nin f- ve y-
fosfatlarinin, ve ayrica Mg+2 iyonlarinin sirasi ile baglanmasinda
onemli olduklari Onerilmektedir. Buna ek olarak lizin rezidiisiiniin
nihai konformasyon i¢in P-halkasinin olugsmasinda 6nemli bir rolii

oldugu diistiniilmektedir ( Neuwald ve ark, 1999 ).

Walker B motifi, (¢)s-Asp-Glu-(X), (¢ =hidrofobik amino
asit, X=herhangi bir amino asit) dizisi seklinde tanimlanmistir. Bu
motifteki aspartat residiisii magnezyum iyonunun yerlesimine
yardimer olurken glutamat residiisii, atak i¢in bir su molekiiliini
aktive etmektedir (Guenther ve ark., 1997, Walker ve ark., 1982).
Bu rezidiiniin karboksi grubu su molekiiliinden bir proton kopararak
bagli olan ATP’nin y- fosfatina niikleofilik bir atagin baslamasina
neden olur. Motifin bu 06zelligi ile katalitik aktivitede temel rolii
oynadig1 diistiniilmektedir ( Leipe ve ark., 2003, Gorbalenya ve
Konin, 1989)

Walker-B motifinden hemen sonra polar rezidiiler iceren ve

Sensor 1 olarak adlandirilan korunmus bir bolge yer almaktadir. Bu
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rezidiilerin, ATP’nin y- fosfatinin taninmas1 esnasinda bir algilayict
olarak dogrudan ya da niikleofilik atak sirasinda su molekiiliiniin
dogru yonlendirilmesine yardimci olarak dolayli yoldan, katalitik

aktivitede etkili bir rolii olduguna inanilmaktadir.

Sensor 1’1 takiben yer alan ve kutu 7 olarak adlandirilan
korunmus bir arjinin rezidiisii bulunmaktadir. Bu rezidii bagh
ATP’nin y-fosfat1 ile iliski halindedir ve ATP baglanmasi, altiiniteler
arasi iliski ve hidrolizi de iceren bir ¢ok farkli olayda rolii oldugu

diistiniilmektedir (Karata ve ark. 1999, Rombel ve ark., 1999).

AAA" modiiliiniin fonksiyonu ile ilgili olarak giiniimiizde
yapilan modellemeler o-domaini’nin o/f-doamini ile bir ilmek
vasitast ile kurdugu iliskinin bu bolgeyi niikleotid baglanmasina
duyarli hale getirdigini 6nermektedir (Rouiller ve ark. 2002, Wang
2004, DeLaBarre ve Brunger 2005). Birbiri ile iliskide olan halkalar
arasindaki alt tinitelerin kararliligi, bir altiinitenin o-domaininin bir
sonraki alt iinitenin o/B-doamini ile kurdugu iligki ile agiklanmaktadir
(Lenzen ve ark. 1998, Bochtler ve ark. 2000, Zhang ve ark. 2000).
Niikleotidin baglanmasi1 ve serbest birakilmasi o-domaini ile o/p-
doamini’nin ayrilmasina ve konformasyonel bir doniise neden
olmaktadir (Wang 2004). Bu doniis alt iinitelerden birine, bir
polipeptit zincirine baglanabilme giicii vermektedir. Baglanti
gerceklesmez ise alt birimler kismi olarak ayrilmaktadir. Halka
seklinde diizenlemis proteinlerde o- ve o/pf-domaini’nin eksen
boyunca yaptigr bu hareket substrat proteinin aksiyal kanala girisi
icin gerekli olan giicii saglamaktadir. Eger o/p-domaini’nin hareketi
sinirhi ise; bu hareket a-domaini’nin eksen iizerinde disa bir doniis
yapmasina neden olmaktadir. Bu durum Lon proteazda meydana
geldiginde, iliski halindeki P-domain ile AAA" modiiliiniin ikincil
yapisal elementleri iizerine etki etmektedir. Bu yolla niikleotid
baglanmasi1 ve salinmasi, P-domainin yapisal elementleri ve hatta
aktif katalitik bolgedeki rezidiilerin konfigiirasyonunun bile allosterik

olarak etkilenmesine yol agmaktadir.
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AAA+ siiper ailesi lizerinde yapilan dizileme ve yapisal analiz
calismalar1 sonucu, ailenin ¢ok eski kokenli ve korunmus oldugu
gosterilmistir. Yapilan filogenetik calismalar AAA+ siiper ailenin
cok sayida, farkli, kiiciik aileye ayrildigin1 gostermektedir. Bu aileler
bircok hiicresel yolagin yiiriitilmesinde 6nemli ve etkin bir rol
oynamaktadir. Bu yolaklarin en o©nemlilerinden biri de protein

dongiisiidiir ve ATP bagimli proteazlar tarafindan yonetilmektedir.

1.2. ATP-Bagimh Proteazlar

ATP-bagimh proteazlarin en biiyiik ortak ozellikleri evrensel
olmalaridir. Buna karsin evrimsel koken ve homoloji olarak
birbirlerinden olduk¢a farklidirlar. Proteolitik aktif cekirdek
domainleri farkli ailelere iiyedirler. Proteozom ve HsIV N-terminal
niikleofil hidrolazlardir, ClpP serin proteaz ailesine aittir ve FtsH
cinko-metalloproteazdir. Farkli tip canlilarda ve hiicre i¢inde farkli
bolgelerde bulunan tiim bu proteazlarin ATPaz domaini ise AAA+

ATPaz ailesine aittirler (Tablo 1).

Tablo 1.1. ATP Bagimli Proteazlar ( Schmidt ve ark. 1999)

XX

FtsH Bakteriyel i¢ zar 1
Proteaz Organizma/Yerlesim Gen
1-AAA BaKteriyel i¢ zar 1
Sayisi
(Ymel)
Protebzom Okaryotik sitoplazma ve nukleus >392
m-AAA Baktérivel i¢ zar 2
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1.2.1. 26 S Proteozom

Okaryotlarda bulunan 26S proteazom, bilinen en biiyiik ATP-
bagimli proteazdir. Sitoplazmada ve niikleusta bulunan okaryotik
proteazomlar “ubikuitin ile konjuge olmus” ya da olmamis
proteinlerin ~ yikimim1  katalize eden  multikatalitik  proteaz
kompleksleridir. Ilk zamanlarda protezomun sadece hasarli veya
yanlis katlanmis proteinlerin geri doniisiimiinde rol oynadigi
diisiiniilse de son on yilda yapilan calismalar, hiicre dongiisiindeki
etkin roliine isaret etmis ve dolayisiyla hiicrenin hayatta kalmasinda
kritik Oneme sahip oldugunu agiga cikarmistir. Bugiine kadar
proteazomun bircok hiicresel siirecte merkezi ve vazgecilmez bir

oneme sahip oldugu ispatlanmistir.

Yaklasik 2600 kDa biiyiikliigiinde olan 26S proteazom,
silindirik sekilli proteolitik ¢ekirdegi olusturan 20S proteazom (700
kDa) ve poliubikitine baglanmay1 saglayan enerji bagimli 19S
diizenleyici kompleksten (900 kDa) olusur (Ciechonover, 1994; Coux
ve ark., 1996; Baumeister ve ark., 1998) (Sekill.2.). 20S kompleksin
daha basit yapisal organizasyonu bir¢cok Arkeal bakterilerde ve Gram
(+) Actinomycetes’lerde goriilmektedir (Dahlmann ve ark., 1989,
Bauer ve ark., 1997, Wilson ve ark., 1999, Barber ve Ferry, 2001,
Ozdemir, 2003).

a ve B olmak tizere iki tip altbirimden olusan Thermoplasma
acidophilum 20S proteazomu, birbirine bitisik yedi {iiyeli dort
halkadan meydana gelmektedir. Icteki halkalar proteolitik olarak
aktif B-altbirimlerinden olusurken distaki halkalar a-altbirimlerinden
meydana gelmektedir (Zwickl ve ark., 1992, Lowe ve ark., 1995,
Groll ve ark., 1997). 26S proteazomun 19S kompleksinin ATPaz

altbirimleri, birer AAA™ alt-ailesi iiyesi olup, proteazomun, substrat



proteinlere kovalent baglanan poliubikitin zincirlerini tanimasi
yoluyla susbtratin belirlenmesi, katlanmalarin agilmasi ve substratin

proteolitik bolgeye tasinmasindan sorumludur (Groll ve ark.,2005).

185 Regulatory —{
particie

205 Core —|
protease

189S Regulatory —
particia

@ Base non- ATPase subunits
© ATPasas
& Lid non-ATPasea subunits

@ Ubigutin moiety

Nature Reviews | Genetics

Sekil 1. 1. 26S Proteazom ( Sullivan ve ark. 2003 )

Katalitik oyugun aktif bolgeleri substrat ozgiilliigii ve
aktivitelerine gore birbirinden farkli olup benzer proteolitik aktivite
ve Ozgiillige sahip kimotripsin-benzeri, tripsin-benzeri ve post
glutamil peptid hidrolaz-benzeri olarak isimlendirilirler (Groll ve
ark., 2001). Proteinler 20S proteazom tarafindan 3-25 amino asitlik

peptidler olusacak sekilde siirekli pargalanir (Nussbaum, 1998).

Proteazomun Oncelikli gorevi protein yikimidir. Proteazom
substratlar1 arasinda sinyal molekiilleri, timor baskilayicilari, hiicre
dongiisii diizenleyicileri, transkripsiyon faktorleri, yikimlar diger
proteinleri aktive edecek inhibitor molekiiller ve anti-apoptotik

proteinler bulunmaktadir (Kisselev ve Goldberg, 2001)

1. 2. 2. Clp (Ti) Proteaz

XXII



E. coli CIpAP ve ClpXP kompleksleri, fizyolojileri ve calisma
mekanizmalart en iyi karakterize edilen ATP-bagimli proteazlardir.
Lon proteazdan farkli olarak proteaz aktif bolgesi ve ATPaz rezidiisii
farkli alt birimlerde bulunmaktadir (Gottesman S., 1996). ClIpA,
Hsp100/Clp ailesine ait 84 kDa biiyiikliigiinde iki korunmus ATP
baglanma motifine sahip bir ATPaz iken, ClpP 21 kDa’luk alt
biriminde proteolizis aktif bolgesi tasiyan, katalitik iicliiye (Ser’’,

. 122 171

His™ ™ ve Asp
ClpP, her biri 7 alt-tiniteli iki halkadan olugmaktadir. ClpA, ATP

) sahip bir Serin proteazdir (Wang ve ark., 1997) .

yoklugunda trimer iken, ATP varliginda ise 6 alt birimden olusan tek
bir halka olusturmaktadir. Mutasyonel analizler ilk ATP baglanma
bolgesinin ClpA’nin hegzamer olusumuyla iliskili oldugunu, ikinci
ATP baglanma bolgesinin ise ATPaz aktivitesi i¢cin gerekli oldugunu
gostermistir. ClpA’da ki iki ATP baglanma bolgesi de ClpA/ClpP
kompleksinin olusumunda gerekli goriinmektedir (Chung ve ark.,

1997).

ClpAP ve ClpXP proteazlar, birka¢ hiicresel aktiviteden
sorumludurlar ve farkli substrat 6zgiilliikklerine sahiptirler (Dougan ve
ark, 2002). ClpP, E. coli’nin sporulasyon safthasinda hayatta kalmasi
ve bazi hiicresel protein miktarlarinin diizenlenmesinde islevseldir.
Farkli canlilarda ClpP’nin hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina
gecisi gibi cesitli fizyolojik siireclere katildigi bilinmektedir
(Weichart ve ark., 2003).

ClpP proteaz geni insan genomunda 19. kromozomda
yerlesmistir ve mitokondriyal matrikste gorev yapmaktadir. Olgun
insan ClpP proteazinda enzim mitokondriye ulasinca N-terminal
bolgesinden mitokondriye yonlenmesini saglayan 59 rezidiiliik sinyal
dizisi kesilir. Insan olgun ClpP’si E.coli ‘deki homologu ile yiiksek

oranda (% 56 ) dizi benzerligi gostermektedir.
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Bitkiler ClpP’nin bircok kopyasini tasirlar.  Yalmzca
Arobidopshis thaliana on farkli ClpP benzeri proteaz tasimaktadir.

Bu enzimlerin bircogu kloroplast stromasinda yerlesmistir.

1.2.3. FtsH

FtsH, aktif merkezinde Zn** iceren ATP-bagimhi bir
metalloproteazdir (Akiyoma ve ark., 1995). FtsH proteazlar diger
ATP-bagiml proteazlardan farkli olarak membrana demirlemistir ve
6 tiyeli tek bir halkasal formdan olugsmaktadir. ftsh geni tarafindan
kodlanan ve yaklasik 70 kDa agirhiginda olan bu proteazlar 6zgiil
olarak membran icersinde yer alan proteinlerin ve sitoplazmik
proteinlerin yitkiminda yer almaktadir (Herman ve ark. 1993,

Tomoyosu ve ark., 1995, Herman ve ark., 1997).

FtsH, E. coli ‘de HfIK ve HfIC membran proteinlerine bagl
ve YccA ile gegici olarak birlesen bir membran proteini olarak rapor
edilmistir (Kiara ve ark. 1998). FtsH proteazlar faj enfeksiyonu
sirasinda faj ACII proteinlerinin seviyesinin diizenlenmesinde yer
almaktadir ve en 6nemli fonksiyonlar: 1s1 soku ile uyarilan E. coli
transkripsiyon faktorii 6°>’nin yikimidir (Herman ve ark. 1993,
Shotlan ve ark., 1997, Tomosoyu ve ark. 1995). FtsH ayn1 zamanda
E. coli’de temel translokasyon altiinitesi olan SecY’in kompleks

olmayan formlarinin yikiminda yer almaktadir (Akuyama ve ark.

1996).

Prokaryotlarda ve okaryotlarin mitokondri ve kloroplast ile
iligkili bolgelerinde yaygin olarak bulunmaktadir. A. thaliana 12
farkli FtsH proteaz homologu tasimaktadir. Bunlardan 3’i
mitokondride bulunurken, 9 tanesi kloroplastta bulunmaktadir. FtsH

proteaz solmus fidelerde birikmemesine ragmen, bir cok FtsH



geninin ekspresyonu yiiksek 1sik yogunluguna maruz kalinmasini

takiben artmistir (Synvani ve ark. 2004, Nakabayashi ve ark 1999).

FtsH mutantlar1 birgok degisik fenotip yansitmistir. FtsH2
mutantlar1 en farkli fenotipik degisiklikleri gosteren mutantlardir
(Takechi ve ark. 2000, Jhen ve ark. 2000). Ayrica bu mutantlar foto
inhibisyona asir1 hassasiyet gosterirler. FtsH 5 mutantlart aynm
arizalar1 daha hafif olarak gosterirken FtsH1 ve FtsH8 mutantlar1 ise
yaban tip bitkilerden farkli bir fenotip géstermemektedir. ( Sakamoto

ve ark. 2002, 2003)

In-vitro calismalar tilakoid FtsH’in birlesmemis proteinlerin
yikiminda rol oynadigim1 Onermistir (Osterzetser ve Adam 1997).
Ayrica foto sistem II reaksiyon merkezinde yer alan D1 proteininin
foto inhibisyon sonrasi onarilmasinda rol aldigi gosterilmistir (
Lindhal ve ark 2000). Farkli FtsH mutantlar1 ile yapilan in vivo
caligsmalar bu Onerileri destekler sonuglar vermistir. Tam olarak acik
olmamak 1ile birlikte FtsH proteazlarinin dogrudan ya da dolayl
olarak tlakoid yapisinin olusumunda etkili oldugu diisiiniilmektedir

(Sakamoto ve ark. 2002, S. Bailey ve ark. 2002).

1.2.4. HsIVU

[k olarak E. coli’de bulunan ATP-bagimli proteaz HsIVU,
Okaryotik 26S proteazoma homoloji gostermesi nedeniyle
proteazomun analogu olarak kabul edilmektedir (Seemuller ve ark.,
1995, Missiaka ve ark., 1996, Rohwild ve ark., 1996, Yoo ve ark.,
1996). HslIVU, peptidaz aktivitesine sahip HslV ve ATPaz ve saperon
aktivitesine sahip HslU bilesenlerinden olusan ATP-bagimhi bir
proteazdir (Chung ve ark., 1993). ClpQY yada CodWX olarak da
isimlendirilen ATP-bagimli proteaz ¢ok ilging olarak Okaryotik
proteazoma benzerlik gostermektedir ve bu sebeple 26S proteazomun

analogu olarak kabul edilmektedir (Gille ve ark. 2003).
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HslV temel gen dizisi, arkeal ve okaryotik 20S proteazomun
proteolitik core B-tipi altiinitesine oldukca benzerlik gostermektedir
(Chuang ve ark., 1993, Seemiiller ve ark., 1996, de Mot ve ark.,
1999). Bununla beraber HslV, 20S proteazom B-tipi altiinitelerdeki
gibi, N-terminalinde iki korunmus treonin rezidiisiine sahiptir
(Seemiiller ve ark., 1996). dir (Yoo ve ark., 1997). HslU,
Clp/Hsp100 protein ailesinin iiyesi olan bir ATPazdir ve saperon
aktivitesi gostermektedir (Seol ve ark., 1997, Nuewald ve ark., 1999,
Seong ve ark.,2000). Diger taraftan HslU nun, AAA-ATPaz ailesinin
bir iiyesi oldugu tespit edilmistir. Bu sebeple HslU, AAA-ATPaz
ailesine ait 6 bilesen iceren proteasomal 19S diizenleyici kapagin
taban kismi icin kullamish bir model sistem olusturmaktadir

(Glickman ve ark., 1998).

Yapilan c¢alismalar HsIU tek basina ATPaz aktivitesine
sahipken, HslV’nin tek basina zayif bir proteaz oldugunu, N-
Carbobenzoxy (CBZ)-Gly-Gly-Leu-7-amido-4-methyl-coumarin
(AMC) gibi belirgin florogenik hidrofobik peptitleri ve ayn1 zamanda
insulin B-zinciri ve kazein gibi polipeptitleri yavas¢a yikima
ugrattigini gostermistir, ancak ATP varliginda HslU ATPaz, HsIV’yi,
proteolitik aktivitesini 20 kat giiclendirecek sekilde uyarmaktadir
(Yoo ve ark., 1996, Rohrwild ve ark., 1996, Seol ve ark., 1997).
HsIVU proteazin, hiicre boliinmesi inhibitorii olan SulA (Cordell ve
ark., 2003), sicaklik soku faktorii o2 (Kanemori ve ark.1997) ve
transkripsiyon aktivatorii ResA (Torres-Cabassa ve Gottesman, 1987)
gibi kisa yasam siireli proteinlerin proteolizinde yer aldigi

bilinmektedir.

1.2.5. Lon

La olarak da adlandirilan ve ilk olarak E. coli de tanimlanan
Lon proteazlar arkeadan insana kadar biitiin organizmalarda
bulunmus yegane ATP-bagiml proteazlardir. (Swamy ve ark., 1981,
Goldberg ve ark., 1981, Charette ve ark. 1981). Lon ad1 lon genini
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kaybeden E. coli hiicrelerinin hiicre boliinme bozuklugu gosteren ve
yabani tip emsallerinden daha uzun olan mutant fenotipinden almigtir
(Howerd-Flanders ve ark. 1964). Kesfedildiginden giiniimiize kadar
gecen zamanda siiresince yapilan ¢alismalar Lon’un hem bakterilerde
hem de mitokondride, normal sartlarin devamliligi, protein kalite
kontrolii ve metabolik diizenlemeler icin temel olan bir proteaz

oldugunu gostermistir (Suzuki ve ark., 1997, Dyck ve Langer, 1999).

1.2.5.1 Lon Yapisi

Lon proteaz ile E. coli’de tanimlanmasini takiben yapilan
calismalar sonucu prorein yikimin enerji bagimli bir siire¢ oldugu ve
ATP’ye ihtiya¢ duydugu ortaya konulmustur (Waxman Ve Goldberg
1982). Dizi analizi homolojilerine gore Lon proteazlar, diger ATP-
bagimli proteazlarda oldugu gibi AAA+ protein siiperailesine
(ATPase associated with diverse cellular activities) aittir ve bu
ailenin iiyeleri DNA replikasyonunda, transkripsiyonda, membran
fiizyonunda ve proteolizisde yer almaktadir (Neuwald ve ark. 1999,

Ogura ve Wilkinson 2001, Lupas ve Martin ve ark., 2002).

Ee K Mo At Ce Dm S¢ T SB LI M M Mg Mpe Mpm Mp

Lon sms plon Lon  nlosm mlon LD30325 PMI Lon Lond Lom Lm Lo Lon
(Be-04) (&-139) (e-140) (e-144) (e-136) (148) (e133) (6-20)  (0.0) (e-157) (e-169) (e-161) (e-147)
00935 Lonlke mlon Lonl Len  CDE798
(0005) (e-138) (-137) (e-137) (e-119) (e-127)

mlon mLonl mlon
(e-138) (2e93) (e-136)
mLonl Lon
(e-136) (e-120)
Loa- Lonlike
plantlike (6e-89)

1)

Sekil 1.2. Farkli tiirlerdeki Lon prtoeazlar ; Ec, Escherichia coli; Hs,
Homo sapiens; Mm, Mus musculus, At, Arabidopsis thaliana; Ce,

Caenorahditis elegans; Dm Drosophila melanogaster; Sc, Saccharomyces



cerevisiae; Ta, Thermoplasma acidophilum; Ss, Sulfolobus solfataricus; Bs,
Bacillus subtilis; L1, Lactococcus lactis; Mt, Mycobacterium tuberculosis;
MIl, Mycobacterium leprae; Mge, Mycoplasma genetalium; Mpe,
Mycoplasma penetrans; Mpn, Mycoplasma pneumoniae; Mpu, Mycoplasma

pulmonis (Chandu ve Nandi, 2004 ).

Lon proteaz, hetero-oligomer olusturan diger ATP-bagiml
proteazlardan farkli olarak her bir polipeptidi hem ATPaz hem de
proteaz domaini iceren homo-oligomer yapisindadir. Lon proteazin
oligomerik durumu kesin olmamakla beraber E. coli ‘de 4’lii ya da
8’li (Goldberg ve ark. 1994), Mycobacterium’ da 4 ile 6 arasinda
(Roudiak ve Shrader, 1998, Rudyak ve ark. 2001), maya
mitokondrisinde 6’1 ya da 7°1i (Rudyak ve ark. 2001), Brevibacillus
thermoruber’de 6’l1 alt birimden (Lee ve ark., 2004) olustugu
belirtilmistir.

Lon proteazda, her alt birim temel olarak ii¢ “domain” icerir;
N- terminal “domain” (N domain), ATPaz “domain” (A Domain),
proteolitik “domain” (P Domain ) Lon proteazlar, “domain”
sayisindaki farklilik ve “domain”lerdeki karakteristik diziler temel
alinarak iki yan-aileye ayrilmaktadirlar, Lon A ve Lon B. Lon A
enzimler biiyiik bir N-terminal “domain” igerirken (6rn. Esherichia
coli, Thermus thermophilus Lon protease), Lon B enzimler N
“domain”e sahip degildirler fakat proteini membranin sitoplazmik
yiizeyine demirleyen, membrana koprii ayagi vazifesi goren bir
“domain”e sahiptir (Thermoplasma acidophilum Lon proteaz)
(Amerik ve ark. 1991, Goldberg ve ark. 1994, Roudiak ve ark. 1998,
Maupin-Furlow ve ark. 2000, Rotanova ve ark. 2004, Maehara ve
ark. 2008) (Sekil 1.2) . E. coli Lon N “domainin” protein baglama
yetenegine sahip oldugu goriilmektedir. 107 N-terminal rezidiisiinii
kaybeden E. coli Lon proteazin in vitro protein yikim aktivitesi kesin
olarak azalmistir (Rosulova ve ark. 1998). Benzer sekilde 90, 225 ya

da 277 N-terminal rezidiisiinii kaybetmis Mycobacterium smegmatis
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Lon proteaz tamami ile proteolitik aktivitesini kaybederken,
oligomerik durumda degisme gozlenmistir (Lee ve ark. 2004). Ebel
ve arkadaslarinin (1999) N-terminal domainin substrat ile iliskisinin
belirlenmesini saglayan E. coli Lon mutant ¢alismasinda proteazin

substrat 6zgiilliigiiniin degistigini belirtmislerdir.

AAA' module
1 19 09 A Bl 491 s2 585 S K T84
o [N ]
N - domain o/ - domain o-dom. P -domain
AAA* module

1 A TM-domain B s-1 208  s2 417 s K 6

[T
S

o/p-domain o-dom. P-domain

Sekil 1.3. Lon A ve Lon B ailelerinin temel 6zelliklerini gosteren
sematik diyagram. Lon A E.coli, Lon B A.fulgidus. Walker A ve B
motifleri yesil ile gosterilmistir. Katalitik aktif bolgeyi gosteren Serin
(S) ve Lizin (K) rezidiileri kirmizi ve turuncu ile gosterilmistir.
Sensor 1 (s-1) ve sensor 2 (s-2) mavi ve mor ile gosterilmistir. Lon B
ye ait membran baglanma bolgesi sar1 ile gosterilmistir (Rotanova ve

ark. 2000).

Her iki yan-aile, tipik AAA+ modiiliinii iceren ATPase (A)
“domain”e sahiptir. Karakteristik AAA+ “domain”i, bu “domain’i
karakterize eden Walker A ve B motifleri ve diger oldukca korunmus
dizilere sahip bolgeleri iceren 220-250 amino asitten olusmustur
(Neuwald ve ark. 1999). Sensor 1, niikleotid baglanmasinda yer alan
korunmus polar reziisiidiir. Bununla beraber sensér 1 mutasyonunun
ATPaz aktivitesini etkili bir sekilde bozdugu gosterilmistir ve
katalitik rolii oldugu Onerilmistir (Saraste ve ark., 1990, Besche ve

ark., 2004). ATPaz (A) “domain”in C-terminali, sensér 2 ya da
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“sensOr ve substrat ayirt eden domain” (SSD)” olarak gosterilmistir

(Neuwald ve ark. 1999, Smith ve ark., 1999).

ATPaz hidrolizine

yanit olarak bu “domain” ler konformasyonel ve oryantasyonel

degisiklige gitmektedir.

E.coli_Lon PDEYEKRDIHVHVPEGATPKDGPEAGIAMCTALY SCLTGNFVRADVAMTGE ITLRGOVLFIGGLKEKLL—----- RRHRGGI 731
B.subtilis LonA PDFHEKYDIHIHVPEGAVEKDGESAG I TMATALVSALTGRAV S REVEMTGE I TLRERVLPIGGLKEKAL-—---—- GRHFAGL 729
M.pneumoniae Lon PNLEKEVDINIHVPGGGIPKDG PEAGRALY TAT TS SLIGKKVDEKI AMTGE I TLRGKVMTIGEVIEKT T======= SHLYRGGY 754
M.genitalium_Lon PSLEKKIDINIHYPGEGIPKDGPBAGRALY TRI IS SLIGKKVDPTVAMTGE I TLRGKVLVIGGVEERTI======= SAYRGGV 754
M.penetrgns_Lcn PRIFGEIDLHVHVPSGGIPKDGESAGIALTTAILSALKNVE I B SNVAMTGE ITLRGRVLIIGGVKEKT[------- SAYRGGA 740
M.pulmonis_Lon DFCWENNSTHIHVPDGATPRDGESAGVTFTTAIISALTKREVS PLVGMTGE ITLRGKVLPIGGLEKEKS I-—----—- RRNKFGI 739
M.musculus_lon FDLLDNTDIHLHFPAGEVTEDGPSAGVT IVTCLASLE SGRLVA SOVAMTGE I TLRGLVL BVGG IKDKVL-------RAHRAGL 735
M.musculus_mlonl FOLLONTDIHLEFPRAGAVTKDGESAGYT IVICLASLE SGRLVR STVAMTGE I TLRGLVLEVGG IKDKVL-====== ARHRAGL 375
H.sapiens_pmn FDLLONTDIHLHE PAGAVTEDS BSAGYT IVTCLASLE SGRLVR SOVAMTGE ITLRGLYL VGG IKDKVL-=~==== ARHRAGL 795
H.sapiens Lon-plantl FOLLONTDIHLEFPAGAVTEDGESAGVT IVTCLASLE SGRLVR SCVAMTGE I TLRGLVL VGG TKOKV L=m===== BRHRAGL 658
H.sapiens_rnl.onl FOLLDNTDIHLHFPAGAVTEDGESAGYT IVTCLASLE SGRLVR SOVAMTGE ITLRGLVL VGG IKDKVL-====== RRHRAGL 524
A.thaliana_l.on; MNVLDERDIHIHFPAGAVPRDGESAGYTLVTALY S LR SORRVRADTAMTGEMTLRELVLIVEG THDK I L------- RRHRYGT 504
H.sapiens Lonlike NDYLVTSHIHLHVPEGATRKDGPSAGCT IVTALLSLAMGREVRQNLAMTGEY SLTGK ILFVGG IKEKTI--~----AAKRAGY 793
H.sapiens mlon NDYLVTSHIHEHVPEGATPKDGESAGCA IVTALLS LAMGRPVR ONLAMTGEV SLTGK ILVGG IKEKTI===~===ARKRAGY 910
M.musculus_mLon NDFLVTSHIHLHVPEGATPKDGESAGCT IVTALLS LALGOPVLONLAMTGEV SLTGKVL VGG IKEKTI—----—- RAKRAGY 896
D.melanogaster LD30523  NLPLEQEHIHLHVPEGATPKDGBSAGITIITALVSLATGKEVRODIAMIGEYSLKGKVLEVGGIKERTI-~==-== RARRSGY 758
D.melanogaster COBTE  NLPLEQEHIHLHVPEGATPKDGESAGITIITALVSLATGKEVRODIAMIGEY SLKGKVLEVGGIKERTI-~---== ARRR3GY 932
C.elegans_mLOn NKFFDKAHTHTHVPEGATRRDG BSAGVTLVS SLLSLALDRPYVQIMAMTGE I SLTGKVLPVGGIREKVI--~--~-ARRRVGR 930
.&.thaliana_nLam NQFFANSKLHLEVPAGATPRDGPSAGCTMITSLLS LATKKPVRKDLAMTGEVTLTGR ILPIGGYREKTI-----—- RRRRSQI 894
A.thaliana mLon NQFEANSKLHLEVEAGATEKDGESAGCTMITSLLSLATKRPVRKDLAMTGEY TLTGR ILPIGGVKEKTI-----—- RARRSQI 384
A.thaliana_t.cm NLEFANSELHLHVPEGRTEKDS B AGCTMI TS FLSLAMEKLYRKDLAMTGEY TLTGR ILPIGOVEEKT [======= RRRRSQI 8E0
A.thaliana LonLike NELFANSKLHLHVPRGATEE DG PR AGCTMI TS LLE LALKKPVRX DLAMTGEV TLTGRILAIGGVKEK T [=== = === BRRRSQV £98
s.cerevisiae_PIHl NREFEKASIHLHCPEGATEKDG PSAGVTMAT SFLSLALNKS IDEPTVAMTGELTLIGKVLRIGGLREKAV-----—- BAKRSGR 1087
C.elegans_l.on ==TLEDGDIHVHLPAGAVNEDGPSAGTGLACALYSLATNIPLR SOARVTGE I SLTGHVLPIGGVKERVL------- RAGREGL 724
B.subtilis_Lond GMAPSDYDIHINEPGG- IPIDGESAGIAMARG IESATHKIPTDNTVAMTGET SLNGLVK PIGEVIPK IK-------ARKQIGA 497
T.acidophilum Lon o MDIHIQEVGTYEGVEGISASYS IATAVISAIENIPYD)SVAMTGSLSVRGOVLEVGGVTARVE------- BRIEAGL 577
E.coll sms GLOMADODVEVIVVGGYEY TET-SADLALLLAMYVS SLRDRPLPQOLVVFGEVGLAGE IRFVPSGQER IS~~~ -~ ERAKHGE 424
B.coli B0955S  eeee FSASLTFEQS Y SEVDGDSASMAELCALISALADY PYNGSIAI TGSV DOFGRAG FVGGLNEK T EGEFAICOORELTGK 497
. * * . .

Sekil 1. 4. Korunmus Serin-Lizin Katalitik ikilisinin farkli tiirlerdeki
yerlesimi (Chandu ve Nandi, 2004 )

Bu degisikligin, “domain”in hedef proteine baglanmasi,

katlanmalarinin  agilmasi,  baglantili  fonksiyonel  proteolitik
“domain”e yonlendirme ve bu bolge ile esgiidiimlii aktivasyon gibi
fonksiyonlar1 yapacak hareket giiciinii sagladigi diisiiniilmektedir
(Wickner ve ark. 1999, Zwickle ve ark. 2000, Lupas ve Martin,

2002).

Lon proteazlar serin proteaz olmakla birlikte ne Lon A ne de
Lon B, P-“domain”lerinin amino asit dizileri klasik katalitik Ser-His-
Asp {lcliisii iceren serin proteazlar ile ya da diger protezlar ile

homoloji gosterirler (Amerik ve ark., 1988, Goldberg ve ark., 1994,




Rotanova ve ark., 2004). Rotanowa ve arkadaslarinin E. coli ‘de
yaptig1 kapsamli mutagenez calismalar1 (2004) ve onlar1 destekleyen
Botos ve arkadaslarimin E. coli Lon protazi P-“domain”i iizerine
yaptiklart yiiksek ¢oziiniirliikklii kristal yapr c¢alismalart (2004)
sonucunda Lon protazlarin aktif bolgelerinde Serin-Lisin katalitik
ikiliye sahip olduklar1 belirlenmistir (E. coli Lon Ser679 ve Lys722).
E. coli Lon proteaz aktif serin rezidii 679’un bilinen serin
proteazlarda bulunmayan, “KDGPSAG’’ korunmus bir fragmanda

yer aldig1 bulunmustur.

1.2.5.2. Lon’nun Fizyolojik islevleri

Stres proteinleri olarak bilinen Lon, 1s1 soku ve diger stres
durumlar1 gibi olumsuz kosullara yanit olarak uyarilmaktadir. E. coli
Lon proteaz, yiiksek 1s1 soku saperon sistemi DnaK/Dnal/GrpE ile
beraber anormal proteinlerin hizli yikimina katkida bulunmaktadir
(Grossman ve ark. 1983). Rapor edilen bir ¢cok caligmada (6rnegin,
Escherichia coli, Bacillus subtilis ve Streptomyces lividans gibi
tiirlerde) lon geninin 1s1 soku regulonuna ait oldugu rapor edilmistir
(Philips ve VanBogelen, 1984, Riethdorf ve Volker, 1994). Bununla
birlikte, lon genin sicaklikla uyarimi genel bir Ozellik degildir;
Myxococcus xanthus’un (LonV) iki lon geninden birisi ve Bacillus
brevis ve Brevibacillus thermoruber WR-249’ da oldugu gibi, 1s1
soku ile uyarilmayan lon genlerine ornektir (Ito ve ark. 1992, Tojo ve

ark. 1993).

Bakteriyel tiirlerde 1s1 soku genlerinin diizenlenmesi hem
pozitif hem de negatif kontrol mekanizmalar1 altindadir. E.coli’ de
181 soku genlerinin aktivasyonu &> adli faktor ile saglanmaktadir,
Normal kosullarda §** DnaK saperon sistemi ve basta FtsH olmak
izere proteazlar ile kararli olmayan bir formda tutulur. Is1 soku ile
birlikte hiicredeki kararli olmayan protein miktarinin artmasi ile
faktor kararli hale gelir ve genler anlatim yapmaya baglar. Bu tiir bir

pozitif kontrol, genel olarak prokaryotlar da bulunan bir 6zellik
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degildir. Prokaryotlardaki 1s1 soku genleri ¢ogunlukla gen iistiindeki
Ozellesmis baskilayicilar ile negatif olarak kontrol edilir. S. lividans
lon geni HspR (Heat shock protein regulatér ) / HAIR (HspR-
associated-inverted-repeat) regulonuna aittir. Normal kosullar altinda
bu regulon DnaK ve HspR baskilayici tarafindan olusturulan
kompleks tarafindan negatif olarak kontrol edilir. Is1 sokunu takiben
DnaK kararli olmayan proteinleri hedef alarak yapidan ayrilir ve
kompleks bozulur. Bunun sonucu olarak HspR’in iplikten diismesi

tizerine regulon anlatim yapmaya baglar.

Lon aktivitesinin bir diger diizenlenme mekanizmasi ise
0zgiil- inhibitorler ile onun proteolitik aktivitesini etkilemekten
gecmektedir. Ornegin, E. coli nin T4 faji ile enfektesini izleyen ilk
bir ka¢ dakikada bakteri hiicresinde anormal proteini yikimi durur.
Bu olayin sebebi faj tarafindan kodlanan bir protein olan PinA nin
Lon aktivitesini inhibe etmesidir. (Simon ve Randolph, 1983) PinA
infekte Ozelligini direkt olarak Lon iizerinden yiiriitiir ve enzimin
ATPaz bolgesine baglanarak onu inhibe etmektedir (Hillard ve ark.,
1998).

Bununla beraber Lon proteazlarin, gen ekpresyonunu kontrol
eden kritik diizenleyici proteinlerin mevcudiyetini kontrol ederek,
onemli diizenleyici fonksiyonlara sahip oldugu gosterilmistir.
Ornegin, hiicre boliinme inhibitorii olan SulA’yi yikima ugratarak
E.coli ‘de SOS yanitinin diizenlenmesinde rol alirlar. SulA, DNA
yikimi sirasinda sentezlenen hiicre boliinmesi sirasinda sentezlenen
hiicre boliinme inhibitoriidiir. Lon mutantlar UV 1sinlarina karsi
hassastirlar. UV 1sinlarina maruz kalinmasim1  takiben SulA
indiiklenip temel hiicre boliinme proteini olan FtsZ ile etkileserek
hiicre boliinmesini bloke eder. (Scoemaker ve ark. 1984, Huisman ve
ark., 1984). Lon proteazlar kapsiiler polisakkaritlerin biyosentetik
genlerinin transkripsiyonal aktivatorii olan RcsA’nmin yikimi ile de
kapsiiler polisakkarit tretimine katilirlar (Torres-Cabassa ve

Gottesman, 1987). Son yillarda E. coli Lon proteazin inorganik
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polifosfat (polyP) varliginda yeni bir substrat olarak ribozomal S2
proteini yikima ugrattigi belirlenmistir ( Kuroda ve ark. 2001, Nishii
ve ark. 2005).

Lon aym zamanda DNA-baglanma proteini olarak
davranmaktadir (Chung ve Goldberg, 1982, Charette ve ark. 1984, Fu
ve ark. 1996). ATPaz (A) domainin C-terminali, sensor 2 ya da
“sensOr ve substrat ayirt eden domain (SSD)” olarak gosterilmistir
(Neuwald ve ark. 1999, Smith ve ark., 1999). Lee ve arkadaslarinin
(2004) Brewibacillus thermoruber Lon proteaz ile yaptig1 calismada
ATPaz domainin SSD yan-bolgesinin DNA baglanmasi i¢in yeterli
oldugu gosterilmistir. Bakteriyel Lon proteazin enzimatik aktivitesi
ve DNA baglanmas1 arasindaki iligkisi ile ilgili ¢esitli gozlemler
rapor edilmigtir.  Bu calismalardan bir tanesinde, plazmit ve
bakteriofaj gibi biiyiik DNA molekiillerinin varliginin, Lon proteazin
ATPaz aktivitesini artirdigr gosterilmistir (Chung ve Goldberg,
1982). Buna karsin farkli bir calismada DNA, ATP hidrolizini
uyarmi§ ancak proteoliz aktivitesini inhibe etmistir (Charette ve ark.,
1984). Bu calismalar goz Oniine alindiginda prokaryotik Lon
proteazin DNA’ya baglanmasi, ATP hidrolizi, proteolizis arasindaki
iliski heniiz net degildir. Bundan baska, bakterilerde ve mayada
yapilan in vivo c¢alismalar, Lon proteazin ya transkripsiyon
faktorlerini uyararak ya da mRNA transkriptinin stabilitesini
etkileyerek gen ekspresyonunun Kkontroliinde yer aldigi ©ne

siirmektedir (Gill ve ark. 1993, Schmidt ve ark., 1994).

1985°de florojenik peptidler ile ATP ve Mg** varliginda
yapilan caligmalar, ATP hidrolizi sonucu substrat protein ve enzim
tizerinde bir fosfatlanma olmadigi, hidroliz sonucu ortaya cikan
enerjinin enzimin {i¢ boyutlu yapisin1 degistirdigi bulunmustur.
Ayrica 10 kDa’dan kii¢iik proteinlerin ATP varligina ihtiyac
duyulmaksizin yikilabildigi ortaya konulmustur ( Waxman ve

Goldberg, 1985).
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1986 yilinda E. coli disinda Lon proteaz ilk olarak Salmonella
typhimurium’da ¢alisilmistir. Yapilan mutasyon c¢alismlar1 sonucunda
E. coli Lon proteaza benzer sonuglar alinmistir (Downs ve ark.,

1986).

lon geni diger bir bakteri Bacillus brevis’den klonlanmis ve
karakterize edilmistir. 773 amino asitten olusan ve 87.4 kDa olan B.
brevis Lon proteazin, E. coli Lon proteaz ile % 54 dizi benzerligi
gosterdigi bulunmustur. B. brevis lon geni B. subtilis’in temel RNA
polimerazi tarafindan tanimmaktadir ancak E. coli ‘deki 1s1 soku
promotoruna benzerlik gosteren diziler gostermemektedir (Ito ve ark.

1992).

lon geni diger bir Bacillus tiiri olan B. subtilis’den
klonlanmistir. lon geni 774 amino asitten olusan 87 kDa protein
kodlamaktadir ve ATP-bagimli Lon proteaz, E. coli, B. brevis ve M.
xanthus lon geni iriinleri ile karsilastirldiginda gii¢lii bir homoloji

gostermektedir (Riethdorf ve ark., 1994).

Lon proteaz geni 1993’de bir gram-negatif toprak bakterisi
olan ve kompleks yasam dongiisii olan Myxococcus xanthus’den
klonlanmis ve dizi analizi yapilmistir. M. xanthus lon geni, E. coli ve
B. brevis lon genlerine sirasi ile % 60 ve 56 dizi benzerligi gosterdigi
tespit edilmistir (Tojo ve ark., 1993). M. xanthus lon geni bsgA’nin
spor olusumu ve sporulasyon sirasinda gen anlatiminin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig: tespit edilmistir (Gill ve ark.

1993)

Watanebe ve arkadaslarinin 1999 yilinda yapmis olduklar
calismada termofilik bir bakteri olan Thermus thermophilus HB8 /on
proteaz geni klonlanmis, dizilenmis ve nitelendirilme c¢alismalari
yapilmustir. Yapilan dizileme ¢alismalari Thermus thermophilus Lon
geninin (TT-lon), E.coli lon geni ile %56 homoloji gdsteren 2385
b¢’lik protein kodlayan bir diziye sahip oldugu ortaya konulmustur.
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T. thermophilus Lon proteaz aminoasit dizisi incelendiginde, diger
bircok Lon proteazda oldugu gibi bazi korunmus diziler tasidigi
bulunmustur. Bunlardan bazilar1 varsayllan ATP baglanma
bolgesinden hemen Once yer alan bir sistein rezidiisii ve katalitik aktif
bolgede yer alan serin rezidiisiidiir. TT-lon geni yaklasik 89 kDa’luk
bir protein kodlamaktadir. Proteinin saflastirilmasinin ardindan ATP,
Casein ve flourojenik peptidler ile yapilan aktivite deneyleri
sonucunda, proteazin E.coli’ den farkli olarak optimum calisma
sicakligr 70 C olarak belirlenmistir. Ayrica TT-Lon proteaz ile E.coli
Lon proteaz arasinda substrat ozgiilliigiinde farkliliklar goriilmiistiir.
Tiim bu calismalar sonucunda TT-lon geninin sicakliga dayanikli bir

Lon proteaz kodladig: ortaya konulmustur (Watanebe ve ark. 1999).

Lon proteaz hipertermofilik bir bakteri olan arkeaon
Thermococcus kodakaraensis KOD1’den klonlanmistir. 70 kDa
ATP-bagiml arkeal Lon proteaz AAA (ARTI) ailesine ait N-terminal
ATPaz domain ve varsayilan Kkatalitik ikiliyi iceren C-terminal

proteaz domain’e sahiptir.

Daha sonra yapilan calismalar 6karyotik Lon homologlarini
belirlemeye yonelik olmustur. Goldberg ve arkadaslar1 Lon benzeri
ATP-bagimli proteazlarin Okaryotlardaki varligini ilk olarak sican
karaciger mitokondrilerinde gostermislerdir (Goldberg 1992 ).
Maurizi ve arkadaslar1 ise insan Lon proteaz genini klonlamis ve 106
kDa’luk mitokondiriyal bir protein oldugunu ve. E. coli ve insan Lon
proteazlar1 arasinda % 58 oraninda bir benzerlik oldugunu
gostermistir (Maurizi M. 1994.). E. coli’de eksprese edilen
mitokondriyel lon geni in vitro’da bir Lon proteaz substrati olan alfa-

kazein’i etkin bir sekilde yikima ugratmistir (Wang ve ark. 1993).

Diger bir 6karyotik Lon proteaz, Saccharomyces cerevisiae’de
tespit edilmistir. Hiicre ¢ekirdeginde piml geni tarafindan kodlanan
ATP-bagiml proteazin bakteriyel Lon protoeaz ile benzerligi ortaya

konulmugtur. 1133 amino asitten olusan Pim/ geninin N-terminal
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ucunda bir mitokondiriyal hedeflenme dizisi tasidig: tespit edilmistir
Saccharomyces cerevisiae de ise 120 kDa Lon proteaz normal
mitokondiriyal aktivite i¢in zorunlu bir proteindir ve E .coli’ deki
benzeri ile % 60 oraninda benzerlik gostermektedir (Van Dyck Al ve

ark. 1994).

Protein oksidasyonu yasa bagli olarak hiicrede gerceklesen
oksidatif hasarin en biiyllk nedenlerinden biridir. Normal
yaslanmanin bir pargasi olarak proteinlerin % 30-40’1 oksidasyona
ugramaktadir (Davies, 1995, Sohal). Mitokondri serbest radikaller ve
iliskili oksidanlarin hiicre i¢indeki ana kaynagidir. Hiicrede duyarl
oksijen ve nitrojen cesitleri yasla beraber mitokondriyel iiretimin bir
sonucu olarak artmaktadir. Mitokondride yer alan antioksidasyon
sistemi, artan oksidasyonun verdigi zararin azalmasinda ve tolore
edilebilir diizeylere cekilmesinde onemli bir rol oynar. Lon proteaz
mitokondriyel —matrikste yer alan oksitlenmis proteinlerin
yikilmasindan sorumlu enzim olarak bu sistemin bir pargasini
olusturmaktadir. Lon proteaz ekspresyonunun ve aktivitesinin yasla
beraber azalmasi, yash ve hastalikli hiicrelerde oksidasyona ugramis
proteinlerin birikimi ve agregasyonunun artmasina yol agmaktadir.
Tiim bu 6zelliklerinden dolayr Lon proteaz’in yashilik kaynakli ya da
dejeneratif hastaliklarin neden oldugu protein birikmesinden
kaynaklanan, zararlarin onarilmasinda anahtar rol oynadigi

diistiniilmektedir (Ngo ve. Davies, 2007).

Bazi bakteri tiirlerinde Lon proteazin mutant oldugu
durumlarda hiicresel kusurlara yol actig1 bilinmektedir. Ornegin, E.
coli Lon mutant hiicrelerde, anormal proteinlerin birikimi, Lon
proteazin katlar1 agilmamis protein yikiminda yer alan temel protein
oldugunu gostermistir ( Maurizi ve ark. 1985). Bununla beraber UV
1s1igina karst asir1 duyarlilik, mukoidi, ipliksi biiylime ve bazi
bakteriofajlarin lizojenitesinde hasar yaratmaktadir (Gottesman ve

Mauriz, 1992).
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Lon genleri genel olarak yasayabilirlik icin gerekli genler
degildir. Yokluklarin da hiicre icinde yanlis katlanmis protein
birikimi meydana gelir bu da onlarin katlanmamis protein yikiminda
ana rollerden birini oynadigini gosterir. Buna ragmen Lon genlerinin
yasam i¢in ana etken oldugu durumlarda vardir. M. xanthus ta Lon V
geni yasayabilirlik icin gereklidir. Lon V geni delesyona ugramis
bakteriler oliir. M. xanthus daki diger bir Lon geni kopyasi olan Lon
D ise Lon V ye oranla ayn1 éneme sahip degildir. Lon D mutantlari
yasamlarin siirdiirseler de sporulasyon yeteneklerini kaybetmislerdir.
Buda iki genin farkli gorevleri oldugunun Onerilmesine neden
olmustur. Bu tarz diger bir 6rnek B.subtilis in Lon A ve B genleri

icinde gecerlidir.

Okaryotlarda Lon mutant hiicrelerde bircok hiicresel kusur
ortaya ciktifi gozlenmistir. Maya Lon mutantlari, solunum kusurlar1
ve fermente olamayan karbon kaynaklar1 bulunan ortamlarda biiyiime
yeteneklerini  kaybetmislerdir. Bu  mutantlarin  mitokondri
matrikslerinde inklizyon cisimleri birikir. Memeli hiicrelerinde Lon
proteazlar oksidatif sonucu hasar gormiis proteinlerin  geri
kazanilmasinda rol oynamaktadir. Mitokondriyel Lon yasanirlilik i¢in
gereklidir. Mitokondriyel Lon proteaz aktivitesinin azalmasi hiicre
boliinmesine zarar vermis ve doku oOliimiine neden olmustur. Lon
proteaz aktivitesinin tamamen kaybedilmesi ise hiicre 6liimiine neden

oldugu gozlenmistir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda Lon proteazlarin yalnizca
protein kalitesini degil bircok farkli hiicresel yolagi etkiledigi ve
kontrol ettigi bulunmustur. Enzimler araciligi ile hiicre dongiisiinii ve
metabolizmayi, O faktorleri araciligi ile sporulasyonu, DNA
polimerazlar, transkripsyonel aktivatorler, 6zgiil ribozomal proteinler
ve antioksinler araciligi ile stres yanitini, histon benzeri proteinler

araciligi ile patojeniteyi kontrol ederler.
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Sekil. 1.5. Lon proteaz’in hiicredeki gorevleri.

Geobacillus kaustophilus Hiicresel Yapi ve

Metabolizmasi

Bacillus genusunun yeniden siniflandirilmaya baslanmasindan bu
yana, daha once Bacillus tiyesi olarak bilinen birgok tiirden yola
cikilarak yeni genuslar olusturulmustur. 1990’lardan sonra ekstrem
ortamlarda kesfedilen, endospor olusturan halofil, asidofil ve
termofiller giderek biiyiiyen bir grup olarak ortaya cikmustir. 16S
rRNA gen dizisi karsilastirmalart sonucu bu ekstremofillerin cogunun

Bacillus ile yakin akraba oldugu anlagilmistir (Sekil-1. 7).
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Geobacillus genusuna ait tiirlerin tayini de yine bu yontem ile

yapilmistir.

G.thermoleovorans DSM 53667

G.kaustophiius DSM 72637

G.zalihae T1T

G.vuicani DSM 131747

G.lituanicus DSM 153257

G.thermocatenuiatus DSM 7307

G.gargensis DSM 153787

G. stearthermaophilus NCDO 17687

G uzenensis DSM 135517

G. jurassicus DSM 157267

G.subterraneus DSM 135527

G.thermodenitrificans DSM 4657

G. caldcy/iositicus ATCC 7003567

G.toebi DSM 145907

G.thermoghic osidasius ATCC 437427

G.tepidamans DSM 163257

G. caldoprateoisticus DSM 157307
G. pallictss DSM 36707

G. cebils DSM 160187

E.col

0.0z

Sekil 1.6. Geobacillus kaustophilus’un Geobacillus cinsinin diger

tiirlere gore filogenetik yeri (Rahman ve ark., 2007).

Geobacillus kaustophilus (HTA 426), Pasifik okyonusundaki Maria
Cukuru’nun derin deniz sedimentlerinden izole edilmistir (Takami ve
ark., 2004). Optimal biiyiime sicakligi 60 °C olmakla beraber, 70
°C’ta da biiyiiyebilen termofilik bir bakteridir. G. kaustophilus’in
yasam alani akuatik ortamlardir. Bu genusa ait diger tiirler ayni
zamanda  petrol  rezervlerinin  bulundugu ortamlarda da

goriilmektedirler. Biiyiime icin uygun pH aralig1 6.2-7.5dir.

G. kaustophilus, bir membran ve flagellaya sahip olmakla
beraber cubuk sekilli yap1 gosterir. Hiicreler koloni halinde
biiyiidiigiinde digbiikey ve seffaf bir goriintiiye sahiptirler. Bu tiir,
ayni zamanda endospor olusturan, aerobik, Gram (+) bir bakteridir.

1,5 uM x 3,5 puM biiyiikliigiinde hareket etmeyen, oval ya da



silindirik sporlar riizgarla tasinabilir (Bacillus Stock Center Catalog

of Strains).

G. kaustophilus; 3,54 Mb biiyiikliigiinde halkasal bir
kromozom ve 47.9 kb biiyiikliigiinde halkasal plazmit DNA’sma
sahiptir. Genom dizisi aci8a ¢ikarildiktan sonra, G. kaustophilus’ta
3498 adet protein kodlayan dizi bulunmustur. Bu kodlayici dizilerin,

genomun % 86’sina denk geldigi belirlenmistir (Takami ve ark.,

2004).

Tez Calismasinin Amaci

Lon ailesi proteazlar1 gorece yakin zamanda kesfedilen bir
proteaz ailesidir ve calisma prensipleri bir¢ok organizmada
arastirlmaya devam edilmektedir. Ozellikle Lon proteazlarin hiicre
icindeki protein kalite kontrol mekanizmasinin disinda diger kontrol
dongiilerinde oynadigi 6nemli roliin kesfedilmesi ile birlikte bu
ailenin iizerinde yapilan bilimsel ¢aligmalar daha da artmistir. Bu
baglamda farkli organizmalardan yeni Lon proteazlarin izolasyonu,
biyokimyasal ve genetik nitelendirilmesinden elde edilecek veriler,
bu 0zgiin proteaz sisteminin hiicre i¢inde oynadig1 biyolojik rolii ve
calisma prensiplerini anlamakta yarar saglayacaktir.  Tim bu
bilgilerin 1s183inda bu projede termofilik bir bakteri tiirii olan
Geobacillus kaustophilus’a ait ATP-bagimli Lon proteaz’in geni ilk
defa calisilmistir. Bu tez calismasinda G. kaustophilus tarafindan
tiretilen ATP-bagimli Lon proteaz enzimini kodlayan lon geni E. coli
hiicresine klonlanmasi, gen dizisinin belirlenmesi ve eksprese

edilmesi hedeflenmistir.

2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar
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2-propanol, Asetik asit, % 99,5 Etanol, Fenol, Kloroform,
Izoamilalkol, B—Merkaptoetanol, MgS0O,.7H,0, NaCl, NaOH, HCI
(Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, NJ, USA), Tris Base,
Ampisilin (F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland), Agaroz
(Prona, Madrid, Spain), EDTA (Alfa Aesar GmbH & Co KG,
Karlsruhe, Germany), Etidyum Bromid, Sodyum Asetat, Glisin,
MgCl,, Kazein, SDS, MOPS, PEG (6000 g/mol) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA), IPTG, X-Gal, (MBI Fermentas AB, Vilniues,
Lithuania), KCI ( Riedel-de Haen, Hanover, Germany), Bacto Agar,
Tripton, Maya Oziitii, Nutrient Broth (Difco, Detroit, USA) % 40
Akrilamid Soliiyonu (AppliChem).

2.1.2. Kullanilan Enzimler ve Tamponlari

Taqg DNA Polimeraz ( Bioron GmbH Ludwigshafen Germany )
Lizozim (F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland), Proteinaz
K, RNase A, Tag DNA Polimeraz, 10X PCR Buffer, T4 DNA Ligaz,
1X Ligasyon Tamponu, BamHI Restriksiyon Endoniikleaz, Tampon
O, Sall Restriksiyon Endoniikleaz, Tampon R, Xhol Restriksiyon
Endoniikleaz, Tango Evrensel Tampon (MBI Fermentas AB,

Vilniues, Lithuania).

2.1.3. Kullanmilan Niikleotidler

dNTP (MBI Fermentas AB, Vilniues, Lithuania), Adenosine-5’-
thriphosphate disodium (ATP) (Alfa Aesar GmbH & Co KG,
Karlsruhe, Germany).

2.1.4. Kullanilan Kitler

Mini Plazmit Izolasyon Kiti (Promega Corporation, Madison, USA),
Jelden DNA Saflastirma Kiti (QIAGEN, Stanford, USA)
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2.1.5. Kullanilan DNA Molekiiler Belirteci

Molekiiler DNA belirtecleri (MBI Fermentas, 1 kb DNA marker,
O'GeneRuler™ 1 kb, SM1163) Molekiiler Protein Belirteci (
Applichem Gmbh, Protein Marker IV A3993 )

A p  ng/0.opg B
10000 30 6 LRl
8000 30 5]
6000 7O 14 ——— 100 kDa
5000 30 3]
4000 a0 B 80 kDa
3500 30 [§]
= 3000 70 14 —
= 2500 25 5
= 2000 25 5
& 1500 25 5
; 40 kDa
7} 1000 60 12
8 750 25 5
Ej 20 kD
= 500 25 5 2
~ 250 25 5 20 kDa
S
=2
=i
k=]
§
0.5pg/lane, Bcm length gel, —— 10 kDa
1X TAE, 7W/cm, 45min

Sekil-2.1. Molekiiler DNA belirtecleri A) 1 kb Molekiiler DNA
belirteci (Fermentas, SM1334) B) 10-150 kDa Protein belirteci
(Applichem Gmbh)

2.1.6 Kullanilan Plazmid Vektorler

2.1.6.1 pGEM-T Vektor Sistemi

Bu tez calismasinda pGEM-T Vector System (Promega,
Madison USA), Geobacillus kaustophilus’tan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile elde edilen Lon genini klonlamak ig¢in
kullanilmistir.  pGEM-T T-A klonlama adi verilen yontem icin
hazirlanmig bir vektordiir. Vektor, pGEM-5Zf(+)’nmin EcoRV ile



kesilip her iki 3’ ucuna Timin eklenmesiyle hazirlanmistir. Bu
cikintilar hem plazmidin kendi iistiine kapanmasini engeller hem de
PCR asamasinda kullanilan Tag DNA polimerazin bir 6zelligi olarak
genin her iki 3’ ucuna da biraktig1 deoksiadenozin’lerin klonlama i¢in

kullanilmasina imkan verir. (Robles ve Doers, 1994).

Plazmid klonlarin secilimi icin iki farkli secenek sunar. ilk
olarak Ampisilin diren¢ geni tasir ve bu sayede transformasyon
esnasinda plazmidi basarili olarak alan hiicrelerin secilimi saglanir.
Ikinci 6zellik ise klonlamanin varligimi anlamak adina yapilmistir.
Plazmid B-Galktosidaz enziminin bir bileseni olan a peptidinin genini
tagir. Plazmidin ¢oklu klonlama bdolgesi bu genin icine
yerlestirilmistir. Eger klonlanmak istenen parca plazmidi girerse o
peptidi olusamaz ve [-Galktosidaz enzimi aktif hale gelemez. Bu
sayede klon tasiyan ve tasimayan bakteirler X-Gal iceren besiyerlerin
de mavi-beyaz koloni secimi yontemi ile ayirt edilebilir. Ayrica
plazmid gerektiginde her iki yone de okuma yapmay1 saglayacak T7

ve SP6 promotorlarini tagir.

=

! 1 start
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Astll 20
Sphl 26
BstZl 3
col a7
Sacll &
Spel 55
Notl 62
BstZI 62
Psil 73
Sall 75
i 82
Sac 94
BstXl 103
NS 112
—
T spe | '2°

Sekil-2.2. pGEM-T vektor haritasi. Coklu klonlama bolgesi ve genel

ozelliklerini gosteren sekli.

2.1.6.2. pGEX Vektor ve GST Fiizyon Sistem
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Glutatyon S-transferaz (GST) Gen Fiizyon Sistemi, Eschericia
coli’de iretilen proteinlerin ekspresyonu, saflastirilmast  ve
belirlenmesinde kullanilan ¢ok yonlii bir sistemdir. Bu sistem,
Schistosoma japonicum GST’1 ile flizyon halindeki gen ya da gen
fragmanlarinin yiiksek derecede uyarilabilir ekspresyonunu temel
almaktadir. E. coli’de ifade edilen fiizyon proteinlerinin amino
ucunda GST uzantisi yer alirken, ilgilenilen protein karboksi ucunda
yer almaktadir. Olusan fiizyon proteini, hiicre sitoplazmasinda

birikmektedir.

GST fiizyon proteinleri, immobilize glutatyon kullanilarak
bakteriyel  hiicre  Oziitlerinden  afinite = kromatografisi ile
saflagtirilmaktadir. GST fiizyon proteinleri, kromatografi ortaminda
tutulur ve baglanmayan proteinler, yikama ile uzaklastirtlir. GST
flizyon proteinin antijenik ©Ozellikleri ve fonksiyonlari, saflastirma
stiresince korunur. Fiizyon proteinlerindeki GST uzantisi, tanima
dizileri pGEX plazmidlerinin ¢oklu klonlama bdlgelerinin hemen {ist
tarafinda bulunan ve bdlgeye 0zgii kesim yapan proteaz kullanilarak
uzaklastirilabilir (Sekil-2.3). Flizyon proteinler, kolorimetrik ya da

immiinolojik yontemler kullanilarak belirlenebilir.

GST fiizyon proteinleri, bir gen ya da gen fragmaninin 10
farkli pGEX vektoriinden birisinin c¢oklu klonlama bdlgesine
eklenmesiyle olusturulmaktadir (Sekil-2.3). Ekspresyon, laktoz
analogu izopropil B-D tiogalaktozid (IPTG) tarafindan uyarilan fac
promotorunun kontrolii altinda gergeklestirilir. Tiim pGEX vektorleri,
ayrica internal lacl® geni icerir. Bu genin iiriinii olan baskilayici
molekiil, fac promotorunun Operatdr bolgesine baglanip genin
ekspresyonunu IPTG ile uyarilana kadar engelleyerek asiri

ekspresyonu kontrol altina almaktadir.

Bu tez ¢alismasinda pGEX-6P1 plazmidi, oncelikle pPGEM-T
plazmidine klonlanan /on genlerinin ekspresyon vektorii olarak

kullanilmistir. pGEX-6P-1 plazmidi, Sekil-2.3’de goriildiigii gibi
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coklu klonlama bolgesinde ilgili genlere uygun restriksiyon kesim
bolgeleri icermektedir. Ayrica, ¢oklu klonlama bdlgesinin hemen
tizerinde GST fiizyon proteinin saflastirnllmast  asamasinda
kullanilacak olan  PreScission Proteaz’in tamima bdolgesini

icermektedir.
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pGEX-6P-1 (27-4587-01)
PreScission Protease

|Leu Glu Val Leu Phe GIn~Gly F":uI Leu Gly Ser Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His
CTG GAAGTT CTG TTC CAG GGG CCC CTE GGA TCC COG GAA TTC CCG GET CGEA CTC GAG CGE COG GAT

BamHI  EcoRl gpa; Sall Xpgi Mot
_____.|. Tihi11 1
e Aatll
Y B
, .
/ :JS_1E.+EamFSh01:—?\
Y
II

pGEX | < )

~4900 bp

Sekil 2.3. GST fiizyon vektorii pGEX-6P-12’in ac¢ik okuma ¢ercevesi

ve genel Ozelliklerini gosteren haritasi.

2.1.7 G. kaustophilus lon Geninin Restriksiyon Enzim

Haritalarinin Cikartilmasi

G. kaustophilus genomundaki (NCBI Gene Databank,
NC_006510) Lon geninin (lon, GenelD: 3185575) restriksiyon enzim
haritas1 NEBcutter programi ile yapilmistir (Sekil 2.4). Gen
dizilerindeki rekstriksiyon enzim kesim bolgeleri belirlendikten sonra
uygun klonlama ve ekspresyon vektorleri secilmis ve gen icin bu
vektorlerin ¢coklu klonlama bolgelerine eklenmesini saglayacak ileri

ve geri primerler tasarlanmistir.
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Sekil 2.4. lon geninin restriksiyon haritasi. Mor ile yazilanlar ticari
olarak ulasilabilir restriksiyon endoniikleazlar, sar1 ile yazilanlar
ticari olarak ulasilamayan restriksiyon endoniikleazlar ve ‘*’ ile
isaretlenenler etkilenen

CpG  metilasyonundan restriksiyon

endoniikleazlart gostermektedir.

2.1.8 Kullanilan Bakteri Soylar1

Genom projesi yakin bir zamanda tamamlanan ve ATP-
bagimli proteaz Lon’u kodlayan genleri icerdigi, gen bankasindaki
bilgilerle dogrulanan G. kaustophilus tirii, The Bacillus Genetic
Stock Center, Department of Biochemistry, The Ohio State
University’den temin edilmistir. G. kaustophilus hiicreleri, nutrient
agar besiyerine ekilerek 60 °C’ta gece boyu biiyiitiilmiis ve hiicrelerin

bulundugu plateler ayda bir pasajlanarak +4 °C’ta saklanmugtir.



Ayrica hiicre stoklari, % 20 gliserol iceren Nutrient Broth besiyerinde

-80 °C’ta saklanmugtir.

Calismada klonlama hiicresi olarak E.coli DHS5a soyu
kullamilmistir. Tasidig1 bircok ozellik sayesinde soy rekombinant
DNA caligmalar i¢in oldukca kullanishdir. DH5a soyu bir hiicre ici
endoniikleaz olan A1 mutantidir. Bu 6zelligi sayesinde hiicre ici
plazmid kararliligin1 arttirmaktadir. Tasidigi hsdR17 mutasyonu
EcoKI restriksiyon modifikasyon sistemini elemine ederek DNA’nin
metilasyonunu ve dolaylli olarak yikimm engeller. Tasidig
A(lacZ)M15 alfa akseptor allelli sayesinde lacZ temelli vektorler ile
yapilan mavi-beyaz koloni secilimi, c¢alismalarina uygundur.
Hiicreler RecA mutant olmalar1 sebebiyle homolog rekombinasyonu
onleyerek, plazmit multimerizasyonunu ve yapisal bir delesyon
olusmasini engeller. DHS5a E. coli soyu GYTE Biyoloji Boliimii
Protein Molekiiler Biyolojisi Laboratuvari, Do¢. Dr. Sedef Tunca
Gedik’ten temin edilmistir. Hiicre kiiltiirii, Luria Broth besiyerinde
gece boyunca 37 °C’ta biiyiitiilmiistiir, biiyliyen hiicreler ayda bir
pasajlanarak saklanmistir. % 20 gliserol iceren Luria Broth

besiyerindeki hiicre stoklar1 ayrica -80 °C’ta saklanmustir.

pGEX-6P-1’e klonlanan /on geninin ekspresyonu i¢in E. coli
BL21-CodonPlus  (DE3)  (Stratagene) kompetan  hiicreleri
kullanilmigtir. BL21-CodonPlus (DE3) hiicreleri T7 promotoru
tasiyan plazmitlerin uyarimi sonucu yiiksek miktarda protein
anlattmmi saglar ve bu Ozelliginden dolayr protein anlatim
caligmalarinda kullanilmak icin ideal bir soydur. E. coli‘deki
heterolog proteinlerin ekspresyonu yalnizca kaynak hiicrede bulunan
nadir tRNA’larin, konak¢i E. coli soylarinda bulunmamasindan
dolayr smirlanmaktadir. Heterelog proteinlerin asir1 anlatimi nadir
tRNA’larin tilkenmesine yol agarak anlatimin durmasina neden olur.
BL21-CodonPlus (DE3) hiicreleri bu nadir bulunan tRNA genlerinin

fazladan kopyalarim tasimaktadir ve bu sayede hiicrede olusabilecek
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tRNA eksikligi giderilmistir. 200 pl’lik hacimdeki ependorf tiiplere

alinan kompetan hiicreler -80 °C’ta saklanmigtir.

2.1.9. Kullanilan Cozelti ve Besiyerleri

Sterilizasyon agamasinda oOrnekler 121 °C’ta 20 dakika siire ile

otoklav edilmistir

Luria Broth (1 L, pH:7,5)
10 gr Triptone

5 gr Yeast extract

10 gr NaCl

dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir.

Luria Broth (1 L, pH:7,5)-Agar
10 gr triptone

5 gr Yeast Extract

10 gr NaCl

15 gr Agar

dH,0 ile 1 L’ye tamamlanuir.

LB-Agar/IPTG/X-GAL/Amp Besiyeri (1 L)
50,4 pg/ml X-GAL 1 ml

200 pg/ml IPTG

50 pg/ml Ampisilin

LB-Agarile 1 L’ye tamamlanir.

TSS (pH:6,5)

% 10 (w/v) PEG (6000 g/mol),
% 5 (v/v) DMSO

50 mM MgCl,

SOB Medyum



% 2 (wl/v) Triptone

% 0,5 (w/v) Yeast Extract
10 mM NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSO4

SOC Medyum (1 L)

SOB medyuma 1/100 hacminde 2 M Glukoz eklenir.

Ampisilin (5 ml, 10 mg/ml)
0,5 g Ampisilin, dH,O ile 5 ml’ye tamamlanir.

IPTG (5 ml, 200 mg/ml)
1 g IPTG, dH,0 ile 5 ml’ye tamamlanr..

Sodyum Asetat Tamponu (pH 4.8)
25 mM Sodyum Asetat

5mM

1 mM MgCl,

TE (Tris-EDTA), pH7.5
10 mM Tris
1 mM EDTA

% 1’lik Agaroz Jel (40 ml)

0,4 g Agaroz,

3 ul EtBr (10 pg/ul stoktan)

1XTAE Buffer ile 40 ml’ye tamamlanir.

Fosfat Tuz Cozeltisi (PBS) Tamponu
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1,4 M NaCl
27 mM KCl
101 mM Na2HPO4
18 mM KH2PO4

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (1L)
2,02 g Tris

14,4 g Glisin

0,5 g SDS

dH20 ile 1L’ye tamamlanir

Coomassie Blue Boyama Soliisyonu (1L)

1 g Coomassie Blue R-250
450 ml Metanol

100 ml Glasiyal asetik asit
450 ml dH,O

Boyadan Aritma Soliisyonu (1L)
400 ml Metanol

100 ml Glasiyal asetik asit
500 ml dH,O

Soliisyon A (BCA icin 100ml)
1 gr Sodyum Bicinchoninate (BCA)

2 gr Sodyum Karbonat

0.16 gr Sodyum Tartarat

0.4 gr NaOH

0.95 gr Sodyum Bikarbonat (pH: 11.25)



dH,O0 ile 100 mL’ye tamamlanir.

Soliisyon B (BCA icin 10ml)
0.4 gr Bakir siilfat. SH20

dH,0 ile 10 ml’ye tamamlanir

2.1.10 Kullanilan Cihazlar

+ 4 °C Sogutucu (Argelik), - 20 °C derin dondurucu (Argelik), - 86 °C
derin dondurucu (Thermo, Forma -86C ULT Freezer), Buz Makinesi
(BAR-LINE BF85), Yatay Elektroforez Sistemi (BIO-RAD, MINI-
SAB CELL CT), Gii¢ kaynag1 (BIO-RAD, PowerPac Basic), Masa
Ustii Santrifiij (Heraeus, Labofuge 400R), Masa Ustii Santrifiij
(BACKMAN COULTER, Microfuge 22R), Otoklav (HIRAYAMA,
HICLAVE HVE-50), pH Metre (Hana Instruments, pH 211
Microprocessor pH Meter), Steril Kabin (Heraeus, HP48), Etiiv
(BINDER, 9010-0078), Inkiibator (Heraeus, D-63450 Herau),
Calkalamal Inkiibator (Edmund Biihler, KS-15), Su Banyosu
(TECHNE, TE-10A Tempette), UV Goriintilleme Cihazi (Vilmer
Lourmart), Mikrodalga Firin (Kumtel), Spektrofotometre (BIO-RAD,
Smartspec 3000 ) Spektrofotometre ( Shimadzu).

2.2. Yontemler

2.2.1 Geobacillus kaustophilus’tan Kromozomal DNA Izolasyonu

Geobacillus kaustophilus kromozomal DNA’s1, Ronimus ve
arkadaslarinin (1997) gelistirdigi yontem kullanilarak izole edilmistir.

Izolasyondan sonra DNA &rnekleri, TE tamponu (pH:6-7) ile
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doyurulmus fenol ile 1 kez, fenol:kloroform (1:1, v/v) karisimu ile 2
kez oziitleme yapildiktan daha sonra 1/10 hacminde 3 M sodyum
asetat (pH:5,2) ve % 99,9’luk etanol ile ¢oktiiriilmiis ve % 70’lik
alkol ile yikanmigtir. DNA konsantrasyonu, spektrofotometrik olarak
260 nm’de absorbans Ol¢limii yapilarak belirlenmistir. DNA
konsantrasyonu 1 Ajg iinitesinin 50 pg/ml esit oldugu kabul edilerek
hesaplanmustir. Protein icerigi ise ODy60/OD;gy orani dikkate alinarak

saptanmistir (Sambrook ve ark., 1989).

2.2.2. Geobacillus kaustophilus lon geninin PCR ile

cogaltilmasi.

Klonlama ve ekpresyon c¢alismalarinda kullanilacak /lon
genine ait DNA fragmanlar, G. kaustophilus’dan elde edilen
kromozomal DNA’nin kalip olarak kullanildigi Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile c¢ogaltlmistir. Geni c¢ogaltmak igin
Geobacillus kaustophilus genom dizisi dikkate alinarak (NCBI Gene
Databank NC_006510) lon (Gene ID: 3185575) igeren bdlgeyi
cogaltmak iizere primerler tasarlanmistir. ileri ve geri primerlerin 5’
uclarina, kullanilan ekspresyon vektoriiniin ¢oklu klonlama
bolgelerine uygun sekilde yerlesmesini saglayacak BamHI ve Xhol

kesimi icin tanima bolgeleri eklenmistir.

Tablo 2. 1. PCR icin tasarlanan primerler
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Primer Restriksyon
Endonukleaz
5’-ATGGATCCGTGAACGGAAAGAAAAAGGAG3’ BamHI

5’- TTGGCTCGAGCCGATTGATCATTTTGTTG-3’ Xhol




PCR reaksiyon karigimi 50 pl 1X PCR tamponunda (750 mM
Tris-HCl, pH:8,8; 200 mM (NH4)>SO4; % 0,1 Tween 20), 2,5 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTP, (her birisi icin) 100 pmol ileri ve geri
primerler, 2,5 U Tag DNA Polimeraz (MBI Fermentas AB, Vilnius
Lithuania) ve 20 ng kalip DNA icermektedir.

Reaksiyon, bir termal dongii (MJ Research INC, PTC-200
USA) cihazinda toplam 32 dongii olarak yiiriitiilmiistiir. 30 kez
tekrarlanan bir PCR dongiisiindeki asamalar soyledir; denatiirasyon
icin 94 °C’ta 1 dakika, primer baglanmasi i¢in 58 °C’ta 1 dakika ve
polimerizasyon i¢in 72 °C’ta 2 dakika. Reaksiyon, baslangicta 94
°C‘ta 2,5 dakikalik denatiirasyon dongiisii baslatilmis ve 72 °C’da 10

dakikalik ek bir polimerizasyon dongiisii ile tamamlanmustir.

PCR iriinleri % 1 lik Agaroz Jel Elektroforezi ile
gozlenmistir. DNA fragmanlarinin biiyiikliigii 1 kb molekiiler DNA
belirteci (MBI Fermentas, 1 kb DNA marker, O'GeneRuler™ 1 kb,
SM1163) standart olarak kullanilarak belirlenmistir. Jel fotograflari,
Jel Dokiimasyon Sistemi (Vilber Lourmat, Germany) kullanilarak

goriintiilenmistir.

2.2.3 PCR Uriiniiniin Agaroz Jelden Saflastirilmasi

PCR ile cogaltilan lon’a ait DNA fragmani, % 1’lik Agaroz
Jele yiiklenmis ve jeldeki fragman yaklasik bir saat elektroforez ile
yiiriitiilmustiir. Elektroforezden sonra, jel goriintiileme cihazi (UV
151k altinda) ile goriintiilenen uygun bantlar steril bistiiri ile kesilerek
ependorf tiiplere aktarilmistir. Kesilen jel parcaciklarinda bulunan

DNA fragmanim jelden saflastirmak icin Jelden DNA Saflastirma
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Kiti kullanilmistir (QIA Quick Gel Extraction Kit, QIAGEN). Kitte
belirtilen prosediire uygun olarak saflastirilan DNA, konsantrasyonu

olciildiikten sonra -20 °C’ta saklanmustir.

2.2.4. PCR Uriinlerinin Klonlanmasi

Lon genini igeren fragman pGEM-T vektoriine (pGEM-T
Vector System I, Promega) aktarilmistir. Bunun ic¢in hazirlanan
reaksiyon karigimi 2X ligasyon tamponu icerisinde 50 ng pGEM-T
DNA’s1, 65 ng PCR fragmani ve 3 U T4 DNA Ligaz iceren reaksiyon

karigimlart +4 °C’ta gece boyunca inkiibe edilmistir.

2.2.5 Transformasyon ve Rekombinant Hiicre Secimi

Klonlama caligmalarinda konakc¢i olarak kullanilan E. coli
DH5a hiicrelerinin kompetan hale getirilmesi ve transformasyonu
icin Chung ve arkadaslari (1989) tarafindan Onerilen yontem
kullanilmistir. Bu prosediire gore, kompetan hale getirilecek hiicreler
5 ml s1v1 LB’ye ekilmis ve gece boyu inkiibe edilmistir. Ertesi giin bu
kiiltirden alinan 100 pl’lik hiicreler 10 ml’lik taze sivi LB’ye
ekilmistir. Hiicrelerin biiylime miktarlar1 spektrofotometre ile 600
nm’de Olgiilerek, istenilen OD degerine (0.4-0.5) gelmesi
beklenmistir. Kiiltiir istenilen OD’ye gelince +4 °C’ta 3000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. OD o6l¢iimlerinden
sonra kalan kiiltir hacminin % 10’u kadar TSS eklenmis ve pellet
buz icinde c¢oziildiikten sonra hiicreler transformasyon icin

kullanilmistir.

Daha oOnce buzda tutulup sogutulan tiiplere ligasyon
reaksiyonundan 5 pl konulduktan sonra yeni hazirlanan kompetan E.
coli DHS5o hiicrelerinden 50 pl eklenmistir. Tiipler yavasca
karistirildiktan sonra buz da 20 dakika bekletilmis ve hemen ardindan
hiicrelere 42 °C’ta 45 saniyelik 1s1 soku uygulanmis ve buzda 2

dakika daha bekletilmistir. Her bir tiipe 950 pl SOC medyum eklenip
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37 °C’ta, 200 rpm’de 1,5 saat inkiibe edilmistir. Transformasyonun
ardindan seyreltilen hiicreler ampisilin, IPTG ve X-GAL igeren segici

besiyerine tek koloniler elde etmek iizere ekilmislerdir.

37 °C’ta gece boyu inkiibasyondan sonra beyaz renkli olasi
rekombinant hiicreler toplanmis ve yeni ortama ¢izilerek saf kiiltiir
hazirlanmistir. Rekombinant koloniler, besi yerinde gece boyu
bityiitiildiikten sonra her birisinden Mini Plazmit Izolasyon Kiti
(Promega Corporation, Madison, USA) kullanilarak plazmit DNA
izolasyonu yapilmistir. Izole edilen rekombinant plazmitler uygun
restriksiyon endoniikleazlar ile (lon BamHI-Xhol) ile kesilerek
irdelenmistir. Agaroz jel elektroforezi ile dogrulanan, Lon genini
tastyan pGEM-T/lon plazmiti, ekpresyon vektoriine (pGEX-6P-1)

aktarilacak lon fragmani i¢in kaynak olarak kullanilmistir.

2.2.6. Klonlanan lon DNA’sinin Dizilenmesi

Lon genini iceren rekombinant pGEM-T/lon plazmiti jelden
DNA izolasyon kiti ile izole edildikten sonra uygun
konsantrasyonlardaki ornekler, dizilerinin okunmas1 igin Iontek
Ltd.’ye (Istanbul, Tiirkiye) gonderilmistir. DNA dizilemesi, pGEM-T
plazmitinde bulunan SP6 promotoruna uygun primer ve her iki gene
ait ileri ve geri primerler kullanilarak yapilmistir. pPGEM-T vektoriine
ait coklu klonlama bolgesinde bulunan, SP6 promotoru, T7

promotoru ve klonlama bolgesi Sekil 2.5°de gosterilmistir.

LV



LVI

pGEM®-T Vector
T7 Transcnption Start

5. .. TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GC
o

T7 Promoter | [ | | | |

ACGTC GCATG CTCCC GGCCG

CCG
.. ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC

Apal Aatll Sph OstZ

CCATG GCCGC GGGATT3)

GGTAC COGCE COCTA  (cloned inser)

ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG
ITIAGTG ATCAC GCCGG CGGAC GTCCA GCTGG TATAC

SP6 Transcription Start

GGAGA GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT. ..
CCTCT CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA ..

| | | || | 5SPe Promoter
Sac BsfX | Nsi|

| I |1 I | | |
Neo Sac Spe Naot | Pstl Sall Nide |
BsiZ

Sekil 2.5. pGEM-T vektore ait ¢oklu klonlama bolgesi

2.2.7. lon Geninin Ekspresyon Vektorii pPGEX-6P-1’e Klonlanmasi

Rekombinant pGEM-T/Lon plazmitinden, uygun ikili
restriksiyon endoniikleazlarla kesilip agaroz jelden izole edilen lon
geni fragmani, pGEX-6P-1 ekspresyon vektoriine klonlanmistir. Bu
amacgla pGEX-6P-1, lon icin BamHI ve Xhol restriksiyon
endoniikleazlar ile ayr1 ayr1 kesilmistir. Ornekler daha sonra agaroz
jele yiiklenmis ve biiyiikliikkler 1 kb molekiiler DNA belirteci (MBI
Fermentas) ile karsilastirilarak dogrulanmistir. Jelden QIA Quick Gel
Extraction Kit (QIAGEN, USA) ile izole edilen dogrusal plazmit

DNA’lar1, klonlama ¢alismalarinda kullanilmastir.

Uygun ikili restriksiyon enzimleri ile kesilen pGEX-6P-1
dogrusal DNA’s1 lon fragmanini iceren ligasyon reaksiyon karisimi;
10X Ligasyon Tamponu icinde 100 ng vektor DNA’s1, 170 ng DNA
fragmani ve 20 U T4 DNA Ligaz icermektedir. Hazirlanan ligasyon

karigimi gece boyunca 16 °C’ta inkiibe edilmistir.

2.2.8. Transformasyon ve Rekombinant Se¢imi



Altklonlama caligmalarinda konak¢1 olarak BL21 (DE3) ve
DH5a E. coli ekspresyon hiicreleri kullanilmistir. -80 °C’tan alinan
kompetan hiicreler coziildiikten sonra, daha once buzda tutularak
sogutulan 1.5 ml’lik ependorf tiiplere 50 ul hacimlerde dagitilmis, her
bir ligasyon reaksiyonu 10 pl’lik hacimler halinde ayn ayr1 ependorf
tiiplere aktarilmistir. Pozitif kontrol i¢in 3 pl halkasal pGEX-6P-1 ve
negatif kontrol icin 5 pl BamHI-Xhol restriksiyon enzimleri ile
kesilmis dogrusal pGEX-6P-1 eklenmistir. Tiipler, buzda 30 dakika
inkiibe edildikten sonra 42 °C’ta 45 saniye 1s1 soku uygulanmus, 1s1
sokundan sonra buzda 2 dakika bekletilen her bir tiipe 950 pl s1vi LB
besi yeri eklenmis, ardindan 37 °C’ta, 200 rpm’de 1,5 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda tiipler,
10,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis, tist sividan 700 pl
uzaklastirlmis ve hiicre pelleti geriye kalan 300 pl besi yeri icinde
coziilerek daha yogun bir siispansiyon elde edilmistir. Coziilmiis her
bir ornekteki hiicrelerin tamamu petrilerde ampisilin i¢ceren LB-agar
besi yerine yayilmis ve 37 °C’ta gece boyunca inkiibasyona

birakilmistir.

Lon genini iceren pGEX-6P-1 plazmitlerine sahip
rekombinant hiicre kolonileri koloni PCR yontemi ile saptanmistir.
Koloni PCR yonteminde steril kiirdan ile alinan her bir koloni, PCR
icin gerekli bilesenleri iceren tiiplere kalip DNA gorevi gbrmesi icin
eklenir. PCR kosullarinin ilk dongiisiinde kolonilerden alinan
hiicrelere ait plazmit DNA’sinin ulagilabilir olmasi icin hiicre duvari

94 °C’ta 2,5 dakika bekletilerek parcalanir.

PCR’da, primer olarak G. kaustophilus Lon geni igin
hazirlanan ileri ve geri primerler kullanmilmistir. PCR kosullari, GST
Fusion System’de (GE Healtcare) belirtildigi iizere: On denatiirasyon
icin 94 °C’da 2,5 dakika (1 dongii), denatiirasyon i¢in 94 °C’da 1
dakika, primer baglanmasi i¢in 58 °C’da 1 dakika ve polimerizasyon
icin 72 °C’da 2 dakika (30 dongii) seklinde, son polimerizasyon
asamasi ise 72 °C’da 8 dakika olarak gerceklestirilmistir. 25 pl’lik
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reaksiyon karisimi her bir koloni icin: 10X PCR Buffer 100 pmol
Lon geni ileri ve geri primerleri, 0.2 mM dNTP, 1,25 U Tag DNA

polimeraz icermektedir.

PCR iiriinlerinin %1’lik agaroz jelde goriintiilenmesiyle gen
aktariminin basarili bir sekilde gerceklestirildigi ispatlanan koloniler
belirlendikten sonra secici besiyerinde gece boyunca 37 °C’da
biiyiitiilmis ve plazmit izolasyon kiti ile plazmit izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen plazmit DNA’larindan alinan 70 ng DNA,
yukarida belirtilen reaksiyon karistmi iginde aymi PCR kosullari
altinda yiiriitilen PCR reaksiyonu ile tekrar analiz edilmis ve gen

aktariminin basarili bir sekilde gerceklestigi ispatlanmistir.

Gen aktariminin dogrulugunun restriksiyon endoniikleaz
kesimleri ile de dogrulanmasi i¢in bu kolonilerden elde edilen
plazmit DNA’lan ile tek (pGEX-6P-1/lon, BamHI yada Xhol) ve cift
(pGEX-6P-1/lon  BamHI-Xhol) enzim kesim  reaksiyonlari
gerceklestirilmistir. Buna gore 70 ng pGEX-6P-1/lon DNA’s1, 1X
Tampon (BamHI), 10U endoniikleaz BamHI iceren 10 pl’lik
reaksiyon karistminda 37 °C’ta 2 saat boyunca kesilmistir. Cift
enzim kesimlerinde ise 100 ng pGEX-6P-1/lon DNA’s1, 2X Evrensel
Tampon (Tango Buffer), 10 U endoniikleaz BamHI varliginda 37
°C’ta 2 saat boyunca kesildikten sonra reaksiyon karisimina Evrensel
Tampon, 2X olacak sekilde eklenmis ve ikinci kesim i¢in 10 U Xhol

eklenerek 37 °C’ta 2 saat boyunca kesilmistir.

Kesim reaksiyonlar1 bittikten sonra, reaksiyon karisimi %
I’lik agaroz jele, molekiiler DNA belirte¢leri varliginda yiiklenmis
ve gen aktariminin basarili bir sekilde gerceklestigi enzim kesimleri

ile de ispatlanmistir.

2.2.9. Hiicre Oziitlerinin Hazirlanmasi
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pGEX-6P-1 {iizerinde Lon genini iceren rekombinant BL21
(DE3) ve DHS5a E. coli kolonileri gece boyunca ampisilinli (100
ug/ml) besiyerinde biiyiitiildiikten sonra, hiicre kiiltiirleri ikinci
besiyerine 1/10 oraninda eklenerek ikincil kiiltiirler elde edilmistir.
Ikincil kiiltiirler, optik yogunlugu 600 nm’de 0,6’ya ulagincaya kadar
biiyiitiildiikten sonra Lon ekpresyonu 0,1 mM IPTG ile 2 saat
boyunca 37 °C’ta, 200 rpm’de inkiibe edilerek uyarilmistir.

Lon’un yiiksek derecede eksprese edildigi hiicre kiiltiirleri,
8.000 g’de 15 dakika siire ile +4 °C’ta santrifiijlenerek toplanmustir.
Hiicre pelletleri, PBS icerisinde ¢oziiliip buz iizerinde 30 dakika
inkiibe edilmistir. Hiicre Oziitleri, her biri toplamda 2 dakika
siirdiiriilen 64 mikronda 15 saniye sonikasyon, 15 saniye buzda
bekleme seklindeki sonikasyon prosediirii ile parcalanmistir.
Homojenat, 10.000 g’de 15 dakika siire ile +4 °C’da santrifiij edilerek
hiicre kalintilar1 ¢oktiiriilmiis, Lon proteaz proteinini igeren iist sivi,
kullanilincaya dek -20 °C’ta saklanmustir. GST-Lon proteinlerini
iceren hiicre oziitleri % 10’luk SDS-PAGE’de goriintiilenmistir.

2.2.10 Rekombinant GST-Lon Fiizyon Proteinin
Saflastirilmasi

GST-fiizyon proteinleri GST-Trap FF 5 ml (Amersham,
pharmeceutical) afinite kolonu kullanilarak saflastirilmistir. Hiicre
oziitleri 0.45 um filtreden geg¢irildikten sonra fosfat tuz tamponu (PBS)
ile dengelenmis kolona yiiklenmistir. Kolona baglanmayan proteinler,
GST-baglanma tamponu (PBS tamponu) ile uzaklastirildiktan sonra
kolona bagli GST proteinleri 10 mM indirgenmis glutatyon igeren
elusyon tamponu ile kolondan uzaklastirilmistir. GST-Trap FF 5 ml
kolon, 2 kolon hacminde 6 M Guanidin-HCI ile ve hemen onu takiben 5
kolon hacminde fosfat tuz tamponu ile yikanmistir. Fraksiyonlardaki
protein miktar1 280 nm dalga boyunda Ol¢iilerek belirlenmistir. Elde
edilen fraksiyonlar % 12’lik SDS-PAGE’de goriintiilenmek ve aktivite

deneylerinde kullanilmak iizere -20 °C’ ta saklanmustir.
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2.2.11. Lon Tarafindan Kazein Yikim

G. kaustophilus rekombinant Lon proteazin kazein yikim deneyi
Anson (1938)’dan modifiye edilen metoda gore yapilmistir. Enzim
aktivite deneylerinde substrat olarak kazein kullanilmistir ve %1°lik
(w/v) stok cozeltisi taze hazirlanmistir. Reaksiyon karistmi 300ug
Lon, 50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl2, iceren deney tamponu i¢inde
700 pl kazein soliisyonu ve/veya 1 mM ATP icermektedir. Reaksiyon
karigimlari, 55 C'ta 30 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyonlar 900 pl
% 15 trikloro asetik asit (w/v) (TCA) ilavesi ile durdurulmus ve
karisimlar oda sicakliginda 15 dakika bekletilmislerdir. Olusan beyaz
tortu 13.000 rpm’de 15 dakika siire ile oda sicaklifinda santrifiij
edilerek uzaklastirilmig ve iist stvi Whatmann No.1 filtre kagidindan
gecirilerek filtrelenmistir. Siiziilen orneklerin optik yogunlugu 275
nm’de spektrofotometre ile Olgiilmiistiir. Bir iinite enzim aktivitesi
550Cta 60 dakikada 0,01 artan absorbans (A275) olarak

tanimlanmustir.

2.2.12. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Poliakrilamit jel elektroforezi, % 0,1 anyonik deterjan SDS
varliginda, Laemmli (1970) tarafindan tanimlanan % 10 ayirma jeli
ve % 5’lik yiikkleme jeli iizerinde gergeklestirilmistir. 10-150 kDa
Protein belirteci (Applichem Gmbh), molekiiler agirlik belirteci
olarak kullanilmistir. 10 pl enzim Ornekleri, % 1 SDS iceren 2X
ormek tamponu ile kangstirlarak kaynar suda 5 dakika
bekletilmislerdir. Daha sonra protein 6rnekleri ve molekiiler agirlik
standartlar1 jele yiliklenmistir. Jel, 100 V’da yiiritiilmiistiir.
Elektroforez tamamlandiktan sonra Coomassie Brillant Blue-R250 ile
boyanmis ve daha sonra boyadan aritma c¢ozeltisi ile birkac kez
yikanarak boyadan arindirilmistir. Her bir proteinin goreceli
hareketliligi, jelin bas kismindan protein bandinin merkeze kadar
olan go¢c mesafesi Olciilerek hesaplanmistir. Goreceli hareketlilik,

bilinen molekiiler agirliklara dayali olarak cizilmistir. Standart egri
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cizilmis ve egim, proteinlerin molekiiler agirlik hesaplamalarinda

kullanilmistir.

2.2.13. BCA Yontemi ile Protein Miktar1 Tayini

Aktivite deneylerinde kullanilacak saflagtirma
fraksiyonlarinda bulunan protein miktar tayini BCA (Bicinchoninic
asit) yontemi ile tespit edilmistir. Yeni hazirlanan 50 hacim soliisyon
A + 1 hacim Soliisyon B karistmindan 200 ul alinarak mikroplaka
kuyularina konulmus protein 6rneklerinin (5-10 ul) ve standart BSA
(Img/ml) soliisyonlarinin iizerine eklenmistir. Mikroplaka 37 °C’da
30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra absorbans 490 nm
Olclilmiistiir. Protein konsantrasyonu standart BSA soliisyonundan

elde edilen degerler ile karsilastirilarak hesaplanmistir.
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3. BULGULAR

3.1. G. kaustophilus Lon Geninin PCR ile Cogaltilmasi

G. kaustophilus genom dizisi ( NCBI Gene Databank
NC_006510) dikkate alinarak tasarlanan ileri lonF1 ve geri lonR1
primerleri kullanilarak ATP-bagimli Lon proteaz geni (Gene ID:
3185575) PCR ile 6zgiil amplikon verecek sekilde cogaltilmistir. 58
°C tutunma sicakliginda ve 20 ng Kalip DNA yogunlugu ile denenen
PCR calismas1 sonucu yaklasik 2500 bg¢ 6zgiil bir lon fragmani elde

edilmistir.

PCR ile elde lon’a ait DNA fragmanlari, biiyiikliiklerinin tayin
edilmesi i¢in 1 k¢ molekiiler DNA belirteci varliginda % 1’lik agaroz
jele yiiklenmistir (Sekil 3.1). Molekiiler DNA belirtecleri ile
karsilagtirllarak biiyiikliikleri dogrulanan DNA fragmanlari, daha

sonraki klonlama caligmalarinda kullanilmistir.

6000 be.

2000 by, «— lonm~ 2500 bg

Sekil 3.1. Agaroz jelden saflastirilan lon’a ait PCR iiriiniiniin agaroz
jeldeki goriiniimii. 1) 1 k¢’lik molekiiler DNA belirteci  2-3) lon (~2500
be).
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3.2. G. kaustophilus lon Geninin pGEM-T Vektor

Sistemine Klonlanmasi

PCR ile ¢ogaltilan ve 5° ve 3’ uclarinda BamHI ve Xhol kesim
bolgeleri iceren ~2500 b¢ uzunlugundaki fragman, klonlama vektorii
pGEM-T vektoriine ligasyon ile baglanmistir. Bu restriksiyon
enzimlerinin tercih edilmesinin nedeni, kesim bdlgelerinin sz
konusu genlerde bulunmamasi ancak klonlama ve ekspresyon
vektorlerinde bulunmasidir. Ligasyon reaksiyonunda, PCR ile
cogaltilan genler pGEM-T vektoriin klonlama bolgesinde yer alan
eklenme bolgesindeki 3’T ¢ikintili ucuna eklenmistir. Bu yontemde,
DNA polimerazin olusturdugu iiriinlerin 3’ ucuna bir adenozin
trifosfat ekleme oOzelliginden yararlanilmaktadir.  Rekombinant
plazmitler E. coli DH5a hiicrelerine transformasyon ile aktarilarak
cogaltilmistir. Transformasyonun ardindan mavi-beyaz koloni se¢imi
sonunda beyza renkte goriinen olasi kolonilerden izole edilen plazmit
DNA’larinin hedef genleri icerip icermedigi yapilan bir dizi
restriksiyon endoniikleaz kesimleri ile anlagilmistir. Kesim sonuglari

% 1’lik agaroz jelde DNA molekiiler belirtecleri ile karsilagtirilmistir.

Rekombinant pGEM-T/lon plazmitlerin restriksiyon enzim
analizleri Sekil 3.2.’de goriilmektedir. Lon genini iceren pGEM-T
(pGEM-T/lon) rekombinant plazmit DNA’s1 sadece BamHI ile
kesildiginde agaroz jeldeki DNA fragmani yaklasik 5500 bg
biiyiikliigiinde tek bir fragman olustururken, BamHI ve Xhol ile
birlikte kesildiginde klonlanan Lon geni yaklasik 2500 b¢ ve kesilmis
pGEM-T vektore yaklasik 3000 bg¢ karsilik gelen fragmanlar

olusturmustur.
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10000 be.
pGEMT/lan— = 6000 be.
~ (5500 be.)

“— pGEMT (3000 be.

3000 he, —> “— lon ~ (2500 he.)

1000 be. —> <= 1000 bg.

Sekil 3.2. PGEMT-Lon rekombinant plazmidinin restriksyon enzim
kesimleri sonucu olusan DNA fragmanlarinin agaroz jelde goriiniimii
1) Halkasal pGEM-T/lon vektorii, 2) pGEM-T/lon plazmidinin
BamH]I ile kesimi sonucu olusan dogrusal plazmidi ( ~5500 bg), 3) 1
kb’lik molekiiler DNA belirteci 4) pGEM-T/lon plazmidinin BamHI
ve Xhol ile kesimi sonucu olusan (yukaridan asagiya sirasiyla)

dogrusal pGEMT (3000 bg) ve lon ( 2500 b¢) fragmanlari.

3.3. Klonlanan Ilor DNA’smmin Niikleotit Dizisinin

Belirlenmesi

lon DNA’sm1 iceren pGEM-T/lon plazmit DNA’sinin SP6
promotoruna uygun primer ve gene ait ileri ve geri primerler ile elde
edilen diziler BLAST yapilarak NCBI'daki DNA dizileri ile
karsilagtirllmistir. pGEM-T/lon icin SP6 promotoruna ait primer
kullanilarak yapilan dizileme reaksiyonu sonucu elde edilen anlamli
DNA dizisi Sekil 3.3‘de goriilmektedir. Analizler sonucu klonlanan
lon genine ait DNA’nin daha 6nce Takami ve arkadaslar1 tarafindan

rapor edilen G. kaustophilus genomundaki (NCBI Gene Databank
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NC_006510) lon (Gene ID: 3185575) gen dizisine bire bir uygunluk

gosterdigi agiga ¢ikarilmigtir.

T 7 Promotoru
AAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGC

pGEM-T DNA's1 Baslangic kodonu

ICCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGCGGGATTATGGATCCGTGA
BamHI

ACGGAAAGAAAAAGGAGACGGTCGTTCCGCTTTTGCCGCTGCGTGGGCTGC

TCGTGTTTCCGACGATGGTGCTCCATTTGGATGTCGGGCGCGAGAAATCGG

TCAAAGCGCTCGAACAAGCCATGGTTGAGGATCATATGATTTTGCTGACGT

CGCAAAAAGACGTTGCCATCGACGAACCGGACATGGATGACTTATATAAAA

TGGGAACGATCGCGCGCGTCAAGCAACTTCTAAAACTCCCGAACGGCACGT

TCCGCGTGCTTGTCGAAGGCGTCGCTCGGGCGCTCATTACGGAAGTGATCA

GCGAGGAGCCGTACTTTCTCGTCAAAGTCGAAAAGTTTGCTGATCGGGCGG

CGAAAGATTTAGAAGATGAGGCGCTCAAGCGGACGATGCTTGAATATTTCG

AGCAGTACATAAACTTGTCCAAGCGGCTGTCGGTCGACATTTACGCCTCGA

TCGTCGACATCGATGAGCCGGGGCGAATGGCGGACATCATCGCCTCGCACT

TGCCGCTTAAGCTTGAGGAAAAGCAGCGCATTTTAGAAACGATCGACGTGA

AAGAGCGCCTCAATAAAATCATCCAAATTTTGCACAACGAAAAAGAAGTGC

TCCAGCTTGAGAAAAAGATCAGCGCCCGCGTCAAGCAGTCGATGGAGCGG

ACGCAAAAAGAGTATTATTTGCGCGAGCAAATGAAGGCGATTCAAAAAGAG

CTTGGCGAAAAAGAAGGAAAAACGAGCGAAGTCGAGGAGCTGAAAGAAAA

AATCGAGGCGGCCGGCATGCCGGAGCATGTGAAACAAACGGCATTGAAGG

ACCTTCACCCCTATOCAAAAAATTICCCOCLCOCCALCCTOCALCLCCOAAMMOLOCCOCACTOCA

TTCGCAACTACCTCGATTGGCTCATCGCCTTGCCGTGGTCGAAAGAAACAG
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AAGACATCCACGACATTAAGCGGGCGGAAGCGATTTTAAAGAGGAGCATTA

CGGGCTCGATAAAGTGAAAGAACGGGTGCTTGAATTTTTATCTGTCAAGCA

Walker A

GCTGACGAAATCGTTAAAAGGTCCGATTCTTTGCCTCGCCGGACCGCCGGG

GGTCGGCAAAACGTCGCTCGCCCGCTCGATCGCCAAAGCGCTCGGCCGCC

GCTTCGTCCGCGTTTCGCTCGGCGGCGTCCGCGACGAATCGGAAATTCGCG

Walker B

GCCATCGCCGCACGTATGTCGGCGCCATGCCGGGACGCATTATCCAGGGG

ATGAAAAAAGCAGGCACGATCAACCCCGTCTTCTTGCTTGATGAAATCGAC

AAAATGTCGAGCGATTTCCGTGGCGATCCATCGGCGGCCATGCTGGAGGTG

CTTGACCCGGAGCAAAATCATACGTTCAGCGACCATTACATTGAAGAGCCG

Sensor I

TACGATCTATCGAAAGTCATGTTTATCGCCACGGCCAACCATTTGGCGGCG

ATTCCGCAGCCGCTCTTGGACCGGATGGAAGTGATCCACATACCAGGCTAC

ACAGAAGTGGAGAAGCTGCATATCGCCAAGCGGCATTTGCTGCCGAAACAA

Sensor 11

ATCACCGAGCACGGGCTGAAAAAGGCGGCGTTGCAAATTCGCGATGACGC

GATGCTCGATATCATCCGCCATTATACGCGCGAAGCCGGGGTGCGGGAGCT

TGAGCGGCAGCTCGCCGCTATCTGCCGAAAAGCGGCCCGCCTCATCGTTTC

CGGCGAGAAAAAGCGGGTTGTGATCACAGAAAACAATCTTGAGGAATTTTT

AGGGAAGCGAAAATACCGCTACGGCCGAGCGGAGGCGGAAGACCAAGTCG

GCGTGGCGACCGGGCTGGCGTATACGGCGTTTGGCGGCGATACGCTCGCC

ATCGAAGTGTCGCTCGCGCCAGGCAATGGGAAACTCGTGCTGACCGGCAA

GCTCGGTGATGTCATGAAAGAATCAGCGCAAGCGGCGTTCAGCTACGTGCG

GTCGCGCGCTGAGGAGCTTGACATTGATCCGAAGTTCCATGAGAAATATGA

TATTCACATCCACGTTCCGGAAGGAGCGGTGCCGAAAGACGGGCCATCGGC

CGGCATTACGATTGCGACCGCACTCATTTCCGCTTTGACGGGCAAGCCGGT




GAGCCGCTTTGTCGGCATGACCGGGGAAATTACGCTGCGCGGCCGCGTTCT

TGCGATCGGGGGGCTGAAAGAGAAAACGTTAAGCGCCCATCGTGCCGGAT

TGAAAACCGTCATTTTGCCGAAAGACAATGAAAAAGATTTGGCTGACATTC

LXVII

CGGAAACGGTGAAGCGCGACTTGCGCTTTGTGCTCGTCTCTCATCTCGATG

AGGTGCTGCCGCACGCGTTGGTGGGGTGGAAGCGATGAATGTGAAGAAAG
Bitis kodonu

CAGAGCTTGTGACCAGTGCCGTCAAGCCGGAACAATATCCGGACGGCGGA

CGGCCGGAGGTGGCGCTCGCCGGCCGTTCGAACGTCGGCAAATCATCATTC

ATCAACAAAATGATCAATCGGCTCGAGCCAAATCACTAGTGCGGCCGCCTG
Xhol

CAGGTCGACCATAGGAGAGCT
pGEM-T DNA'a1

Sekil 3.3. G. kaustophilus’a ait lon geni anlamli DNA zinciri. Dizi,
pGEM-T/lon vektorii iizerindeki SP6 promotoruna ve Lon genine
uygun primerler kullanilarak elde edilmistir. Alt1 ¢izili DNA dizisi,
5’—3’ yoniine dogru sirasiyla lon’a ait ileri ve geri primerleri, mavi
renkte gosterilen diziler sirasiyla BamHI (ileri primer dizisine dahil)
ve Xhol (geri primer dizisine dahil) kesim bolgelerini gostermektedir.
Lon genine ait 6nemli bolgeler ve korunmus bazi diziler kirmizi renk

ile gosterilmistir.

3.4. G. kaustophilus lon Geninin Restriksiyon Enzim

Haritasimin Cikarilmasi

Lon genine ait DNA dizilerinin belirlenmesinden sonra bu
genlere ait restriksiyon enzim haritalar1 NEBcutter programi ile
yapilmistir. Elde edilen sonuglar beklenildigi iizere daha Once
NCBI’'dan alinan diziler iizerinde belirlenen kesim haritalar ile

aymidir.




3.5. lon Geninin Ekspresyon Vektorii pGEX-6P-1’e

Klonlanmasi

pGEM-T/lon plazmitinde bulunan lon DNA’s1, ligasyon
reaksiyonlarinda  kullanilmak lizere uygun restriksiyon
endoniikleazlar ile kesilip jelden saflastirilmistir. Ayn1 anda BamHI
ve Xhol ile kesilen pGEM-T/lon DNA’s1 agaroz jele yiiklendiginde
lon ve bos pGEM-T vektore ait DNA fragmanlar1 gozlenmistir.
Boylece rekombinant E. coli DHS5a soylarindaki pGEM-T/lon
plazmitinden elde edilen yapiskan uclu /on DNA fragmani sonraki
ekpresyon vektoriine klonlama caligmalarinda kullanilmak {izere
jelden kit ile saflastinllmistir. pGEX-6P-1 ekspresyon vektorii de
BamHI/Xhol enzimleri ile kesildikten sonra parcalar aymi kesim

bolgelerinden baglanmustir.

Elde edilen rekombinant vektorler E. coli BL21 (DE3)’e
aktarilmistir. Transformasyon sonrasinda antibiyotikli besiyerinde
biiyiiyebilen E. coli BL21(DE3) hiicre kolonilerinin rekombinant
plazmit icerip icermediklerinin saptanmasi i¢in koloni PCR yontemi
uygulanmistir. PCR fiiriinleri % 1’lik Agaroz Jel Elektroforezi ile

goriintiilenmistir.
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Sekil 3.4. Koloni PCR sonuclarinin jelde goriinimi. 2-7,9-11 )
pGEX-6p-1/lon plazmidini tasimayan koloniler 8) Olas1 pGEX-6p-

1/lon plazmidini tagiyan rekombinant koloni.

pGEX-6P-1/lon plazmit DNA’sim1 tasidigi oOngoriilen 11
koloni ile yapilan PCR sonucu sadece 1 koloniden ATP-bagimli Lon
proteaz geni yaklasik 2500 b¢ uzunlugunda amplikon verecek sekilde
cogaltilmistir. Bu koloniden elde edilen rekombinant pGEX-6P-1/lon
plazmit varli@i restriksiyon endoniikleaz kesimleri ile de
dogrulanmistir. Buna gore pGEX-6P-1/lon DNA’s1, BamHI ve Xhol
ile kesildiginde kesim sonrasi agaroz jelde, yaklasik 4900 bg¢ ve 2500
b¢ uzunlugunda goriilmesi beklenen iki bant Sekil 3.5°de

goriilmektedir.
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dogrusal pGEXaP1
“— ~ 2500 by lan

Sekil 3.5. pGEX-6P-1/lon DNA’smin restriksiyon enzim kesimi
sonuglart. 1) Halkasal pGEX-6P1/lon DNA’s1, 2) 1 b¢ Molekiiler
DNA belirteci, 3) pGEX-6P1/lon plazmidinin BamHI ve Xhol ile
kesimi sonucu olusan (yukaridan asagiya sirasiyla) dogrusal pGEMT

(4900 bg) ve lon (2500 bg) fragmanlari.

Boylece pGEX-6P-1 iizerinde lon genini tasiyan rekombinant E. coli
BL21(DE3) hiicre kolonileri tanimlanmis ve sonraki ekspresyon
calismalarinda kullanilmak iizere ampisilinli besiyerinde kiiltiire

alinmiglardir.

3.6. Lon Proteazin Ekspresyonu

pGEX-6P-1 ekspresyon vektorlerine aktarilan lon geni E. coli
BL21 (DE3) hiicresinde giiclii fac promotorunun kontrolii altinda
IPTG ile uyarilmistir. Rekombinant proteinin iiretimi saglandiktan

sonra toplanan hiicreler sonikasyon ile par¢alanmis, elde edilen hiicre
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oziitleri poliakrilamid jele yiiklenip proteinlerin ekpresyon diizeyine
bakilmistir. Ancak hazirlanan rekombinant E. coli BL21 (DE3) hiire
oziitleri SDS jele yiiklendiginde, GST-Lon fiizyon proteininin

ekspresyonunu gosteren herhangi bir bant gozlenmemistir.

pGEX-6P1/lon plazmiti transformasyon ile farkli bir konakg¢1
olan E. coli DH5a hiicrelerine aktarilmistir. IPTG ile uyarilan ve
uyarilmayan hiicrelerden elde edilen Lon proteini glutathion-S-
transferase (GST) ile flizyon halinde eksprese edilmistir.
Rekombinant proteinin iiretimi saglandiktan sonra toplanan hiicreler
sonikasyon ile parcalanmis, elde edilen hiicre oziitleri poliakrilamid
jele yiiklenip proteinlerin ekpresyon diizeyine bakilmistir. Jel analizi
sonucu IPTG ile uyarilan hiicrelerden elde edilen hiicre oziitlerinde
GST ile fiizyon halinde bulunan Lon (GST-Lon) proteininin yiiksek
seviyede eksprese edildigi aciga cikarilmustir. iki proteinin molekiiler
agirliklart GST 26 kDa ve Lon ~87 kDa’dur. GST ile fiizyon halinde
olan Lon proteininin molekiiler agirlig1 ise yaklasik 113 kDa’dur

(Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. E. coli DHS5a’da eksprese edilen GST-Lon fiizyon
proteininin SDS-PAGE’de goriiniimii 1) Molekiiler protein belirtegi
(10-150 kDa ), 2) IPTG ile uyarimdan 6nce hiicre oziitii (0. dk.) 3)
0.1 mM IPTG ile uyarilan 90.dk hiicre oziitii, 4) 0.1 mM IPTG ile
uyarilan 120.dk hiicre oziitii, 5) IPTG ile uyarilmayan 90.dk hiicre
oziitii, 6) IPTG ile uyarilmayan 120.dk hiicre oziitii

3.7. Lon Proteazin Saflastirilmasi

E. coli DHS5a soyunda eksprese edilen GST-Lon fiizyon
proteini GSTTrap FF kolonu kullanilarak tek basamakta hiicre
oziitiinden saflastirllmistir. Fiizyon proteini iceren 4 ml hiicre oziitii
kolona yiiklendikten sonra kolona baglanmayan proteinler kolondan
uzaklastirilmistir. Saflastirmadan sonra toplanan tiim fraksiyonlar
280 nm dalga boyunda Sl¢iilmiistiir. Lon’nun goriinen homojenlikte
saflastinlldigt  SDS-PAGE ile goriintiilenmistir.  Sekil  3.7°de
goriildiigti  gibi  GST-Lon’nun yaklastk 113 kDa oldugu

goriintiilenmistir.
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~113kDa
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150 kDa
<100 kDa

< 80kDa

Sekil 3.7. Lon Proteazin Saflastirilmasi. Kuyu 1, Saf GST-Lon

Ornekleri, Kuyu 7 baglanmayan proteinlerin yikama ornekleri. M

Protein Belirteci.

3.8. Lon Tarafindan Kazein Yikimi

GST ile birlikte eksprese edilen Lon proteaz aktivitesi dogal

bir substrat olan kazein kullanilarak Gerec¢ ve Yontemlerde aciklanan

kosullar altinda oOl¢tilmiistiir.

G. kaustophilus GST-Lon proteaz

kazeini ATP yoklugunda ~%90 oraninda hidrolize ederken 1 mM
ATP varliginda ~%180 oraninda hidrolize etmistir (Sekil 3.8).
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Enzimin aktivitesi (275 nm )

Sekil 3.8. GST-Lon proteaz tarafindan ATP varhginda ve
yoklugunda kazein yikimi. ( Kazein yikimi 3 pg Lon, ImM ATP

varhginda ve yoklugunda gerceklestirilmistir).



4. TARTISMA ve SONUC

Proteolizis  hiicredeki  bircok  temel  mekanizmanin
diizenlenmesinde birinci derecede ©6neme sahiptir. Kanser,
programlanmis hiicre 6liimii ve yaslilhik gibi bir¢ok 6nemli konuda
oynadiklar1 6nemli rol nedeni ile ATP-bagimli proteazlar son yillarda
cok fazla ilgi ¢ekmektedir. Bu anlamda bakteriyel hiicredeki ana
proteaz olan Lon’un yapisi ve ¢alisma mekanizmasi hakkinda halen

yeterli bilgi bulunmamaktadir.

G. kaustophilus’un genom dizisi yakin bir zamanda
aciklanmis ve ATP-bagimli Lon proteaz geni tanimlanmistir (Takami
ve ark., 2004). G. kaustophilus’un yiiksek sicakliklarda yasayabilen
bir organizma olmasi ATP-bagimli Lon proteazi ilgi cekici
kilmaktadir. Bu ¢alismada G. kaustophilus’a ait Lon geni ilk defa
klonlanmis ve bu gen tarafindan kodlanan protein GST ile fiizyon

halinde calisilmigtir.

G. kaustophilus DNA’sindan klonlama ¢alismalarinda
kullanilacak restriksiyon endoniikleaz kesim bolgelerini de tasiyan
ileri ve geri primerlerin kullanildigi PCR ile elde edilen ~2500 b¢
uzunlugundaki Lon geni oncelikle pGEM-T vektore klonlanmistir.
Uygun restriksiyon endoniikleaz kesim bolgeleri, ilgili genlerin NCBI
veri tabanindaki DNA dizisinden yola cikilarak elde edilen
restriksiyon kesim haritasina gore secilmistir. Klonlanmadan sonra
elde edilen pGEM-T/lon plazmitindeki G. kaustophilus lon’a ait gen
dizisi, SP6 promotoruna uygun primer ve her iki gene ait ileri ve geri
primerler ile saptanmistir. ~ Yapilan gen dizisi analizleri sonucu
(BLAST), G. kaustophilus’tan alinarak pGEM-T vektore klonlanan
Lon gen dizisi daha once Takami ve arkadaslar1 (2004) tarafindan

belirlenen diziler ile karsilastirilmistir.

Gene ait primerler ile yapilan dizileme sonucglar1 sonucu,

genin 5’ ucunda bulunan yaklasik 200 baz ciftlik bolgede basaril1 bir
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dizileme yapilamamistir. Bunun iizerine olasi bir primer problemi
diistiniilerek ayni1 bolge plazmit DNA’sina ait SP6 promotoru
kullanilarak tekrar dizilenmistir. Boylece dizilemenin dogrulugu,
dizisi belli olan plazmit DNA’smnin dizileme sonuclar ile
karsilagtirilmas1 sayesinde saglanmistir. Yapilan dizileme sonucu
plazmit DNA’sm iceren bolge de dahil olmak iizere dizi, hicbir
sekilde bilinen dizi ile benzerlik gostermemistir. Klonlanan bolge ile
birlikte dizisi Onceden bilinen plazmit DNA’sinin da dogru bir
sekilde dizilenememis olmasi dizilemenin dogrulugunu tartigmali
hale getirmistir. Gene ait farkli bolgere 0zgii diger ii¢ primer ile
yapilan dizileme sonuglar1 gen dizisinin 5° ucundaki 200 baz ciftlik
bir bolge disinda, birka¢ baz farki tasimak kaydi ile Takami ve
arkadaslar1 (2004) tarafindan belirlenen diziler ile uyum gosterdigi
bulunmustur. Bu birkag¢ bazlik ortiigme problemi dizilemede meydana
gelmis okuma hatalarinin  sonucu olabilecegi gibi, klonlama
esnasinda kullanilan tag DNA polimerazin neden oldugu bir hatada
olabilir. Tim bunlara ragmen, gen iizerinde bulunan ve protein
diizeyinde islevsel bir gorevi olan korunmus dizilerin bu
degisimlerden etkilenmemis olmasi, meydana gelen degisimlerin
enzimin aktivitesi {izerinde herhangi bir etki gostermeyecegi

diisiiniilmektedir.

Lon genine ait gen dizisinin belirlenmesinden sonra,
restriksiyon endoniikleaz enzim haritalar1 c¢ikartilmistir. Yapilan
analizler sonucunda, gene ait acik okuma cercevesinde daha Once
tasarlanan ileri ve geri primerlerde kullanilan resktriksiyon
endoniikleaz  kesim bolgelerinin  bulunmadigi  dogrulanmistir.
Beklenecegi iizere elde edilen restriksiyon haritas1 NCBI
veritabanindaki gen dizisinden elde edilen restriksiyon haritas: ile

aynidir.

Rekombinant E. coli DHS5a hiicre soyunda bulunan pGEM-
T/lon plazmitindeki G. kaustophilus Lon geni, uygun restriksiyon

enzimlerle kesilip alinarak ligasyonla pGEX-6P-1 vektore
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eklendikten sonra transformasyon ile E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine
aktarilmistir.  Rekombinant plazmiti (pGEX-6P-1/lon) iceren
koloniler, yapilan koloni PCR c¢alismalari ile belirlenmistir ve bu
kolonilerden plazmit izolasyonu yapildiktan sonra gen aktariminin
basaril1 bir sekilde gerceklestigi, yapilan restriksiyon kesimleri ile de

dogrulanmistir.

GST fiizyon protein T7 polimeraz ile kontrol edilmektedir.
pGEX-6P1/lon geni ile transforme edilen ve T7 polimerazi kodlayan
E. coli BL21(DE3) hiicrelerinin IPTG uyarilarak yiiksek derecede
eksprese edilmesi beklenmektedir. Ancak hazirlanan rekombinant E.
coli BL21 (DE3) hiicre oziitleri SDS jele yiiklendiginde, GST-Lon
fizyon proteininin ekspresyonunun gosteren herhangi bir bant

gbzlenmemistir.

Girig boliimiinde bahsedildigi gibi Lon hiicrede yer alan
rekombinant proteinlerin yikimindan sorumlu bir ATP-bagimli
proteazdir. Calismamizda ekspresyon hiicresi olarak kullanilan BL21
(DE3) Codon Plus (Stratagene) hiicreleri E. coli B soyundan
tiiretilmis hiicrelerdir. Dogal olarak lon mutant olup, bu 6zellikleri
sayesinde rekombinant proteinlerin ekspresyonu i¢in ideal bir
konak¢idir.  E. coli B soyunda lon eksikligi-mutasyonunun nedeni
sul geninin varh@dir. BL21 (DE3) Codon Plus hiicreleri de ayn
fenotipi gosteriler. Bundan dolay1 rekombinant G. kaustophilus Lon
proteazin ekspresyonu BL21(DE3) hiicrelerinde gen seviyesinde
engellenmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla beraber rapor
edilen bazi1 c¢alismalarda rekombinant Lon proteazin BL21(DE3)
hiicrelerinde eksprese edildigi gosterilmistir (Riethdorf ve ark., 1994,
Maehara ve ark., 2007). Ancak bu calismalarda pBluescriptll,
pUC19 ve pET21a gibi vektorler kullanilmastir.

pGEX-6P1/lon plazmiti transformasyon ile farkli bir konak¢i
olan E. coli DHS5a hiicrelerine aktarilmistir. IPTG ile uyarilan

rekombinant hiicrelerden elde edilen hiicre oziitleri SDS jele
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yiiklendiginde GST-Lon fiizyon proteinin ekspresyonunu gosteren
113 kDa biiytikliigiindeki bantin varligi gozlenmistir. ~ GST
proteininin biiyiikliigii 26 kDa oldugu g6z oniine alindiginda onunla
beraber eksprese olan Lon proteaz ~87 kDa biiyiikliigiinde oldugu
diistiniilmektedir. G. kaustophilus Lon proteaz molekiiler agirlig
diger prokaryotik organizmalarla karsilastirildiginda 87 kDa olan B.
subtilis ile bire bir uygunluk gosterirken molekiiler agirligir 87 kDa
olan 7. temophilus, 94 kDa olan E. coli ve 92 kDa olan M. xanthus

Lon proteazlarla uyum gostermektedir.

Bununla beraber IPTG ile uyarilmayan hiicrelerde ayni bant
gozlenmemistir. Normal sartlarda DH5a hiicreleri laclq baskilayicisi
icermezler bu yiizden IPTG ile uyarilmalarina gerek yoktur. Bununla
beraber yaptigimiz c¢alismada IPTG ile uyarilmis hiicrelerde
rekombinat protein iiretimi ile uyarilmayan hiicrelere oranla oldukca

yiiksek oldugu gozlenmistir.

G. kaustophilus Lon proteaz geni GTG baslangi¢c kodonu ile
baslamaktadir. Baslangi¢c kodonu tipik olarak E. coli ‘de % 83
oraninda ATG ile baslamaktadir. Alternatif olarak % 14 oraninda
GTG ve % 3 oraninda TTG kodonlarin1 kullandig1 bilinmektedir. E.
coli’ye transforme edilen pGEX-6P1/lon plazmitin translasyonal
etkinliginin diisiik olmasinin sebeplerinden biri de bu olabilecegi

diisiiniilmektedir.

Lon proteazlar son yillarda {iizerlerinde bir¢cok calismanin
yapildigr giincel bir konudur. Yapilan calismalar 6zellikle okaryotik
mitokondriyel Lon proteazlar iizerinde yogunlasmistir. Lon
proteazlar yaslanma sonucu hiicredeki miktarlar1 artmakta olan,
oksidatif proteinlerin birikiminin neden oldugu hastaliklarin tedavisi
icin Oncelikli bir arastirma konusudur. Ayrica Lon proteazlar son
birka¢ yil icinde kanser calismalart ve arastirmalarinda da ilgi
gosterilen 6nemli bir enzimdir. Ozellikle hiicre dongiisii ile ilgili

diizenleyici rolii enzimi onemli bir ¢calisma konusu haline getirmistir.
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