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OZET

ISG15 AKTIVE EDICI E1 ENZiMi UBE1L-UF DOMAINININ NMR
SOLUSYON YAPISININ BELIRLENMESI ve BAZI INSAN
UBIQUITILASYON E3 ENZIMLERI ve RIG-1-CARDS’IN KLONLANMASI,
EKSPRESYONU ve SAFLASTIRILMASI

Cagdas DAG

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimler1 Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Emine Sonay ELGIN
Haziran 2012, 136 sayfa

Ubiquitin (Ub) ve Ub benzeri (Ubl) proteinler bir dizi enzimatik reaksiyonlar ile
okaryotik proteinleri post translasyonel modifikasyonlara ugratan proteinlerdir.
Hedef proteine Ub/Ubl konjugasyonu E1 aktive edici, E2 konjuge edici ve E3
ligazlar olarak adlandirilan ii¢ enzim siifinin aktivitesini gerektirir ve her bir Ub/Ubl
protein ic¢in spesifik E1, E2 ve E3 enzimleri mevcuttur. Ub ve Ubl proteinler
baglandig1 hedef proteinleri farkli yol ve islevlere yonlendirirler. Hedef proteinin
hangi yol ve isleve yonlendirilecegi ise hedef proteine Ub/Ubl proteinin hangi
aminoasitten baglandigina ve baglanan Ub/Ubl molekiillerinin sayisina gore cesitlilik
gostermektedir.

Interferonca uyarilan gen 15 (ISG15) bagisiklik sisteminde rol oynayan ubiquitin
benzeri bir proteindir. ISG15’in 6karyotik proteinlere kovalent olarak baglanmasi ile
gerceklesen post translasyonel modifikasyon ISGlasyon olarak adlandirilir. Insan
ISG15°1 i¢in spesifik E1 enzimi UbelL’dir. Ub/Ubl konjugasyon sistemlerinde E1
enzimleri yapisal ve islevsel bakimdan benzerlik gostermektedir. E1 aktive edici
enzimler genellikle ic domainden olusurlar; adenilasyon domaini, katalitik sistein
domaini ve karboksil terminal ubiquitin benzeri beta grasp/ubiquitin fold (UF)
domaini. Literatiirde insan UbelL enzimi ile ilgili yapisal bir ¢alisma mevcut
degildir. Ancak diger Ub/Ubl protinler icin spesifik E1 enzimleri ile yapilan
caligmalarda, UF domaininin E2 ile etkilesimde ve dogru E2 enziminin se¢ilmesinde
gerekli oldugu gosterilmistir. Sistemler arasinda segiciligin nasil saglandigimnin
anlasilmasinda yapisal ¢alismalarin rolii biiyiiktiir ve UbelL enzimi ile ilgili yapisal
calismalar bu seg¢iciligin anlagilmasina yardimer olacaktir.

Bu tezin ilk béliimiinde, ISGylasyonda aktive edici E1 enzimi olarak islev yapan
UbelL’nin ubiquitin benzeri domaininin (UFD) 3 boyutlu NMR soliisyon yapisinin
belirlenmesine yonelik calismalar gerceklestirilmistir. Ubel1 L-UFD i¢in gerekli NMR
verileri kaydedilmis, rezonans atamalari, verilerin analizi ve yap1 hesaplamalar
kismi olarak tamamlanmistir. Bu calismalar sonucunda, UbelL-UFD’nin, diger
ubiquitin benzeri proteinlerde oldugu gibi beta-grasp fold olarak adlandirilan yapiya
katlandig1 ortaya koyulmustur.



Tezin ikinci boliimiinde Ub/Ubl sisteminin hedeflerinden birisi olan insan RIG-I
(retinoic acid inducible gene-1) proteininin modifikasyona ugrayan CAR (caspase
activation and recruitment) domainleri ve bu modifikasyonda islev yapan E3
enzimlerinin (Trim25 ve RNF125) yapisal calismalarda kullanilmak amaciyla
iiretilmesine yonelikgalismalar gergeklestirilmistir. RIG-1, RNA viriisleri tarafindan
enfekte olmus hiicrelerde, viral RNA molekiillerinin taninmasinda ve savunma
mekanizmasinin harekete gecirilmesinde birinci basamakta yer alir. RIG-I’in
regiilasyonunda ubiquitilasyon 6nemli bir rol oynar. RIG-1’in ubiquitilasyonunda
gorev aldigi bilinen iki farklit E3 enzimi mevcuttur; Trim25 ve RNF125. Trim25 ve
RNF125 aracilikli ubiqutilasyonun RIG-I’i farkli sinyal yollarina yonlendirdigi
bilinmektedir. RNF125 aracilikli ubiquitilasyon RIG-I'1 degredasyon i¢in
proteozoma yoOnlendirirken, Trim25 aracilikli ubiquitilasyon RIG-1 bagimli viral
bagisikligin harekete gecirilmesinde gereklidir.

Bu boliimiinde, RIG-1 CAR domainlerini ve Trim25-SPRY domainini ve RNF125°1
kodlayan genler E. Coli ekspresyon vektorleri igerisine klonlanmis, bakteriyel
sistemde  ekspresyonlari ve  kromatografik  yontemlerle saflastiriimalar
gergeklestirilmistir. Ayrica RIG-I CARDs PN-isaretli olarak iretilmis ve NMR
yapisal ¢alismalar i¢in uygun olup olmadig test edilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda,
Trim25-SPRY ve RNF125 proteinlerinin ¢oziintirliiklerinin diisiik oldugu, denenen
soliisyon kosullarinda kararsiz olduklar1 ve hizla ¢oktiikleri gdzlenmistir. RIG-I
CARDs’in ise kaydedilen 15N-1H HSQC spektrumundan, test edilen NMR
kosullarinda kararl bir li¢ boyutlu yapiya sahip olmadig: belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: ISG15, Ubiquitin, UbelL, Ubiquitin fold domain, RIG-I,
CARDs, RNF125, TRIM25, Protein ekspresyonu, Protein
saflastirilmasi, Izotopik isaretleme, Bio-NMR, NMR



ABSTRACT

NMR SOLUTION STRUCTURE OF ISG15 ACTIVATING ENZYME UBE1L
UF-DOMAIN AND CLONING, EXPRESSION, PURIFICATION of SOME
UBIQUITIN E3 ENZYMES AND RIG-1 CARDS

Cagdas DAG

Master of Science (M.Sc)
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Department of Chemistry
Supervisor: Asst. Prof. Dr. E. Sonay ELGIN
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Ubiquitin (Ub) and ubiquitin-like (Ubl) proteins are common post-translational
modifiers of eukaryotic proteins. Ub/Ubl conjugation to target proteins occurs via
similar enzymatic cascades and requires the activity of three enzyme classes, namely
E1 activating enzymes, E2 conjugating enzymes and E3 ligases. Each Ub/Ubl protein
has its own specific set of E1, E2 and E3 enzymes and each Ub/Ubl protein directs
its target to different pathways and functions. Which pathway or function target is
directed to depends both on the attachment position of Ub/Ubl on the target and the
number of attached Ub/Ubl molecules.

Interferon stimulated gene 15 is a ubiquitin-like protein involved in immune defense.
Post-translational modification of eukaryotic proteins by covalent attachment of
ISG15 is called ISGlation.  Specific E1 enzyme for human ISG15 is UbelL. El
enzymes in Ub/Ubl conjugation systems display similar structural and functional
aspects. They generallyconsist of three different domains: adenilation domain, the
catalytic cysteine domain and the carboxyl terminal ubiquitin-like beta-grasp (BG) /
ubiquitin fold (UF). There is no structural work in the literature for human UbelL
enzyme yet. However, structural studies on other Ub/Ubl specific Els show that UF
domain is important for interacting E2s and necessary in selecting the correct E2 for
the pathway. Structural studies play important roles in understanding how specificity
is achieved in various conjugation systems. Structural studies on human UbelL will
help to understand this specificity.

In the second part of this thesis, production of human RIG-1 CAR (caspase
activation and recruitiment) domains, which are the targets of various Ub/Ubl
modification systems, and two E3 ligases (Trim25 and RNF125), which are involded
in ubiquitylation of RIG-1 CARDs (CAR domains), were carried out to use in
structural studies. In cells infected with RNA viruses, RIG-1 is involved in the first
step in recognition of viral RNA molecules and activation of host defense.
Ubiquitylation plays an important role in RIG-1 regulation. There are two different
E3 enzymes that are known to function in RIG-1 ubiquitylation; Trim25 and
RNF125. Ubiquitylation of RIG-1 CAR domains by different E3s, targets RIG-1 to

Vi



different signal pathways. While ubiquitylation by RNF125 targets RIG-1 to
proteosome for degredation, ubiquitylation by Trim25 is necessary for activation of
RIG-1 dependent viral defense system.

In this part, genes coding for RIG-1 CARDs, Trim25-SPRY domain and RNF15
were cloned into E. Coli expression vectors, bacterial protein expressions and
purification of target proteins by chromatographic methods were carried out. In
addition, '"N-labeled RIG-I CARDs was produced to test whether free domains were
suitable for structural studies. Result of these studies showed that both Trim25-SPRY
and RNF125 had a low solubility and stability and precipitated immediately under
the solution conditions tested. 15N-1H HSQC spectrum of RIG-I CARDs indicated
that under the NMR condition used, free domains did not fold into a stable
conformation.

Keywords: ISG15, Ubiquitin, UbelL, Ubiquitin fold domain, RIG-I, CARD:s,
RNF125, TRIM25, Protein expression, Protein purification, Isotopic
labeling, Bio-NMR, NMR
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BOLUM 1: ISG15 AKTIVE EDICI E1 ENZIMi UBE1L-UF
DOMAINININ NMR SOLUSYON YAPISININ BELIRLENMESI

1. GIRIS
Proteinler organizmalarda bir¢ok hiicresel dongiide enzim, tasiyici, algilayici, sinyal
iletimi gibi gorevler gerceklestiren makro molekiillerdir. Bu makro molekiiller
hiicresel gorevlerini yerine getirebilmek i¢in ¢ofgu zaman translasyon sonrasi
modifikasyonlara ugratilirlar. Bu modifikasyonlar kimi zaman proteine fosfat, metil,

asetat gibi fonksiyonel gruplar eklenmesi ile, kimi zaman ise diger kiiciik proteinlerin

hedef proteine kovalent olarak baglanmasi ile gerceklesir.

Hedef proteinlere kovalent olarak baglanmak sureti ile onlar1 modifikasyona ugrattig
tespit edilen ilk protein ubiquitindir (Ub). Ub hedef proteine {i¢ farkli enzim simifi
yardimi ile baglanip hedef proteini farkli hiicresel fonksiyonlara ydnlendirir ve
gorevini tamamlayinca deubiquitilasyon enzimleri yardimi ile hedef proteinden
ayrilir. Ubiquitin disinda benzer bir enzimatik mekanizma ile hedef proteinlere
baglanarak diizenleyen bagka proteinler de bilinmektedir. Bu proteinler ubiquitin
benzeri (ubiquitin like, Ubl) proteinler olarak adlandirilir. Sayilar1 onun iizerinde

olan Ubl proteinlerden en ¢ok bilinenleri NEDD8, SUMO ve ISG15 dir.

1.1. interferonlarca Uyarilan Gen 15 Proteininin Kesfi

Interferonca uyarilan gen 15 (ISG15) proteini 157 amino asitten olusan 17171 Da
biiyiikliigiinde Ub benzeri bir proteindir. ilk olarak 1979 yilinda Ehrlich ascites
timor hiicrelerinde interferonlara bir tepki olarak ekspres oldugu saptanmistir
(Farrell vd., 1979). Aym1 dénemde yapilan molekiiler ¢alismalar ISG15 geninin
interferonlarca uyarilan onciil genler arasinda oldugunu ortaya koymustur (Korant
vd. 1984). ISG15 geni tip I interferonlarca (IFN «/f) uyarilarak aktive olur. Buna
ragmen Tip II interferonlarin (IFN y) ISG15 geni {izerinde bir etkisi yoktur (Korant
vd., 1984).

1979 yilinda kesfedilen protein 1987 yilina kadar adlandirilmamistir.  Genin
kodladig1 proteinin saflastirilmasi ile SDS-PAGE iizerindeki boyutunun yaklasik 15



kDa oldugu saptanmistir ve interferonlar ile olan iliskisi de gdz Oniinde

bulundurularak proteine “Interferon stimulated gene 15 ad1 verilmistir.

ISG15 proteinin Ub sistemi ile olan iliskisi ilk olarak 1987 yilinda ortaya
koyulmustur. Ubiquitin proteininin viral enfeksiyonlardaki ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi ¢aligmalarinda sasirtic1 bir sekilde Ub antikorlar ile etkilesen baska bir
protein oldugu saptanmistir (Haas vd., 1987). Bu proteinin tip I interferonlarca (IFN
«/f) wuyarilirken Tip II interferonlara (IFN y) yanit vermedigi gozlemlenmis ve
sekans calismalar1 sonucunda daha onceden belirlenmis olan ISG15 proteini ile ayn1

protein oldugu ortaya koyulmustur.

1.2. ISG15’in Yapisi ve Ozellikleri

Yapisal olarak Ub benzeri proteinler ailesinde yer alan proteinin X-1511
kristalografisi ile belirlenmis yapis1 mevcuttur. Iki adet Ub benzeri domain (B-grasp
domain, BGD ) iceren ISG15’in her bir Ub benzeri domaini B- - a- 310-B- B-310- B
ikincil yapisina sahiptir (Sekil 1.1) (Narasimhan vd., 2005). Ayrica, karboksil
terminal (C-terminal) B -grasp domaininin serbest halde yapisi da Insan yapisal

genom projesi kapsaminda belirlenmistir.

A.

Vs

Sekil 1.1. HSISG15 ve HsUb proteinlerinin kristal yapilar: (A. HsSISG15 proteinin kristal yapist
(PDB: 1Z2M) B. HsUD proteinin kristal yapis1 (PDB: 1UBQ))

Bu domainlerden her birinin biyolojik olarak farkli gérevleri vardir. Ub benzeri C-

terminal domaini ISG15 proteininin E1 ve E2 enzimlerine baglanmasinda spesifik rol

2



oynarken, amino terminal (N-terminal) domaini spesifik olarak hedef proteine
ligasyon basamaginda rol almaktadir (Chang vd., 2008). ISG15’in her bir domaini
amino asit dizisi bakimindan ubiquitin ile %30 homoloji gosterir. 5 memeli ISG15
protein dizisi arasinda ise %47 oraninda benzerlik vardir (Sekil 1.2). Her iki domain
de korunmus LRLRGG dizisi ile bitmekte olup bu korunmus amino asit dizisi

biyolojik fonksiyonlarda hedef proteine baglanmakta rol alir (Loeb ve Haas 1992).

Sekil 1.2. HsISG15 proteinin Ub benzeri domainlerinin Ub ile yapisal olarak
karsilastirilmasi (A. HsISG15 N-terminal Domainin (kirmizi) HsUb (sar1) ile uyumu, B.
HsISG15 C-terminal Domainin (yesil) HsUb (sar1) ile uyumu (PDB: 1Z2M, 1UBQ)

1.3. ISG15 Ekspresyonunun Regiilasyonu

ISG15 ekspresyonu, gen transkripsiyonu diizeyinde aktinomisin D yardimi ile

baskilanabilmektedir (Farrell vd., 1979). Tip 1 interferonlarca tetiklenen

ekspresyonunda ISG15 geninin iist kismindaki -120 baz ¢ifti uzaklhigindaki bolge
3



onem tasimaktadir (Reich vd., 1987). Interferonca uyarilmis gen faktdr 3 (interferon
stimulated gene factor 3, ISGF3) ve interferonlar, ISG15 geninin promoter
bolgesindeki interferonca uyarilmis yanit elemani (interferon stimulated respons
element, ISRE) bolgesine baglanmaktadirlar. Bu baglanma sonucu genin aktivasyonu
gergeklesir (Nguyen vd., 1997). Genin promotor bolgesinde 2 adet ISRE bolgesi
bulunmaktadir. Bu bdlgeler interferon yanit faktorii baglama bolgesi (interferon
response factor binding site, IRFE) ile aym bodlgede yer almaktadir (Tanaka ve
Taniguchi, 2000).

ISGF3’1in diizenlenmesi fosforilasyon ile gerceklesmektedir. Fosforilasyona ugrayan
ISGF3 c¢ekirdek igerisine gecis yapar ve ISRE/IRFE’lere baglanarak ISG’lerin
ekspresyonunu saglar (Hiscott vd., 1999). ISG15, ISGF3’iin regiile ettigi ISGler
arasinda rapor edilen ilk hedef gendir (Au vd., 1995). ISGF3 heterotrimerik bir
kompleks olup sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktive edici 1 (Statl), sinyal
dontistiiriicii ve transkripsiyon aktive edici 2 (Stat2) ve interferon regiile edici faktor
9 (IRF9) bilesenlerinden olusmaktadir (Darnell 1997). Viral ve bakteriyel
enfeksiyonlar IRF ve ISGF’leri aktive ederler. Dolayisi ile dogal olarak ISG15

ekspresyonunun artmasina neden olurlar (Manthey vd., 1998).

ISG15 ekspresyonunu diizenleyen diger bir faktérde PU.1’dir. PU.1 B hiicreleri ve
myeloid hiicrelerine 6zel bir transkripsiyon faktorii olup hematopoiesis ve kan
hiicrelerinin fonksiyonlarin1 gergeklestirmelerinde 6nemli rol oynamaktadir (Scott
vd., 1994). PU.1 baglanma bolgesi ISRE/IRFE sekansi ile c¢akisik bir bolgede
bulunmakta olup PU.1 IRF4 ve IRFS ile sinerjik etki yaparak ISG15 promotorunun
aktivasyonunda rol almaktadir (Meraro vd., 2002).

Bunun yaninda ISGI15 proteinin aktivasyonu post-translasyonel olarak da
diizenlenmektedir. ISG15 proteini hiicre igerisinde aktif olmayan Onciil olarak
sentezlenir. Bu 0Onciil yapmin karboksil terminalinde proteinin biyolojik
fonksiyonunu yerine getirmesini baskilayan fazladan bir peptid zinciri yer
almaktadir. Bu peptit zinciri karboksil terminalinde bulunan glisinin hedef proteinler
ile etkilesimini onler. ISG15’in ekspresyonu sonrasinda bu ekstra peptit zinciri Ubpl

enzimi yardimu ile kesilir. Bu sayede protein biyolojik olarak aktif hale gecer.



1.4. ISG15’in Biyolojik Fonksiyonlar:

ISG15’in en iyi bilinen biyolojik fonksiyonu bagisiklik sisteminde viriislere kars
gorev yapmasidir (Skaug ve Chen 2010, Yuan ve Krug 2001). Bunun yaninda ISG15
insanlarda, bagisiklik sisteminde (sitokin olarak) (Knight ve Cordova 1991, Recht
vd., 1991), ve hiicre i¢i sinyal iletim sistemlerinde (Jeon vd., 2009, Jeon vd., 2008,
Whitmarsh 2009) diizenleyici olarak islev yapmaktadir. Ayrica hem timor
baskilayici olarak (Feng vd., 2008, Liu vd., 2003) hem de gogis kanseri ile ilgili
caligmalarda onkojenik bir faktdr olarak ortaya ¢iktigi belirlenmistir (Bektas vd.,
2008).

1.5. ISG15 Konjugasyon Yolu (ISGlasyon)

Ubiquitin benzeri bir protein olan ISG15 hem yapisal hem de isleyis agisindan
ubiquitine benzemektedir. ISG15' de Ub gibi 3 farkli enzim smifi yardimi ile hedef
proteinlere ilave edilir. ISG15’in hedef proteine kovalent olarak baglanmasi
sonucunda ger¢eklesen bu translasyon sonrasi modifikasyon prosesi ISGlasyon
olarak adlandirilir (Loeb ve Haas 1992). Kiitle spektroskopisi temelli yapilan
proteomik caligmalarda ¢ok sayida okaryotik proteinin ISG15 proteini ile baglanmak
sureti ile modifikasyona ugratildig: ortaya cikarilmistir (Zhao vd., 2005). Ub ve Ubl
modifikasyon sistemlerinde islev yapan enzimler her ne kadar yap1 ve mekanizma
bakimindan benzerlik gosterseler de hedef proteinler icin biiylik bir 6zgilliige

sahiptirler (Haas ve Siepmann 1997).

1.5.1. ISGlasyonun Mekanizmasi

ISGlasyon da tipk1 diger ubiquitin benzeri translasyon sonrasi modifikasyonlar gibi
iic enzim siifinin aktivitesini gerektirir. Bu enzimler; E1 aktive edici, E2 konjuge
edici ve E3 ligazlar olarak adlandirilirlar. Mekanizma birbirini takip eden enzimatik

kaskatlardan olusmaktadir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Sematik olarak ISGlasyon dongiisii

1.5.1.1. UbelL E1 enzimi ile ISG15 aktivasyonu

Hedef proteine ISG15’in baglanmasi i¢in gerekli olan basamaklardan ilki E1 aktive
edici enzim yardimi ile ISG15’in aktivasyonudur. ISG15 i¢in spesifik E1 enzimi
UbelL’dir. Aktivasyon basamaginda E1 enzimi ile ISG15 arasinda bir tiyoester bagi
olusmaktadir. Bu bag iki ara basamak yardimi ile meydana gelmektedir. Ilk ara
basamakta ATP hidrolizi sonucu meydana gelen AMP ile ISG15’in C-terminali
karboksil ucunda kovalent olmayan acil-adenilat ara {iriinii olusur (1.1). Yiiksek
enerjili bu ara {liriin UbelL enziminin katalitik sisteini iizerine transfer edilir ve

ISG15-UbelL tiyoester bagi meydana gelir.

Mg” . AMP-Ubl

Elg, +ATP+Ubl == EI_ " +PP;

AMP-Ubl
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Bunun ardindan ikinci bir ISG15 proteini yine ATP yardimi ile E1 enzimi ile
baglanir (Bohnsack ve Haas 2003, Haas vd., 1982). Boylece aktivasyon basamagi
sonunda E1 enzimi, biri kovalent olarak tiyo ester bagi ile bagh digeri kovalent
olmayan sekilde bagl, iki ISG15 molekiilii ile yiiklenmis olur. Bu basamagin
ardindan kaskatin ikinci basamagina gegilir. Ikinci basamak ISG15’in E1 enziminden

E2 enzimine transferini kapsayan basamaktir.
UbelL;

112 kDa biiyiikliiglinde olan UbelL, ubiquitin E1 enzimi Ubal gibi monomerik bir
proteindir (Yuan ve Krug 2001). Baz1 ubiquitin benzeri sistemlerde gorev yapan E1
enzimleri ise heterodimeriktir. (Hershko ve Ciechanover 1998).

UbelL de ISG15 gibi gen diizeyinde interferonlar tarafindan aktive edilir. UbelL’nin
ISG15 ile olan iliskisi ortaya ¢ikartilmadan 6nce bir¢ok akciger kanserinde UbelL
geninin delesyona ugradigi tespit edilmistir. Bu nedenle tiimor baskilayict bir
ozellige sahip oldugu diisiiniilmektedir (Kok vd., 1995).

UbelL’nin ISGI5 ile olan iligkisi influenza B viriisiiniin NS1B proteininin
fonksiyonunun arastirilmasi sirasinda ortaya koyulmustur. Yuan ve Krug’un 2001
yilinda yayinlanan ¢alismalarinda ISG15 proteinin E1 enzimini bulmak i¢in
gelistirilen hiicre dis1 analiz yontemleri ile UbelL’nin ISGI5 ile kompleks
olusturdugu ve bu enzimin ISG15 proteinin E1’1 oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bunun
yaninda yine aym ¢alismada ISG15’in spesifik olarak NS1B ile baglandig1 ortaya
koyulmustur. Bu baglanmanin ISG15’in antiviral yanitta goérev almasini ve
ISGlasyon icin gerekli olan basamaklarin ger¢eklesmesini inhibe ettigi saptanmistir

(Yuan ve Krug 2001).

Tiim Ub benzeri protein sistemlerinde E1 enzimleri yapisal ve fonksiyonel bakimdan
benzerlik gosterirler. E1 enzimleri {i¢ domain igerirler; adenilasyon domaini, katalitik
sistein domaini ve karboksil terminal ubiquitin benzeri beta-grasp domaini/ubiquitin
fold domaini (UFD). ISGlasyon sirasinda UbelL hem ISG15 hem de E2 enzimi ile
etkilesir. Bu etkilesimler sonucunda ISG15 El1 enziminden E2 enzimi iizerine
aktarilir. E1 enziminin ISGI15 ile kovalent olarak etkilesen kismi katalitik sistein
domainidir. E1-E2 etkilesimine her nekadar E1’in tim domainleri katilsa da UFD
domaininin hem etkilesim i¢in gerekli oldugunu hem de dogru E2’nin se¢ilmesinde

onemli rol oynadigini1 gosteren ¢alismalar mevcuttur (Durfee vd., 2008a). Giiniimiize



kadar literatiirde heniiz UbelL proteini iizerine sonuglanan yapisal bir c¢alisma

bulunmamaktadir.

E2 enzimleri;

Enzimatik kaskatta gérev yapan enzim siniflarindan ikincisini olusturan E2 enzimleri
tasiyic1 enzimler/konjuge edici enzimler olarak da isimlendirilmektedirler. Bu sinif
enzimlerin temel gorevi El tarafindan aktive edilmis Ubl proteini hedef proteine
tagimaktir. E2 enzimlerinin iizerinde ii¢ farkli etkilesim yiizeyi bulunmaktadir (Sekil

1.4).

Sekil 1.4. UbcHS partnerleri ile etkilesim yiizeyleri (Sekilde Elile etkilesen bolge mor, E3 ile
etkilesen turuncu, Ubiquitin ile etkilesen bolge ise kirmizi ile isaretlenmistir.)
Ik yiizey E2 enziminin Ub ile etkilesiminde, ikinci yiizey El enzimi ile
etkilesiminde ticlincii ylizey ise E3 enzimi ile etkilesimde gorev alan yiizeylerdir. E2
enzimleri direkt olarak hedef protein ile etkilesmezler Ub benzeri proteini E3
enzimine tasirlar. E2 enzimleri iizerindeki E1 ve E3 enzimleri i¢in olan etkilesim
ylizeyleri kismi olarak birbirleri ile ¢cakigsmaktadir (Huang D. T. vd., 2005, Huang L.
vd., 1999). Bu ¢akismanin yaninda E1 ve E3 enzimleri ancak E2 enziminin farkli
konformasyonel yapilarina baglanabilirler. Bunlarin bir sonucu olarak E1 ve E3
enzimleri E2 enzimine ayni anda baglanmayip birbirini takip eden periyotlarda

baglanabilmektedirler (Reverter ve Lima 2005).

UbcHS (UBE2L6);

153 amino asitten meydana gelen proteini kodlayan gen 11. Kromozomun ql2
bolgesinde yer almaktadir (Ardley vd., 2000). Tipki UbelL ve ISG15 gibi tip 1
interferonlar ve viral enfeksiyonlarca ekspresyonu tetiklenen protein 17767 Dalton

bityiikliigiindedir (Kim K. L. vd., 2004, Zhao vd., 2004).



[k olarak ubiquitilasyon sisteminde gérev aldig1 ortaya ¢ikarilan proteinin ilerleyen
zamanlarda ISGlasyonda da gorev aldigi ortaya c¢ikarilmistir (Kim K. 1. vd., 2004).
Birgok E2 enzimi tek bir Ub/Ubl protein i¢in spesifik olmasina ragmen, UbcHS8’in
hem Ub hem de ISG15 modifikasyon sistemlerinde islev yapmasi proteine farkli bir

ilgi kazandirmaktadir (Zhao vd., 2004).

2005 yilinda kristal yapisi (pdb: 1wzw) ortaya ¢ikarilan UbcHS8’in 2009 yilinda da
Ub ile NMR verilerine dayali modellenmis kompleks yapist (pdb: 2kjh) ortaya
konulmustur (Serniwka ve Shaw 2009). Bu kompleks yapida UbcH8’in Ub ile
etkilesime giren yiizeyi ve bu etkilesimde gorev alan amino asitlerin hangilerinin
bliyilkk 6nem tasidigi ortaya koyulmustur. Ancak Ub-UbcH8 arasindaki dogal
etkilesim NMR c¢alismalar1 ile saptanamadigindan, Ub C-terminalindeki glisin
sisteine doniistiiriilerek iki protein arasinda disulfid bagi ile kararli bir yap1 olusmasi

saglanmistir (Serniwka ve Shaw 2009).

1.5.1.2. ISG15in UbelL den UbcHS e transferi

[SGylasyonun ikinci basamaginda, UbelL’nin katalitik sisteinine tiyoester bagi ile
bagli bulunan ISG15’in E2 {izerindeki katalitik sisteine transferi gerceklesir. Bu
aktarim trans-tiyolasyon olarak adlandirilir. Bu transferin gergeklesebilmesi i¢in E1

ve E2 enzimlerinin birbiri ile nonkovalent olarak etkilesmesi gereklidir.

Durfee ve arkadaslarinin 2008 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda hem UbelL. hem de
UbcHS8’in E1-E2 etkilesiminde rol alan bolgeleri belirlenmistir. Ad1 gecen ¢alismada
UbelL-UFD’nin tek basma UbcHS ile etkilesimde yeterli oldugu belirlenmistir.
Bunun yaninda UbelL-UFD’nin E1’den E2’ye ISG15 aktarimi icin gerekli oldugu
ortaya koyulmustur. UbelL-UFD delesyona ugratildiginda, E1-E2 etkilesiminin ve
transtiyolasyonun gerceklesmedigi gosterilmistir (Durfee vd., 2008b). UbcH8’in N-
terminalinde bulunan ilk 39 amino asidinin segicilikte ve UbelL ile etkilesimde

gerekli oldugu gosterilmistir (Durfee vd., 2008b).

1.5.1.3. E3 enzimi yardimi ile ISG15in hedef proteine ligasyonu

[SGylasyonda son basamak E2 iizerindeki ISG15’in E3 ligazlar yardimi ile hedef

proteine aktarilmasidir. Bu basamak sonucunda ISG15’in karboksil terminalinde
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bulunan glisin hedef protein ilizerindeki bir lizin yan zincirine izopeptit bagi ile
kovalent olarak baglanir. Bu aktarimda E3 enzimleri hem hedef proteinin
taninmasinda hem de izopeptit baginin olusumu reaksiyonunun katalizlenmesinde

gorev alirlar (Huibregtse vd., 1995a, Scheftner vd., 1995).

E3 enzimleri temel olarak 3 smifa ayrilmislardir. Bu smiflar HECT (E6AP C
terminali ile homolog) sinifi, RING/U-box sinifi ve bu iki smifa dahil olmayan

E3’lerin olusturdugu siniftir (Huibregtse vd., 1995b).

1.6. Ub ve Ubl Sistemlerin E1 Enzimlerinde UFD

Ub ve Ubl modifikasyon sistemlerinde her bir Ub/Ubl protein i¢in bir ya da birkag
E1 enzimi mevcuttur. E1 enzimleri birden fazla E2 enzimleri ile etkileserek Ub/Ubl
proteini farkli hedef proteinlere yonlendirirler. E1-E2 etkilesimlerinde UFD’lerinin
baglanma ve seciciligin saglanmasinda Onemli olduklarini gosteren c¢aligsmalar
mevcuttur (Durfee vd., 2008b, Tokgoz vd., 2012, Wang J. vd., 2010a). Giinlimiize
kadar bir¢cok farklt Ubl proteinlerin EI1-UF domainleri yapisal ¢alismalar ile

incelenmistir. Bu sistemlerden bazilari; Ub, Sumo, Nedd8, Atg8’dir.

1.6.1. Ub E1-UFD

Ubal 110-120 kDa boyutunda monomerik bir proteindir. Insan Ubal proteininin
yapisi heniiz tayin edilememistir ancak 2008 yilinda Saccharomyces cerevisia Ubal
enziminin Ub ile olusturdugu kompleksinin ii¢ boyutlu yapis1 X-isinlar

kromatografisi ile belirlenmistir (Sekil 1.5) (Lee ve Schindelin 2008).
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Sekil 1.5. Saccharomyces cerevisia Ubal-ubiquitin kompleksi (Ub: kirmizi, Ubal-UFD:mavi PDB:
3CMM)

Saccharomyces cerevisia Ubal-Ub kompleksi yapisinda UF domainin B- - a- B- B-
o- B yapisina katlanmis oldugu goriilmektedir. Bu yapida ikinci alfa heliksin diger
UFD’lere gore daha uzun oldugu ve kirik dogru bir yapida oldugu dikkat
cekmektedir. E2 enzimlerinin ikinci alfa heliks bolgesine baglandig diisiintildiigiinde
bu farkliligin secicilikte rol alabilecegi agirlikla muhtemeldir. Bunun yaninda ayni
yapidaki (PDB: 3CMM) simetrik iki kompleks karsilastirildiginda UF Domainin
farkli koformasyonlarda oldugu goriilmektedir. Kristal yapisindaki bu iki farkh
konformasyonel yapt UFD’nin hareketli bir yapiya sahip oldugunu goéstermektedir.
Bu hareketli yap1 sayesinde E1-E2 etkilesiminin kolaylastig1 diisiintilmektedir (Lee
ve Schindelin 2008).

1.6.2. Sumo E1-UFD

Sumo sisteminde E1 enzimi iki farkli alt birimden olusan bir heterodimerdir. insan
Sumo E1 enziminin alt birimleri Uba2 ve Aosl olarak mayada ise SAE1-SAE2
(Uba2) olarak adlandirilmaktadir. Homo Sapiens Uba2-UFD’ini igeren iki adet
kristal yap1 bulunmaktadir (Sekil 1.6) (Lois ve Lima 2005, Olsen vd., 2010).
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Sekil 1.6. E1-Sumo kompleksi (Sumo: siyah. Sae2-UFD: pembe ile gosterildi. PDB: 1Y8R)

SUMO sisteminin Saccharomyces cerevisia Uba2-UFD-Ubc9 kompleksini igeren
yap1 ise 2010 yilinda yaymlanmistir (Sekil 1.7) (Wang J. vd., 2010b). Sumo
sisteminin E1 enziminin hem E1 hem de E2 ile etkilesimlerinden meydana gelen
komplekslerinin olmasi sistemin isleyisine 1s1ik tutmak i¢in biiyiik bir katki

saglamistir.

Sekil 1.7. Saccharomyces cerevisia Uba2-UFD- Ubc9 kompleksi (Uba2-UFD: Turuncu, Ubc9:
Yesil. PDB: 30NG)
Bu iki farki organizmaya ait olan yapinin igerdigi Uba2-UFD’ler karsilastirildigin da
yapilar arasinda c¢ok biiyiik bir farklilik olmadig1 goriilmektedir (Sekil 1.8) (RMSD:
3.60 A ve 51 atom iist iiste cakismustir). Bu iki farkli organizmadan elde edilen UFD
domainleri de gostermektedir ki UFD yapilar1 ¢ok iyi bir sekilde korunmustur.
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Sekil 1.8. Uba2-UFD’nin Sumo ve UbC9 ile olan komplekslerindeki yapilarinin karsilastirilmasi
(ScUbc9 ile ScUba2-UFD yapist mavi, ScCSUMO ile HsUba2 yapisindaki Uba2-UFD ise yesil ile
gosterilmistir. PDB:3ONG, PDB:1Y8R)

Sumo sisteminin E1 enzimi ile yapilmis olan diger bir yapisal ¢alismada Sumo ile E1
enziminin kompleksi ve adenilasyon basamaginda E1 sistein domainindeki biiyiik

acisal degisim incelenmistir (Olsen vd., 2010). Bu yapidaki E1-UFD 2005 yilinda
elde edilen kristal yapis1 ile ayni yapiya sahiptir (PDB: 3KYC).

1.6.3. NEDDS E1-UFD

NEDDS E1 enzimi APPBP1-Uba3 heterodimerinden olusmaktadir. UFD’1 Uba3’iin
karboksil terminalinde yer almaktadir. Ub benzeri sistemler arasinda en ¢ok yapisal
calisma yapilmis olan sistem NEDDlasyon sistemidir. Nedd8 E1 enziminin hem
serbest hem de ¢esitli E2, Nedd8-E2 kompleksleri halinde kristal yapilart mevcuttur
(Bohnsack ve Haas 2003, Huang D. T. vd., 2005). Sekil 1.9’da Uba3-UFD’nin E2 ile
kompleks halde yapis1 gosterilmektedir.
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Sekil 1.9. Uba3-UFD-Ubc12 kompleksi (chllé:gggsil, Uba3-UFD: Sari ile gosterilmektedir. PDB:
Ubc12 enzimi ile kompleks yapisinda Uba3-UFD’nin ikinci alfa heliksi kararlt bir
yapiya sahiptir ancak NMR ile belirlenmis serbest Uba3 yapisinda ve E2 icermeyen
kompleks yapilarinda ayni bdlgenin alfa heliks formunu kaybetmis hareketli bir
yapiya sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 1.10). Bu alfa heliksin serbest halde iken
dinamik bir yapiya sahip olmasmin baglanmada O©nemli bir rolii oldugu

diistiniilmektedir.

Sekil 1.10. Uba3-UFD NMR soliisyon yapisi (Beta tabakalar yesil, alfa heliks ikinci yapisina sahip
bolgeler kirmizi ile renklendirildi. PDB:2LQ7)
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1.6.4. Atg8 E1 enzimi (atg7) Ub Fold domainleri

Atg8 sistemi noncanonical E1 ve E2 enzimleri ile gorev yapan Ub benzeri bir
konjugasyon sistemidir. Saccharomyces cerevisia organizmasinda goérev yapan
Atg8’in El enzimi atg7 olarak adlandirilir ve diger Ub benzeri post-translasyonel
sistemlerin Ellerinin igerdigi gibi UFD icerir. Bu domain diger UFDler ile

karsilastirildiginda dizi bakimindan bir benzerlik géstermemektedir.

1.7. Mekanizma (yap1) Tabanh Drug Dizayni

Yakin ge¢miste kuantum fiziginde gerceklesen hizli gelismeler ve bunun ortaya
cikardigr yiiksek performansli bilgisayarlar, bilimin birgok farkli dalinda biiyiik
degisimlere imkan saglamistir. Bunun yaninda biyokimya, molekiiler biyoloji, tip
gibi farkli disiplinler arasi isbirligi yeni ve etkili arastirma alanlarinin ortaya
ctkmasini saglamistir. Bu alanlardan bir tanesi de mekanizma tabanl drug dizaynidir.
Mekanizma tabanli drug dizayni temel olarak hedef sistemde segilen proteinin
deneysel olarak belirlenmis ya da bilgisayar tabanli olarak hesaplanmis yapisinda
bulunan aktif bolgeye uygun ve sistemin mekanizmasinin isleyisini durdurmaya
yonelik drug bulunmasina dayanir. Bu kapsamda bilgisayar yardimi ile bir¢ok drug
dizayn edilmistir. Ancak bilgisayar tabanli dizaynlarin gerceklestirilmesi sonrasi
belirlenen molekiillerin fiziksel ve kimyasal o6zelliklerinin optimizasyonu ve
analoglariin sentezlenmesi hem uzun zaman gerektiren hemde maddi olarak yiiksek
maliyete sahip bir yontemdir. Bunun yaninda mekanizma tabanli dizaynlarda kimi
zaman enzimlerin aktif bolgelerine drug dizaym gergeklestirilsede bircok zaman
sistemin isleyisini durdurmak icin protein-protein etkilesimlerini durdurmak
gerekmektedir. Bir¢ok sistemde protein-protein etkilesim yiizey alanlar1 ¢ok genistir
ve bu yliksek alanlar icin sadece bilgisayar tabanli drug dizanlarinda zorluk

yasanmaktadir.

1996 yilinda Stephen W. FESIK’in ortaya c¢ikardigi yeni bir yontem ile drug dizayn
yontemine yeni bir boyut getirmistir. “Structure-activity relationships by NMR”™
(SAR by NMR) ismini tagiyan bu yeni yontem ile drug dizayn i¢in gerceklesen

disiplinler aras1 ¢aligmalarda NMR’in kullanim1 daha da biiyiik yer kazanmaya
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baglamistir (Shuker vd., 1996). "SAR by NMR" yontemi ile drug dizayninin ilk
basmaginda bilgisayar tabanli bir secim sistemi ile proteinin etkilesim bolgesindeki
farkli boliimleri ile etkilesebilecek kiiciik bilesikler belirlenir (Billeter 1995, Diercks
vd., 2001, Fesik vd., 1997, Hajduk vd., 1999, Hajduk vd., 1997, Hanzawa and
Takizawa 2010, Jahnke 2003, Klages vd., 2007, Rose vd., 1999, Shuker vd., 1996).
Sonrasinda bu kiigiik bilesiklerin 15N-HSQC NMR titrasyonu ile deneysel olarak
protein ile etkilesimleri belirlenir. Bu basamakta NMR’1n 6nemi birkez daha ortaya
cikmaktadir. NMR yonteminde deneylerin kisa siirelerde tamamlanmasi birgok farkl
bilesigin kisa surede test edilmesine imkan vermektedir (Hanzawa ve Takizawa
2010, Pellecchia vd., 2008, Zartler ve Shapiro 2006). Bunun yaninda NMR
yonteminde proteinin drug ile etkilesiminin detaylarini ve etkilestigi bolgeleri ve
etkilesim giiciinii ayn1 anda ve kompleksin yapisin1 belirlemeden goézlemlemek
mimkiindiir. Bunun yaninda NMR’mn bu yontemdeki diger bir avantajida diger
tekniklerin sahip olmadigi atomik diizeyde molekiiler dinamigin pikosaniyeden
saniyeye kadar degisen genis bir ararikta izlenebilmesine imkan vermesidir. NMR ile
mekanizma tabanli drug dizayninin ilk basamagida sistemin etkilesiminde kilit rol
oynadig1 diistiniilen domainlerin yapi tayinleridir. Bu nedenle bu calisma ISGlasyon
sistemi i¢in gelistirilebilecek mekanizma tabanli drug dizanynina temel

olusturmaktadir.

1.7.1. Ub ve Ub benzeri sistemlerde mekanizma tabanh drug dizayn calismalar:

Ub ve Ub benzeri sistemlerin isleyisinde gorev alan enzimlerin yapilarinin bir bir
aydinlatilmasi ile bu sistemler ile ilgili mekanizma tabanli drug kesifleri de dogru
orantili olarak artmaya baslamistir. Mekanizma tabanli drug dizayn ¢aligmalarindan
ilki Milenyum farmasétik firmasi tarafindan bulunan MLN 4924 kodu ile
isimlendirilen molekiildiir. MLN 4924, NEDDS aktivasyon enziminin aktif bolgesine
baglanarak enzimin aktivitesini durdurmaktadir (Brownell vd., 2010, Chen vd., 2011,
Soucy vd., 2009a, Soucy vd., 2009b, Tanaka T. vd., 2012). 2008 yilinda kesfedilen
bu molekiilin NEDD8 EI enzimini baskilama yolu ile melanomada timor
biliyiimesini baskilamasi1 beklenmektedir. Molekiil ile ilgili gergeklestirilen klinik
demeler Oncesi yapilan calismalar olumlu sonu¢ vermis olup klinik sathalardaki

testler ve denemeler devam etmektedir.
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Bunun yaninda Ubiquitin sisteminde deubiquitilasyon basamaginda gorev alan
USP7’nin aktivitesinin baskilanmasi i¢in bulunan P-005091, BAP-1 deubiquitilasyon
enziminin aktivitesinin baskilanmasi i¢in kesfedilen TG2-103-1, ubiquitin yardimu ile
protein degredasyonunun son basamagini olusturan proteasomun inhibisyonu ig¢in
kesfedilen CEP-18770, MLN-9708, PR-171 moliikiilleri, Ub E3 enzimi MuRF1’1n
aktivitesini baskilamak i¢in bulunan P-013222 molekiili Ub ve Ub benzeri
sistemlerin ¢esitli basamaklarini inhibe etmek i¢in dizayn edilen druglar arasinda yer

almaktadir.

1.8. NMR Spektroskopisi ve Protein Yap1 Tayini
1.8.1. NMR Spektroskopisi

NMR spektroskopisinin temeli atom c¢ekirdeginin manyetik Ozelliklere sahip
olmasina ve kuantum fizigine dayanmaktadir. Atom c¢ekirdeginin sahip oldugu
manyetik 6zellik sayesinde, manyetik momenti sifirdan farkli bir atom c¢ekirdegine
uygulanan manyetik enerjinin atom c¢ekirde§i tarafindan absorblandigi ve
absorblanan bu enerjinin tekrar geri salindigi bulunmustur. Bu geri salinan enerji,
uygulanan manyetik radyasyonun giliciine ve uygulanan atomun manyetik
ozelliklerine gore farkli bir frekansta rezonans vermektedir. Siklikla kullanilan
izotoplar manyetik momentleri sifirdan farkli olan 1H, 13C, 31P, ISN, 254 gibi atom
izotoplaridir. Buna ragmen neredeyse tim atomlarin NMR i¢in uygun manyetik

momenti sifirdan farkli izotoplar1 bulunmaktadir.

1940’ yillarin basinda Isaac Rabi’nin gelistirdigi yontem sayesinde atom
cekirdeginin manyetik 6zelliklerinin ve farkl frekanslarda olusturdugu rezonanslarin
kaydedilmesini saglamistir. Bu calisma ile hiz kazanan arastirmalar sonucu 1946
yilinda Felix Block ve Edward M. Purcell ilk NMR cihazini gelistirmislerdir. ilk

NMR cihazinin olusturabildigi rezonans frekansi sadece 30 Mhz’dir.

[lk NMR cihazinin kesfinden sonraki 25 yillik surede NMR aktif molekiillerin 1-D
spektrumlar: {izerine bir ¢ok c¢aligma yapilmasina ragmen NMR in gelisiminde ¢ok
ilerleme kaydedilememistir. Ancak bu durgun siire¢ 1970 yilinda iki boyutlu NMR
spektroskopisinin gelistirilmesi ile biiyiik bir hiz kazanmistir. Bugiin kaydedilebilen
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ii¢, dort ve hatta bes boyutlu spektrumlar NMR spektroskopisinin giiciine biiyiik bir
gii¢ katmistir.

NMR spektroskopisinin bilim i¢in 6nemini bu alanda yaptiklar1 ¢caligmalar ile Nobel
odiilii alan bilim adamlarinin bir listesi acik¢a ortaya koymaktadir: 1943 yilinda Otto
Stern Fizik dalinda protonlarin manyetik momentleri ile ilgili calismast ile, 1944
yilinda Isidor 1. Rabi fizik dalinda NMR’1n temelini olusturan ¢alismalariyla, 1952
de Felic Bloch ve Edward M. Purcell Fizik dalinda ilk NMR cihazin1 hayata
gecirmeleri ile, 1991 de Richard R. Ernst ve 2002 yilinda Kurt Wiithrich Kimya
dalinda yiiksek ¢oziintirliikli NMR spektroskopisinin gelistirilmesi ve NMR ile
protein yap1 tayini ile ilgili ¢calismalari ile, 2003 yilinda ise Paul Lauterbur ve Peter
Mansfield Tip alaninda manyetik rezonans ile goriintiileme teknigi ile ilgili

caligmalari ile Nobel 6diiliinii kazanmiglardir.

1.8.1.1. Giiniimiizde NMR uygulamalart

Gilinlimiizde NMR hem bilim hem tip hem de endiistri alaninda siklikla kullanilan

giiclii bir teknik haline gelmistir. Gliniimiizde NMR kullanim alanlarindan bazilari;

> Biyo-makro molekiillerin {i¢ boyutlu yapilarinin belirlenmesinde,
Biyo makro molekiillerin molekiiler dinamik ¢aligmalarinda,
Molekiiller aras1 zayif etkilesimlerin belirlenmesinde,

Molekiil spesifik ila¢ dizayninda,

Membran proteinlerinin yapilarinin belirlenmesinde,

Metabolomik analizlerde,

YV V. V V V V

Kimyasal analizlerde,

> Polimer maddeler ile ilgili caligmalarda,
olarak siralanabilir. Boyle genis bir kullanim alan1 olan bir teknik olmasina ragmen
belki de en biiyiik dezavantaji cihazin ve kullanim giderlerinin yiiksek masraflar

olusturmasidir.

1.8.2. NMR ile Protein yap1 tayini

NMR ile protein tayini, proteini olusturan amino asitlerin icerdikleri C, N ve H
atomlarina yollanan enerji ile atomlarin olusturduklar1 rezonanslardan elde edilen
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bilgilerin bir araya getirilmesine dayanir. Temel olarak yap1 hesaplamalari i¢in iki
farkli tip bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunlardan ilki yakin mesafe korelasyon
(through bond) deneyleri olarak adlandirilan deneylerden elde edilir. Korelasyon
deneylerinde manyetizasyon kovalent baglar vasitasi ile bir atomdan digerine transfer
edilir. Bu deneylerden elde edilen veriler dogrultusunda dizisel rezonans atamalari

gergeklestirilir.

Ikinci tip bilgi uzak mesafe (through space) etkilesimlerinin gdzlenebildigi
deneylerden elde edilir. Bu deneylerde manyetizasyon bosluk vasitasi ile bir atomdan
digerine aktarilir ve aralarinda 5 A veya daha az mesafe olan atomlar arasinda
rezonans gozlenebilir. Boylece proteinde peptid siralamasi bakimindan birbirlerine
uzak olmalarina ragmen {ii¢ boyutlu yapida birbirine yakin olan amino asitler

hakkinda bilgi elde edilebilir.

1.8.3. Protein yapi tayinin Temel basamaklari

NMR ile protein yap1 tayini 3 basamaga ayirmak miimkiindiir.

1) Protein 6rneginin hazirlanmasi: ilk basamak protein 6rneginin hazirlanmasidir.

NMR ile protein tayininde ISN, 13C isaretli, yiiksek saflikta ve yiiksek
konsantrasyonda protein 6rnegi gereklidir.

2) NMR verilerinin toplanmasi: Yap: analizi i¢in gerekli olan tiim iki ve ¢
boyutlu NMR verilerin kaydedilip islenmesinden olusan basamaktir.

3) Verilerin analizi ve yap1 hesaplamalar:
a) Rezonans atamalari: Proteini olusturan amino asitlerin C, N ve H atomlarinin
kimyasal kayma degerlerinin belirlenmesini igerir.
b) Konformasyonel kisitlarin elde edilmesi: Kimyasal kayma degerlerinden
faydalanarak ikincil yap1 ve torsiyon aci kisitlar1 degerlerinin elde edildigi ve
uzak mesafe deneylerinde edle edilen sinyal siddetlerinin mesafe kisitlarina
dontstiiriildiigii basamaktir.
¢) Yap1 hesaplamasi: Elde edilen rezonans degerleri, uzun ve kisa mesafe ve aci
kisitlart kullanilarak protein ii¢ boyutlu yapisinin bilgisayar programi yardim ile
hesaplandig1 basamaktir.

d) Yapr diizenleme (Refinement): Elde edilen protein iic boyutlu yapilarin
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enerjilerinin minimalizasyonunu i¢eren basamaktir.
Yukaridaki temel basamaklar1 kullanarak 1985 yilinda Kurt Wiithrich ve arkadaslar
ilk kez bir globiiler proteinin NMR ile ii¢ boyutlu yap1 tayinini gerceklestirmislerdir.

1.8.4. Yapis1 NMR ile saptanan ilk globiiler protein

NMR spektroskopisinin kiiciik molekiillerin yap1 analizinde kullanilmast 1950°1i
yillara dayansa da, protein yapi tayini i¢in kullanilmasi ancak Kurt Wiithrich ve
grubunun 1975 yili ve sonrasinda NMR’1n biyomolekiillerin analizi i¢in kullanmasi
alaninda gelistirdigi yontemler ile miimkiin olmustur. Kurt Wiithrich ve grubunun
yillarca yaptig1 deneysel ve teorik ¢alismalar 1985 yilinda son noktaya ulasmistir
(Wuthrich 2001). 1985 yilinda Kurt Wiithrich ve arkadaslar1 seminal inhibitor ITA
(BUSI ITA)(PDB:1BUS) globiiler proteinin NMR yapisini yayinlayarak bir ilke imza
atmislardir (Williamson vd., 1985). Sekil 1.11°de {i¢ boyutlu yapist verilmis olan
BUSI ITA 57 amino asitten olusan bir proteindir.

Sekil 1.11. NMR ile yapisi tayin edilmis ilk globuler protein olan BUSI ITA nin ii¢ boyutlu yapisi
(PDB:1BUS)

BUSI IIA proteinin ii¢ boyutlu yapisinin belirlenebilmesi i¢in gerekli olan 6rnek

dogal kaynagindan izole edildiginden sadece dogal oranlarda ">C ve "N izotoplar

icermektedir. Bu nedenle, NMR verilerini toplamak i¢in protein 6rnegi 16 mM’a

kadar konsantre edilmistir. Gilinlimiizde ise bakteriyel sistemler yardimi ile

rekombinant izotopik isaretli protein {iretimi ucuz ve kolaydir. Bu nedenle
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giinimiizde NMR ile yapilan yapisal calismalarda 0.4 — 0.6 mM izotopik isaretli

protein yapi tayini i¢in yeterli olmaktadir.

1.8.5. Protein yap1 hesaplamalari icin kullanilan temel NMR deneyleri
1.8.5.1. "N-HSOC

"N-HSQC deneyi iki boyutlu NMR deneylerinden en sik kullamlamdur. iki boyutlu
spektrumda x-eksenini 'H, y-eksenini ise "N kimyasal kayma degerleri
olusturmaktadir. "H-""N HSQC deneyinde neredeyse protein iizerindeki alifatik tiim
"N-'"H baglarmin  olusturdugu kimyasal kaymalar1 gdzlemek miimkiindiir
(Bodenhausen ve Ruben 1980). Bu spektrumda tek gézlenemeyen amino asit azot
atomu, aromatik halka i¢erisinde bulunan Prolin amino asidinindir.

'H-""N HSQC spektrumunda hem ana zincir tizerindeki N-H baglarmm hem de
amino asitlerin yan zincirlerindeki N-H baglariin olusturdugu korelasyonu

gozlemlemek miimkiindiir (Sekil 1.12) (Bodenhausen ve Ruben 1980).

'H["*N}-HSQC
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Sekil 1.12. "'N-HSQC’de enerji aktarimmn gergeklestigi atomlar NMRFAM WS, 2011)

'H-""N HSQC deneyinin en sik kullanilan iki boyutlu NMR deneyi olmasmimn en
biiylik nedenlerinden birisi proteinin katlanmasi1 ve NMR i¢in uygun olup olmadigi
konusunda kisa zamanda net bilgiler verebiliyor olmasidir. Her ne kadar deney
verilerinin toplanma suresi protein Orneginin konsantrasyonuna gore degisiklik
gosteriyor olsa da 1-2 mM konsantrasyona sahip bir 6rnek ile sadece 10 dakikada

kaydedilebilmektedir.

Bir protein ¢ozelti icerisinde dogal konformasyonuna katlanmis bir sekilde
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bulunuyor ise peptid bagi tizerindeki "N atomlarmin 'H’ler ile olusturduklari
korelasyonlarin 'H kimyasal kayma degerleri 6 ile 10 ppm araliginda bir kag ppm’lik
bir bolgeye dagilmis olarak bulunur. Ancak protein katlanmamis bir sekilde
bulunuyor ise proton boyutundaki degerler 8.0 ppm civarinda yaklasik 1 ppm’lik dar
bir aralig1 sikismis olarak gozlenir (Sekil 1.13).
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Sekil 1.13. Dogal konformasyonuna katlanmis ve katlanmamus bir proteine ait ""N-HSQC
spektrumlari (NMRFAM WS, 2011)
1H-15N HSQC spektrumundan elde edilen bu bilgi sayesinde proteinin ii¢ boyutlu
yap1 tayinine uygun sartlarda olup olmadig1 kisa zamanda ve diisiik maliyetlerle
tespit edilebilir. Bunun yaninda '"N-H korelasyon degerleri bir proteinin parmak
izleri olarak adlandirilabilecek kadar spesifik degerler olmalar1 nedeni ile de biiyiik

Onem tasimaktadirlar.
1.8.5.2. C-HSOC

iki boyutlu 'H-"C HSQC, karbon atomlari ile onlara bagli protonlar arasindaki
korelasyonlarin gbzlemlendigi bir deneydir (Sekil 1.14). Hem peptid ana zincirini
olusturan karbonlarin hem de yan zincir karbonlarininin kovalent bir bag ile bagh

olduklar1 protonlar ile etkilesimlerinin incelenmesine imkan verir (Sekil 1.15).
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'H[*C]-HSQC

Sekil 1.14. *C-HSQC deneyinde enerji aktarimimn gerceklestigi atomlar (NMRFAM WS, 2011)

Sekil 1.15°de goriildiigii gibi eger karbon atomuna bagli tek bir 'H var ise
spektrumda tek bir pik gozlenir iken, *C atomuna bagh iki 'H atomu var ise bu
durumda ®C-HSQC spektrumunda *C kimyasal kayma degerleri aym 'H kimyasal
degerleri farkli iki pik gozlenir.
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Sekil 1.15. *C-HSQC spektrumunda gézlenen pikler (NMRFAM WS, 2011)

1.8.5.3. HNCO

HNCO, peptid zinciri iizerindeki bir amino asidin N-H’1 ile kendisinden bir onceki
aminoasidin karbonil karbonu arasindaki korelasyonun belirlenmesinde kullanilan bir

deneydir (Sekil 1.16) (Kay vd., 2011).
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HNCO i-1 i

Sekil 1.16. HNCO deneyinde enerji aktarimimin gerceklestigi atomlar NMRFAM WS, 2011)

Enerji 1 amino asitinin ana zincir amino azotuna bagli protonu iizerinden azot atomu
vasitastyla i-1’inici amino asitin karbonil karbonuna aktarilir ve manyetizasyon ayni
yolu izleyerek hidrojen atomuna kadar doner (Sekil 1.16) (Grzesiek ve Bax 1992b,
Kay vd., 2011).

H

H
Sekil 1.17. HNCO spektrumunda gézlenen bir pik 6rnegi (NMRFAM WS, 2011)

Bu deney {iglii korelasyon deneylerinin en duyarlilarindan olup manyetizasyon
sonucu elde edilen veriler hem ana zincir atamalarinda hem de ikincil yap1

belirlemelerinde 6nemli bir yere sahiptir (Sekil 1.17).

1.8.6. Peptid ana zincirindeki atomlarin atamalar icin gerekli deneyler

1.8.6.1. HNCA

Proteini olusturan peptid ana zinciri lizerindeki atamalar i¢in gerekli olan en temel
deneydir. Deneyde enerji hedef amino asidin amid protonundan azot {izerine ve

buradan da hem kendi alfa karbonuna hem de bir dnceki amino asidin alfa karbonuna
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aktarilir ve rezonans ayni yolu izleyerek geri doner (Sekil 1.18) (Farmer vd., 1992,

Kay vd., 2011).

HNCA 1 :
H-C’3-H H H O
T o
I‘-I H g H-C-H

Sekil 1.18. HNCA deneyinde enerji aktariminin gerceklestigi atomlar (NMRFAM WS, 2011)

Bu enerji aktarimi sonucu i1 amino asidinin amino grubu ile hem bir 6nceki amino
asidin alfa karbonu hem de kendi alfa karbonu arasindaki rezonans bilgileri elde
edilir (Farmer vd., 1992). Bu deneyde azot atomundan enerjinin kendi alfa
karbonuna aktariminda izlenen yol, bir 6nceki amino asidin alfa karbonuna
aktariminda izlenen yoldan ¢ok daha kisa oldugu i¢in, spektrum tizerinde olusan pik

siddetleri farklilik gosterir (Kay vd., 2011).

N

oi-1

Oi

H

Sekil 1.19. HNCA deneyinde gozlenen pikler (NMRFAM WS, 2011)

Sekil 1.19°da goriildiigi gibi i’ninci amino asitin amino grubu ile enerjinin ilk
aktarildig1 kendi alfa karbonu arasindaki korelasyon pikinin siddeti i-1’inci amino
asidin alfa karbonu arasindaki korelasyon piki siddetinden daha kuvvetlidir (Grzesiek

ve Bax 1992b).
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1.8.6.2. HNCACB

Tipki HNCA deneyinde oldugu gibi enerji yine hedef amino asidin amid
protonundan azot iizerine ve buradan da hem kendi alfa karbonuna hem de bir 6nceki
amino asidin alfa karbonuna aktarilir. Ancak bu asamadan sonra enerji geri donmek
yerine bir adim daha ileriye gegerek her iki amino asidinde beta karbonlarina aktarilir

(Sekil 1.20) (Muhandiram ve Kay 1994).

HNCACB

Sekil 1.20. HNCACB enerji aktariminin gerceklestigi atomlar (NMRFAM WS, 2011)

Manyetizasyonun beta karbonlarina ulastiktan sonra ayni yolu izleyerek amid
protonuna geri doner. Gergeklestirilen bu enerji aktarimi sonucu hedef ve bir 6nceki
amino asidin hem alfa hem de beta karbonlarinin manyetik rezonans degerleri

belirlenmis olur.

O ia

H
Sekil 1.21. HNCACB spektrumunda gozlenen pikler (NMRFAM WS, 2011)

Bu spektrumda beta karbonlarinin piklerinin negatif alfa karbonlarinin piklerinin ise
pozitif olmasi alfa ve beta karbon rezonanslarinin ayirt edilmesinde biiyiik kolaylik
saglar (Sekil 1.21) (Muhandiram ve Kay 1994). Ayrica, HNCA deneyinde oldugu
gibi, amid grubunun kendi karbon atomlar1 ile olusturdugu piklerin siddeti bir

onceki amino asidin karbon atomlar1 ile olusturdugu piklerin siddetinden daha
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fazladir.
1.8.6.3. CBCACONH

Manyetizasyon ilk olarak bir dnceki amino asidin alfa ve beta protonlarina aktarilir.
Beta protonuna aktarilan enerji beta karbonunu izleyerek alfa karbonuna, alfa
protonuna aktarilan enerji ise dogrudan alfa karbonuna aktarilir. Bunun sonrasinda

ise karbonil karbonu iizerinden hedef amino asidin amid grubuna aktarilir (Sekil

1.22).

CBCACONH i-1 i

Sekil 1.22. CBCACONH deneyinde enerji aktariminin gerceklestigi atomlar (NMRFAM WS,
2011)
Sonug olarak i’ninci amino asitin N-H grubu ile i-1’inci amino asitin alfa ve beta
karbonlar1 arasinda korelasyon pikleri gézlemlenir (Sekil 1.22) (Grzesiek ve Bax

1992a).

H
0i-1p

__IN
Oi-la ?
H

Sekil 1.23. CBCACONH spektrumunda gézlenen pikler (NMRFAM WS, 2011)

CBCACONH spektrumundan elde edilen bilginin HNCACB spektrumundan elde

edilen bilgi ile birlestirilmesi, peptit zincirinde birbirini takip eden amino asit
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rezonanslarinin belirlenmesini miimkiin kilar. Ancak CBCACONH’in hassasiyeti
manyetizasyonun amino protonundan diger atomlara aktarildigi deneylerdeki kadar
yiiksek degildir. Bu nedenle molekiil agirliklar1 biiyiik olan proteinlerin
CBCACONH spektrumlarinda c¢ok fazla sinyal kirliligi olusabilmektedir. Bdyle
durumlarda CBCACONH deneyinden elde edilen veriler HNCO, HNCA gibi
deneyler ile desteklenmelidir (Grzesiek ve Bax 1992a).

1.8.7. Yan zincir atomlarinin rezonans atamalari icin gerekli deneyler

1.8.7.1. HCCONH

Yan zincir atomlarinin rezonans degerlerinin belirlenmesinde kullanilan en temel
deneylerden biri HCCONH’tir. Bu deneyde ilk adimda manyetizasyon yan
zincirlerde bulunan tiim hidrojen atomlarindan hidrojen atomlarinin bagli olduklar
karbonlara aktarilir (Sekil 1.24) (Montelione vd., 1992). Manyetizasyon karbonlar
arasinda izotropik bir karigim haline gelir ve ardindan karbonil karbonuna aktarilir.
Manyetizasyon buradan bir sonraki amino asitin amid azotuna gecer ve son olarak

azota bagli hidrojen atomunda sonlanir (Grzesiek vd., 1993, Montelione vd., 1992).

H(CCO)NH

Sekil 1.24. HCCONH deneyinde enerji aktariminin gerceklestigi atomlar (NMRFAM WS, 2011)

Olusan ii¢ boyutlu spektrumda iki boyutu 'H diger boyutu ise '°N olusturur.
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Sekil 1.25. HCCONH spektrumunda gozlenen pikler (NMRFAM WS, 2011)

Deneyin ilk adiminda enerji tim yan zincir protonlarindan bagli karbonlara
aktarildigindan elde edilen spektrumda tiim yan zincir protonlarinin kimyasal kayma
degerleri gozlenebilmektedir (Sekil 1.25). Bdylece HCCONH tiim yan zincir
protonlariin atamalarinin yapilmasia imkan verir (Grzesiek vd., 1993, Montelione

vd., 1992).

1.8.7.2. CCONH

CCONH vyan zincir karbonlarinin rezonans atamalarinin yapilmasinda kullanilir
(Grzesiek vd., 1993). Bu deneyde manyetizasyon aktarimi HCCONH ile benzerlik
gostermesine ragmen i-1’inci amino asitin karbon atomlari ile i’ninci amino asitin N-

H grubu arasindaki korelasyon gozlemlenir (Sekil 1.26).

C(CO)NH

Sekil 1.26. CCONH deneyinde enerji aktariminin gerceklestigi atomlar (NMRFAM WS, 2011)

Elde edilen ii¢ boyutlu spektrumun bir boyutunu “C bir boyutunu "N diger
boyutunu ise 'H kimyasal kayma degerleri olusturmaktadir. Spektrum iizerinde tiim

yan zincir karbonlarinin olusturdugu manyetik rezonans piklerini gérmek
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mimkiindiir (Sekil 1.27) (Grzesiek vd., 1993).

H

H

Sekil 1.27. CCONH spektrumunda gézlenen atomlar NMRFAM WS, 2011)

1.8.7.3. HCCH-TOCSY

Yan zincir atomlariin rezonans atamalarinda en yaygin olarak kullanilan deneydir.
Manyetizasyon yan zincir protonlarindan bu protonlarin bagli oldugu karbonlara
aktarilir ve bunu izotropik bir *C karisimi takip eder ve son olarak enerji yan zincir

protonlarina geri doner (Sekil 1.28) (Bax vd., 1990, Olejniczak vd., 1992).

-1 i
HCCH-TOCSY | -C-

|
H-c’:- H H O
N{-C—Cc—N—C—C

|

H O H-C-H

Sekil 1.28. HCCH-TOCSY deneyinde enerji aktariminin gerceklestigi atomlar (NMRFAM WS,
2011)

Sonug olarak elde edilen spektrumda her bir karbon atomu i¢in ayri bir strip gozlenir.

Her bir karbon stripinde o karbon ile hem o karbona hem de o amino asite ait diger

tiim karbonlara bagli protonlar arasinda birer korelasyon piki gérmek miimkiindiir

(Sekil 1.29) (Bax vd., 1990, Olejniczak vd., 1992).
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Sekil 1.29. HCCH-TOCSY spektrumunda gézlenen pikler NMRFAM WS, 2011)

1.8.8. Uzak mesafe etkilesimlerini tespit etmek icin gerekli olan deneyler
1.8.8.1. "N-NOESY-HSQC

Manyetizasyonun kovalent baglar iizerinden aktarildig1 korelasyon deneylerinden
farkl1 olarak bu deney manyetizasyonun boslukta transferine dayanir. Enerji
aktariminda peptid zinciri kullanilmadig: i¢in dizide birbirinden uzak olan atomlar
arasindaki mesafe bilgilerinin elde edilmesinde biiylik bir avantaj saglar (Sekil 1.30)

(Marion vd., 1989a, Zuiderweg ve Fesik 1989).

Deneyde manyetizasyon ilk olarak tiim protonlar arasinda Niikleer Overhauser etkisi
ile (Nuclear Overhauser Effect ,NOE) aktarilir ve ardindan yakindaki bir amid
azotuna aktarilir. Aktarim sonrasi rezonans amid azotu lizerinden hidrojenlere geri
aktarilir. Sonug olarak hedef peptid bagindaki N-H azotuna 5 A’dan daha yakin olan
tim protonlar icin rezonans verisi elde edilir (Marion vd., 1989a, Marion vd.,

1989b).
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"N NOESY <5A

N-/CH

N-/CH

H

Sekil 1.30. ""N-NOESY spektrumunda gozlenen pikler ve protein iizerinde pikleri olusturan
atomlar (NMRFAM WS, 2011)
Deney sonucu olusan spektrumda gozlenen piklerin siddetleri protonun amid azotuna
olan uzakligina baglh olarak degisim gostermektedir. Eger bir proton hedef amid
azotuna protein li¢ boyutlu yapisinda diger protona gore ¢ok daha yakin ise pik
siddeti de bu oranda ¢ok daha siddetli olmaktadir. Bu 6zelligi sayesinde NOESY
spektrumundaki pik siddetleri yap1 hesaplamalarinda mesafe kisitlarina g¢evrilerek

kullanilmaktadir (Marion vd., 1989a, Marion vd., 1989b).
1.8.8.2. "C-NOESY-HSOQC alifatik ve > C-NOESY-HSOC aromatik

"N-NOESY deneyinde oldugu gibi ilk adimda manyetizasyon NOE yardimi ile tiim
hidrojenler arasinda dagitildiktan sonra yakindaki karbon atomlari {izerine aktarilir.
Bu aktarim sonrast son adim olarak ise manyetizasyon protonlar {izerine geri doner

ve rezonans degerleri kaydedilir (Sekil 1. 31).
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Sekil 1.31. ®C-NOESY spektrumunda gozlenen pikler ve protein iizerinde pikleri olusturan
atomlar (NMRFAM WS, 2011)

BC-NOESY deneyi sayesinde hidrojene bagl tiim karbonlar hakkinda bilgi
edinebilmek miimkiindiir. Tipki "N-NOESY’de oldugu gibi “C-NOESY’de de
karbon atomuna 5 A’dan yakin olan tiim protonlarin kimyasal kayma degerleri
spektrum {izerinde go6zlenebilir. Burada da pik siddetleri uzakliga gore degisim
gosterip yap1 hesaplamalarinda kullanilmaktadir.

Enerjinin aktarimi ve rezonans olusumu i¢in aromatik ve alifatik karbonlara farkl
frekanslarda aktarim yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenle Tiim amino asitlerin Be-
NOESY etkilesimlerinin belirlenmesi igin iki farkli NMR verisi kaydedilir. Ilk
deneyde alifatik karbonlara uygun frekans kullanilarak alifatik karbonlar i¢in C-
NOESY spektrumlart elde edilir ve bu deney '’C-NOESY-alifatik olarak
isimlendirilir. Tkinci olarak ise aromatik karbonlara ve aromatik karbonlardan enerji
gecisi saglanacak sekilde karbon frekansi ayarlanarak aromatik karbonlarin rezonans

degerleri belirlenir ve bu deney *C-NOESY -aromatik olarak isimlendirilir.

1.9. Calismanin Amaci
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Bu calismada, ubiquitin benzeri bir post-translasyonal sistem olan ISGlasyonda islev
yapan El enzimi UbelL’nin E2 ile etkilesiminde rol oynayan domaininin (UFD)
NMR soliisyon yapisinin belirlenmesini hedefledi. Yapmin, E1-E2 diizeyinde

seciciligin nasil saglandigi1 konusunun anlasilmasina yardimci olacagi kanaatindeyiz.
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21.M

alzemeler

2. MALZEME VE YONTEM

2.1.1. Insan ISG15 aktive edici E1 enzimi UbelL’nin UFD’nin gen dizisi

UbelL-UFD gen dizisi Cizelge 2.1°de verilmistir.

cag

cct

agg

gcc

gct

gcc

acg ttc cat cac
T F H H
gag agg acc ctg
E R T L
atc ctg ctg cac
I L L H
cag cac ctg ccc
Q H L P
cct ggg cag cgg
P G O R
ttc cca cct ctg
F P P L

ctg

gag

ggc

ctc

gtg

cac

Cizelge 2.1. Ubell-UFD gen dizisi

aag tgg acc tct tgg gac cgt ctg

K

tcg

tca

agg

ttg

tat

w

ctg

gcc

gtg

gtg

gag

2.1.2. Oligoniikleotid Primerler

T

ctg

ctg

aca

cta

ctg

S

gct

ctc

gaa

gag

taa

w D R L

cat cct cag gag

H P Q E

tat gcg gcc gga

Y A A G

ctg gtt cag cag

L V O 0

ctg agc tgt gag

L S C E

aag

cag

tgg

ctg

ggt

gta

cac

tca

aca

gac

cca

999

cct

ggc

gac

gct

ttg

gaa

cag

gag

999

agg

aag

gca

gac

2.1.2.1. Nokta mutasyonu ile mutajenik protein eldesinde kullanilan primerler

Nokta mutasyonlarinin gerceklestirilmesi i¢in yapilan PCR’da kullanilan primer

dizileri Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Nokta mutasyon yonteminde kullanilan primerler

cag

gtg

cag

cct

act

Primer ada

Primer dizisi

5' UbelL C995S
3'UbelL C995S
5'UbelL C995A
3' UbelL C995A

5' GTGCTAGAGCTGAGCAGTGAGGGTGACGACG 3'
5' CGTCGTCACCCTCACTGCTCAGCTCTAGCAC 3'
5' GTGCTAGAGCTGAGCGCTGAGGGTGACGACG 3'
5' CGTCGTCACCCTCAGCGCTCAGCTCTAGCAC 3'
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2.1.3. Kimyasallar ve enzimler

Tiim c¢aligmalarda kullanilan kimyasallar ve enzimler en az biokimyasal saflik
derecesinde olup EK A da verilmistir.

2.1.4. Besiyeri, Cozelti ve Tamponlar

Tim caligmalarda kullanilan Cozelti ve Tamponlar yiiksek saflikta kimyasallar
kullanilarak hazirlanmis olup EK B de verilmistir.

2.1.5. Kullanilan makine ve techizat

Calismalar kullanilan tiim makine ve techizatlarin kalibrasyonlar1 diizenli olarak
kontrol edilmis olup ¢alismada kullanilan makine ve techizat EK C de verilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. GBI-UbelL fiizyon proteininin ekspresyonu

UbelL-UFD proteinini kodlayan geni iceren modifiye edilmis pQE30-GB1-6His
plazmiti E. Coli SG13009 (Qiagen) ekspresyon susu igerisine transformasyon
yontemi ile aktarildi. Transformasyon sonrast 100 pg/mL ampicillin (amp) ve 25
png/mL kanamisin (kan) igceren 10 mL LB besi yeri petri {izerinden alinan tek bir
koloni ile inokiile edildi. Bu bakteri kiiltiirii 37 °C’de 250 devir/dakikada (rpm)
calkalanarak 1 gece inkiibe edildikten sonra ertesi glin 100 pg/ml amp ve 25 pg/ml
kan igeren 1 litre LB besiyeri icerisine aktarildi. Bakteriler 250 rpm 37 °C’de hiicre
yogunlugu ODgog 0,8-1,2 oluncaya kadar inkiibe edildi. Hedeflenen hiicre

yogunluguna ulasildiginda, protein ekspresyonu son konsantrasyon 1 mM olacak
sekilde IPTG ilavesi ile indiiklendi. Ardindan, protein ekspresyonu 250 rpm, 37
°C’de 5 saat gerceklestirildi. IPTG ilavesi oncesi ve sonrasi her 1 saat sonunda 1 mL
kiiltiir alinarak 5000 x g de 10 dakika santrifiijlendi ve siv1 besiyeri atilarak hiicre
pastasini igeren kat1 kistm 100 pl TBS igerisinde ¢oziildii. Protein ekspresyonu SDS-
PAGE yo6ntemi ile kontrol edildi.
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Ekspresyon tamamlandiktan sonra bakteri hiicreleri 4500 x g de 40 dakika
santrifiijlenerek c¢oktiirtildii. Santrifiijleme islemi sonrasi elde edilen hiicre pastasi bir

sonraki isleme kadar — 80 °C’de saklandi.

2.2.2. CI95S ve C95A mutant proteinlerin eldesi

UbelL-UFDnin igerdigi tek sistein nedeni ile kararsiz bir yapida oldugu diisiiniilerek
bu amino asidi kodlayan niikleotid dizisine yonlendirilmis mutasyon yoOntemi
uygulandi. Yonlendirilmis mutasyon yontemi ile sistein amino asidini kodlayan
niikleotid dizisi serin veya alanin amino asidini kodlayacak sekilde degistirildi.

Bu yontemde 6ncelikle hedef protein geninde olusturulacak mutasyonlara spesifik ve
her bir mutasyon icin iki adet olmak {izere dort adet primer dizayn edildi. Primerlerin
dizayn edilmesinde uzunluklarinin 25-45 baz cifti olmasina, % GC igeriginin en az %
50 olmasina, dizayn edilen primerlerin erime sicakliklarinin 70 °C ve iizeri olmasina
ve mutasyona ugratilacak niikleotid bolgesinin primlerin her iki ucuna esit uzaklikta

olmasina dikkat edildi.

Mutajenik PCR yodnteminin uzama basamaginda polimeraz enziminin tiim plazmiti
sentezlemesi gerektigi icin kullanilan polimeraz enziminin spesifik olmayan
mutajenik hatalar yapmamasi gerekir. Bu nedenle mutajenik PCR reaksiyonunda
hata frekansi ¢ok diisiik olan ve 10 kilo baz c¢iftine kadar olan uzunluktaki DNA
zincirlerini sentezleyebilen Pfu DNA polimeraz (Fermentas) enzimi kullanildi. PCR

reaksiyon dongiisii Cizelge 2.3°de verildigi gibidir.

37



Cizelge 2.3. Yonlendirilmis mutasyon PCR reaksiyonlari

Reaksiyon 1 Reaksiyon 2 Reaksiyon 3 Reaksiyon 4

PQE30-GBI-UbelL-BGD (50 ng/ pL) 0.7 ul --- 0.7 ul -
PQE30-8HT-UbelL-BGD (70 ng/ pL) - 0.5 pl -—- 0.5 ul
Primer

5’-UbelL-BGD(C995A)(50 pmoL/ pL) 1.25ul 1.25 ul - -
3’-UbelL-BGD(C995A)(50 pmol/ pL) 1.25ul 1.25 ul - -
5°-UbelL-BGD(C995S)(50 pmol/ pL) - -- 1.25 pl 1.25pl
3’-Ubel1L-BGD(C995S)(50 pmol/ pL) --- -- 1.25 pl 1.25pl
dNTP (10 mM) 2.5ul 2.5ul 25ul 2.5ul
MgS04 (25 mM) Sul S5ul S5ul Sul
10x PFU buffer Sul S5ul 5ul Sul
PFU polimeraz (2,5 U/ pL) 1 1wl 1wl 1ul
dd.H20 33.3ul 335u 33.3ul 335ul

arindirildi. PCR reaksiyonunda kullanilan ve mutant olmayan geni iceren kalip DNA
plazmiti Dpnl ezimi ile muamele edilmek suretiyle kesilerek ortamdan uzaklastirildi.
Dpnl enziminin kesme aktivitesi gosterdigi bolge DNA dizisi iizerindeki metilasyona

ugramis 5' — GA(CH3)"TC-3' dizisidir. PCR reaksiyonu sonucu elde edilen DNA

dizileri metilasyona ugramamis olmasina ragmen kalip DNA olarak kullanilan
plazmit DNA bakteriyel ortamdan izole edilmesi nedeni ile metilasyona ugramistir.
Kalip DNA’nin metilasyona ugramis olmasi oOzelliginden yararlanilarak PCR
reaksiyonu sonrast Dpnl enziminin sadece kalip DNA’y1 kesip etkisiz hale getirmesi
saglandi. Dpnl enzimi reaksiyonu ¢izelge 2.4’de verildigi gibidir. Tiim PCR firtinleri

icin reaksiyon karisimlar1 37 °C’de 2,5 saat inkiibe edildi.

Cizelge 2.4. Dpnl reaksiyonu

Reaksiyon karisim

10x Tango Buffer 4 pL
PCR reaksiyonu 35uL
Dpnl (10 U/ pL) 1 uL
Toplam hacim 40 uL

PCR ile ¢ogaltilan mutant plazmitler E. Coli Novablue susu igerisine transform
edildi. Boylece plazmitlerin igerdikleri kesik uglarin birlestirilmesi ve gogaltilmasi
saglandi. Transformasyon basamagi sonrasi elde edilen kolonilerin istenilen

mutasyonu igerip icermedigi DNA dizi analizi ile belirlendi. Istenilen mutasyonu
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icerdigi saptanan plazmitlerden mutant protein liretimi gerceklestirildi.

2.2.3. GB1-UBEI1L-UFD proteininin diyaliz ile yeniden katlanmasi

GB1-UbelL-UFD’nin bakteriyel ekspresyon sisteminde ekspresyonu sirasinda hiicre
icinde ¢oziinmeyen agregatlar (inclusion bodies) halinde ¢oktiigii tespit edildi. Bu
agrege olmus proteini yeniden ii¢ boyutlu yapisina katlamak ve saflagtirmak i¢in — 80
°C’de saklanan hiicre pastasina, her bir gram hiicre i¢in 10 mL liziz tamponu ilave
edilerek hiicreler homojenize edildi. Hiicre duvarini par¢alamak i¢in hiicreler 10
dakika buz lizerinde sonikasyon islemine tabi tutuldu ve 30 dakika 14000 x g’de

santrifiijlenerek ¢oziiniir olmayan hiicresel bilesenlerin ¢oktiiriilmesi saglandi.

Coziinmeyen agregatlar olusturan GB1-6His-UbelL-UFD c¢oken kisim (pellet)
icerisinde yer aldigr icin isleme pellet ile devam edildi. Lipid gibi hiicre
bilesenlerinin uzaklastirilmast i¢in pellet 2 kez % 0.5 Triton X-100 igeren TBS
tampon ¢ozeltisi ile yikandi. Her yikama basamagi sonrasinda pellet yine 30 dakika
14000 x g’de santrifiijlenerek ¢oktiiriildii. Yikanan pellet igerisindeki agregatlar 6 M
GndHCI ve 10 mM DTT igeren TBS icerisinde 1 gece oda sicakliginda karistirilarak
denatiirasyona ugratildi. Ertesi giin ¢ozlinmesi tamamlanmis olan protein ¢dzeltisi 30
dakika 14000 x g’de santrifiijlendi ve ¢oOziinmeyen partikiillerin ¢ozeltiden
uzaklastirilmast saglandi. Santrifiij sonrasi ¢oziinlir kisim molekiil agirlig
gecirgenlik iist sinir1 3.5 kDa olan diyaliz membrani igerisine aktarildi ve 5 mM DTT
iceren 5 litre TBS tamponu igerisinde 8 saat boyunca diyaliz edildi. Tampon ¢ozelti
yenilenerek diyaliz islemine 16 saat daha devam edildi. Ardindan diyaliz membrani
icerisindeki karisim 30 dakika 14000 x g’de santrifiijlenerek ¢oken kisim ayrildi.
Stipernetant SmL hacimli nikel afinite kolonuna 3 mL/dakika hiz ile yiiklendi.
Yiikleme sonrasi 5 mM DTT ve 20 mM imidazol igeren TBS ¢ozeltisi ile istenmeyen
proteinler kolondan uzaklastirilip 280 nm’de absorbans sabitleninceye kadar yikama
gerceklestirildi. Yikama sonrasi hedef protein gradiyent eliisyon ( TBS icerisinde 20-
500 mM Imidazol ve 5SmM DTT) yontemi ile kolondan uzaklastirildi. Elde edilen
eliisyon fraksiyonlar1 %16’lik SDS-PAGE ile kontrol edilerek hedef protein igeren
fraksiyonlar belirlendi. Protein igeren fraksiyonlardan imidazol uzaklastirildi ve

konsantre edildi. Proteinin GBI ile fiizyon olarak daha kararli oldugu ve GB1’in
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kesilip uzaklastirilmas1 durumunda hemen c¢oktiigii tespit edildiginden sonraki

islemlere fiizyon protein ile devam edildi.

2.2.4. Farkh tampon ¢ozeltilerin ¢oziiniirliik iizerine etkisinin incelenmesi

NMR ile yap1 tayini ¢alismalarinda protein Ornegi yiiksek derecede saf olmali ve
ayrica NMR veri kayd: siiresince (en az bir-iki hafta) yiiksek konsantrasyonlarda
(mM) yapisint kaybetmeden ve ¢Okmeden kararli kalabilmelidir. Protein
cOziiniirliglini ve kararhiligim etkileyen en Onemli faktorler arasinda tuz
konsantrasyonu, pH, tampon ¢ozelti sayilabilir. Bu faktorlerin protein ¢oziiniirliik ve
kararlilig1 tizerindeki etkilerinin incelenmesinde yaygin olarak kullanilan diyaliz ve
ultrafiltrasyon gibi yoOntemler yiiksek miktarda protein ve uzun zaman

gerektirmektedir.

GB1-UbelL-UFD i¢in uygun NMR kosullarinin belirlenmesinde protein sarfiyatini
minimuma indirmek amaciyla mikro-drop tarama yontemi kullanildi. Bu sayede
farkli kosullarda proteinin ¢oziiniirliik ve kararliligi daha hizli ve daha az protein
kullanilarak tarandi. Mikro-drop tarama islemi i¢in Oncelikle gerekli olan protein
dretilip saflastirildi. sonrasinda 10 mM Tris-HCI pH 7.4 tamponu igerisinde 200
uM’a deristirildi.

Tiim tarama islemleri 24 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalar1 ve lamel kullanilarak
gergeklestirildi. Kuyular igerisine test edilecek tampon ¢ozeltiden 1 mL eklendi.
Ardindan lamel iizeri dikkatli bir sekilde temizlenerek iizerinde 2 pl protein ¢ozeltisi
ve 1 pL kuyu igerisindeki tampon ¢ozelti eklenerek pipet yardimi ile karistirildi. Bu
islem her bir tampon ¢6zelti i¢in tekrarlandi. Kuyularin etrafi silikon ile kaplandi ve
lameller hedef kuyular iizerine ters cevrilerek kapatildi. Bu islem sonrasi plaka 25
°C’de karanlik bir ortamda inkiibasyona birakildi. Her 24 saate bir kuyular iizerindeki
lameller mikroskop altinda incelenerek ¢okme miktarlar1 kaydedildi. Bu islem 6 giin

boyunca devam etti.

Bu caligmada oncelikle pH 5.0-8.0 araliginda hedef proteinin en kararli oldugu pH
degeri belirlendi. Proteinin en kararli oldugu pH degerinin belirlenmesinde kullanilan

tampon ¢ozeltiler Cizelge 2.5’de verildigi gibidir.
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Cizelge 2.5. pH taramasinda kullanilan tampon ¢ozeltiler

Tampon Cozelti Molarite (mM) pH Molar NaCl

Sodyum Fosfat 50 5 50
Sodyum Fosfat 50 5.5 50
Sodyum Fosfat 50 6 50
Sodyum Fosfat 50 6.5 50
Sodyum Fosfat 50 7 50
Sodyum Fosfat 50 7.5 50
Sodyum Fosfat 50 8 50

Bu islem sonrasinda belirlenen pH aralig1 i¢in uygun tamponlama 6zelligi gosteren
bilesikler arasindan proteinin kararliliginin en yiiksek oldugu tampon sistemi ve tuz
konsantrasyonu belirlendi. Test edilen tampon ¢ozeltiler ve tuz konsantrasyonlari

Cizelge 2.6’da gosterilmistir.

Cizelge 2.6. pH 7.4-8.0 arasinda kullanilan farkh tampon c¢ozeltiler ve tuz konsantrasyonu

Tampon Molarite pH NaCl Tampon Molarite pH NaCl
Cozelti (mM) (mM) Cozelti (mM) (mM)
TAPS 50 8 0 ARG-GLT 50 7.4 0
TAPS 50 8 50 ARG-GLT 50 7.4 50

HEPES 50 7.4 0 ARG-GLT 50 8 0

HEPES 50 7.4 50 ARG-GLT 50 8 50

TRICIN 50 8 0 IMIDAZOL 50 7.4 0

TRICIN 50 8 50 IMIDAZOL 50 7.4 50

HEPPS 50 7.65 0 TRIS 50 7.6 0

HEPPS 50 7.65 50 TRIS 50 7.6 50

2.2.5. "N ve ®C isaretli NMR orneklerinin hazirlanmasi

Rezonans atamalari ve yapi hesaplamalar igin gerekli olan "N ve "C izotopik
isaretli protein {retimi M9 minimal besiyeri kullanilarak gerceklestirildi. M9
minimal besiyeri igerisinde tek azot kaynagi olarak '“N-amonyum kloriir ve tek
karbon kaynagi olarak '*C-glukoz kullamlarak bakteriler tarafindan sentezlenen

proteinlerin "N ve "*C olarak isaretli olmasi saglandi. izotopik isaretli protein
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ekspresyonunda ilk basamak olarak UbelL-UFD protein genini igeren modifiye
pQE-30-GBI plazmitini tastyan M15 pREP4 ekspresyon susu amp (100 pg/mL) ve
kan (25 pg/mL) igeren LB-Agar besiyeri igeren petri igerisine yayildi ve 37 °C’de
bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin petriden alinan tek koloni ile amp (100 ug/mL) ve
kan (25 pg/mL) igeren 10 mL’lik s1vi LB besiyerinin inokiilasyonu gergeklestirildi.
Inokiilasyon sonrasi hiicreler 37 °C ve 250 rpm’de 18 saat inkiibe edildi. Bu
kiiltiirden alinan 1 mL ile amp (100 pg/mL) ve kan (25 pg/mL) igeren 2 x 50 mL M9
besi yeri inokiile edildi. Bakteriler 37 °C ve 250 rpm’de 14 saat ¢ogaltildi. 14 saat
sonrasinda bu bakteri kiiltiiriiniin tamami1 amp (100 pg/mL) ve kan (25 pg/mL)
iceren 2 x 950 ml M9 besi yeri igerisine aktarildi. Hiicre yogunlugu 0.8 oluncaya
kadar 37 °C ve 250 rpm’de hiicreler c¢ogaltildi. Istenilen hiicre yogunluguna
ulasilinca protein ekspresyonunu baslatmak icin 1 mM IPTG eklendi ve IPTG
sonrasi hiicreler 6 saat daha aymi kosullarda ¢ogalmaya birakildi. Bu sure sonunda
bakteriler 4500 x g’da 30 dakika santrifiijlendi ve proteinlerin saflastiriimasina kadar

— 80 °C’de saklandi.

Izotopik isaretli protein saflagtirmasinda diyaliz yontemi ile yeniden katlanma islemi
uygulandi. Saflastirma islemi sonrasi protein 6rnegi 20 mM Tris-HCI, pH 7.6, 20
mM NaCl, 5 mM DTT c¢ozeltisi igerisine alinarak molekiil agirligi gecirgenlik limiti
5000 Dalton olan filtre kullanilarak basingli konsantrator ile 500 pl‘ye konsantre
edildi.

2.2.6. NMR spektroskopisi

UbelL-UFD proteini yap1 tayini i¢in gerekli olan tiim NMR verileri Medical College
of Wisconsin-Milwaukee, Department of Biochemistry, Biomoleculer NMR Facility,
Milwaukee, W1, ABD’de kaydedildi.

GBI-UbelL-UFD’inin yap1 hesaplamalar icin gerekli NMR verileri, 25 °C’de 20
mM Tris-HCI, pH 7.6, 20 mM NaCl, % 0.02 NaN; ve % 10 D,0O igeren tampon
¢ozelti igerisinde bulunan 0.4 mM konsantrasyondaki "N ve "C isaretli protein
ornegi ile gergeklestirildi.

Rezonans atamalarinin gergeklestirilmesi i¢in; 2D "N-HSQC, 2D "C-HSQC-
alifatik, 3D hassasiyeti arttirilmis (sensitivity enhanced, SE) HNCA, 3D SE HNCO,
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3D SE HNCA, 3D SE HNCACB, 3D SE HN(CO)CA , 3D SE CCONH, 3D SE
HCCONH, 3D SE HBHACONH, 3D HNCACO, 3D SE HNCOCACB ve 3D
HCCH-TOCSY verileri topland1 (Grzesiek ve Bax 1992a, b, Grzesiek vd., 1993, Kay
vd., 2011, Marion vd., 1989a, Montelione vd., 1992, Muhandiram ve Kay 1994,
Olejniczak vd., 1992, Wishart ve Sykes 1994). Yapi hesaplamalarinda kullanilan
mesafe kisitlamalart igin ise 3D SE '""N-NOESY-HSQC (Zhang vd., 1994), 3D SE
BC-NOESY-HSQC-alifatik ve 3D *C-NOESY-HSQC-aromatik verileri toplandi.

2.2.7. NMR verilerinin islenmesi ve analizi

Tiim NMR verileri NMRPipe (Delaglio vd., 1995) yazilim paketi kullanilarak proses
edildi. NMR verilerinin analizleri XEASY (Bartels vd., 1995) yazilimi ile
gerceklestirildi. Kimyasal kayma degerlerinden ikincil yap1 elemanlarinin tespit
edilmesinde, chemical shift index (CSI) (Wishart ve Sykes 1994) program paketi
kullanildi. 'H®, *C®, CP, BC', ve "N kimyasal kayma degerleri, TALOS+ (Shen

vd., 2009) programi ile a¢1 kisitlarina doniistiiriildi.

2.2.8. Yap1 Hesaplamalan

Yapt hesaplamalar1 Machintos isletim sistemi igeren bilgisayarda CYANA 3.0
(Guntert 2004) programi kullanilarak gerceklestirildi.
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3. BULGULAR VE iRDELEME

3.1. GBI-UbelL-UFD Proteinin Uretimi

GBI-UbelL-UFD proteini ge¢miste yapilan caligmalar gostermistir ki 37 °C’de 1
mM IPTG ile protein ekspresyonu sonucu ekspres olan tiim protein ¢dziinmez
agregatlar olusturarak c¢okmektedir. Bu calismada ilk olarak sicaklik, IPTG
konsantrasyonu gibi kosullar1 degistirerek protein ekspresyonu sonucu ¢oziiniir
protein elde edilmesine calisildi. Bu amagla hiicre yogunlugu ODgg’de 0.8’e
ulastiktan sonra ortam sicaklig diisiiriilerek (18, 22 veya 25 °C’ye) ve ekspresyon
stiresi 12-15 saate cikartilarak protein ¢ozlniirliigii arttirilmaya calisildi. Bunun
yaninda hem diisiik sicaklikta ekspresyonda hem de 37 °C’deki protein
ekspresyonlart sirasinda IPTG 0,1-2 mM araliginda degisik konsantrasyonlarda
eklenerek IPTG derisiminin protein ekspresyonuna etkisi incelendi. Ancak hem
sicaklik hem de IPTG konsantrasyonu ile ilgili denenen optimizasyon ¢aligmalarinin
protein ekspresyonun ¢oziiniir olarak gergeklesmesini saglayamadigi belirlendi.
Bunun yaninda 1 mM’dan yliksek IPTG konsantrasyonundan protein ekspresyonunu
arttirict  bir etkisinin olmadig1 belirlendi. Bu nedenle biiylik 6lcekli protein
ekspresyonlarinda 37 °C ve 1 mM IPTG konsantrasyonunda 5-6 saat protein
ekspresyonu sonucu ¢dziiniir olmasa da, yeniden katlama metodu i¢in maksimum

protein miktariin ulasildigi belirlendi.

3.2. UbelL-UFD (C995A) ve UbelL-UFD (C995S) Proteinlerinin Eldesi

Uba3-UFD kararli bir yapiya sahip oldugu halde Ubal ve UbelL proteinlerinin
UFD’leri kararsiz yapiya sahiptirler. Bu ii¢ El1 enziminin UF domainleri
karsilastirildiginda, UbelL-UFD ve Ubal-UFD’lerinin sistein i¢erdigi ancak Uba3-
UFD’nin sistein icermedigi goriildii. Bu nedenle UbelL-UFD’nin i¢cermis oldugu
sistein amino asidinin mutasyona ugratilmasi ile proteinin daha kararli bir yapiya

sahip olabilecegi diisiiniilerek Cys-Ala ve Cys-Ser mutasyonlari gerceklestirildi.
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Mutant proteinler yonlendirilmis mutasyon teknigi ile elde edildi ve ekspresyon
diizeyleri incelendi. Mutant proteinlerin ekspresyonlarinda mutant olmayan protein
ile karsilastirlldiginda gozlenebilecek ciddi bir degisiklik olmadigi ve mutant

proteinlerin de ¢oziinmeyen agregatlar seklinde tiretildikleri belirlendi.

3.3. GB1-UbelL-UFD Proteinin Diyaliz ile Yeniden Katlanmasi

GBI-UbelL-UFD (wt) proteinin bakteriyel sistem icerisinde ekspresyonu sonucu
tiim proteinin ¢oziinmeyen agregatlar halinde ¢oktiigii tespit edildiginden yeniden

¢Oziiniir hale getirilmesi i¢in diyaliz yontemi kullanildi.

3.3.1. Denature edici ajanin yeniden katlanmaya etkisi

GBI-UbelL-UFD (wt) proteinin yeniden ¢oziiniir hale getirilmesinde denatiire edici
ajan olarak once 6 M iire kullanildi. Ancak iire icerisinde proteinin denatiirasyon
oraninin diisiik oldugu ve agregatlarin zor c¢oziindiigli belirlendi. Ayrica
denatiirasyon sonrasi yeniden katlama basamaginda proteinin biiyiik bir oranda tekrar
¢Oktiigii belirlendi. Ure ile yeniden katlamanin olumsuz sonug¢ vermesinin ardindan
bir baska denatiire edici ajan olan GndHCI (7 M) kullanildi. 7 M GndHCI’nin TBS
icerisinde hazirlanmig olan ¢ozeltisi ile gergeklestirilen denatiirasyon/renatiirasyon

caligmalarinda, proteinin katlanma veriminin daha yiiksek oldugu tespit edildi.

3.3.2. indirgeyici ajanin yeniden katlanma iizerine etkisi

UbelL-UFD tek bir sistein igerdiginden molekiiller arasi disiilfit bagi olusturmaya
cok yatkin bir yapiya sahiptir. Bu nedenle hem diyaliz ¢ozeltisi icerisine hem de
denatlirasyon c¢ozeltisi igerisine % 0.1 B-mercaptoethanol (BME) koyularak sistein
amino asidinin indirgenmis halde saklanmasi saglandi. Ancak BME varliginda
katlanan proteinin kisa siire igerisinde yeniden ¢oktiigii belirlendi. Bu nedenle BME
yerine daha kuvvetli bir indigeyici ajan olan Dithiothreitol (DTT) kullanildi. 5-10
mM DTT varhiginda gercgeklestirilen denatiirasyon ve yeniden katlama isleminde

daha iyi sonuglar alindi. 1lk yeniden katlama sonrasi pelletteki proteinin ~%65’inin
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¢Oziinlir hale geldigi, ikinci yeniden katlama sonrasi ise; ilk katlama sonrasi pellette
kalan proteinin ~%70’inin ¢Oziiniir hale geldigi SDS-Page jellerinin Imagel

programu ile analiz edilmesi sonucunda belirlendi.

3.3.3. Diyaliz siiresi ve protein konsantrasyonunun yeniden katlanma iizerine

etkisi

Diyaliz siiresi ve protein konsantrasyonunun da proteinin yeniden katlanma oranina
etki ettigi saptandi. Proteinin denatiirasyon islemi sonrasi ilk diyaliz tamponu
icerisinde protein Orneginin kalma suresinin 8 saatin iizerinde oldugunda proteinin
yeniden agregasyona ugradig1 ve ¢oktiigii belirlendi. Ayrica diyaliz sirasinda protein
konsantrasyonu 0.3 mg/mL’den yiliksek oldugunda proteinin katlanma veriminin

biiyiik oranda diistligii saptandi.

Bu bulgular dogrultusunda biiyilik 6l¢ekli protein yeniden katlama caligmalarinin
denaturasyon basamagi i¢in proteinin son konsantrasyonu 0.1-0.3 mg/mL olacak
sekilde 7 M GndHCI ve 10 mM DTT iceren TBS tamponu igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmasinin en uygun kosullar oldugu belirlendi. Diyaliz ile renatiirasyonda ise
protein 6rneginin ilk TBS tamponu igerisinde 8 saat ikinci TBS tamponu icerisinde
ise 12-16 saat bekletilmesinin en iyi sonu¢ verdigi tespit edildi. Bu kosullarda
gerceklestirilen ilk katlama sonrasi pelet ve siipernetantta kalan protein miktarlarim

gosteren %16’1ik SDS-PAGE jeli Sekil 3.1°de gosterilmektedir.

3.4. Mutant Proteinler ile GB1-UbelL-UFD (WT) Proteinin Yeniden
Katlanmalarimin Karsilastirilmasi

Esit miktarda hiicre kiiltiiriinden elde edilen GBI-UbelL-UFD (wt), GB1-UbelL-
UFD (CA) ve GB1-UbelL-UFD (CS) proteinleri ile gerceklestirilen birinci yeniden
katlama sonrasi pellet ve supernetantta kalan protein miktarlar1 %16 SDS-PAGE jeli

iizerinde karsilastirildi (Sekil 3.1).
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1 2 3 4 5 6 Yeniden katlama sonras1 GB1-UbelL-UFD
1) WT supernetant

2) WT pellet

3) CA Supernetant

4) CA Pellet

5) CS Supernetant

6) CS Pellet

Sekil 3.1. GB1-UBE1L-UFD (WT), GBI-UBE1L-UFD (CA) ve GB1-UBE1L-UFD (CS)
proteinlerinin birinci yeniden katlamalariin karsilastirilmasi
Ik katlama islemi sonucu elde edilen jeldeki katlanmis protein miktarlari
karsilastirildiginda CA mutasyonunun protein katlanmasina biiytlik bir etki etmedigi
ancak CS mutasyonun negatif yonde etki ettigi gozlemlendi. WT ve CA mutant
proteinleri ile ikinci kez yeniden katlama islemi gerceklestirilerek katlanan protein
miktarlar1 karsilastirildi (Sekil 3.2). Her iki katlama sonucunda CA mutasyonunun

proteinin yeniden katlanmasinda biiytik bir degisiklige neden olmadig1 belirlendi.

1 2 3 4 ikinci yeniden katlama sonrast GB1-UbelL

1) WT supernetant
2) WT pellet

3) CA supernetant
4) CA pellet

Sekil 3.2. GB1-UBE1L-UFD (WT), GB1-UBE1L-UFD (CA) proteinlerinin ikinci yeniden
katlamalarimin karsilastirilmasi

3.5. Diyaliz Yontemi ile Yeniden Katlanan Proteinlerin Saflastirilmasi

Diyaliz yontemi ile yeniden dogal konformasyonuna katlanan GB1-UbelL-UFD (wt)
HisTrap Nikel afinite kromatografisi ile saflastirildi. Saflastirma basamagina ait
kromatogram ve fraksiyonlarin yer aldigi jel Sekil 3.3’de gosterilmektedir. Sekil
3.3’de de gorildiigii gibi diyaliz ile katlanan protein HisTrap sonrasi yiiksek bir

oranda saf olarak elde edildi.
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Sekil 3.3. Yeniden katlanmis olan GB1-UbelL-UFD’nin saflastirmasina ait kromatogram ve jel
goriintiisii

Buradan elde edilen eliisyon fraksiyonlar1 (23-30) birlestirilerek konsantre edildi.
Santrifiijleme yolu ile konsantrasyon sirasinda proteinin yiiksek oranda c¢oktiigi
gozlemlendi. Bu nedenle konsantrasyon islemi yiiksek basing altinda calisan bir

Amicon konsantratdr yardimiyla gerceklestirildi.

Yapilan denemelerde GBI1-UbelL-UFD’nin imidazol igeren eliisyon tamponunda
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kararli olmadig: belirlendi. Bu nedenle eliisyon fraksiyonlar: birlestirildikten sonra
once TBS ile en az 4 kat seyreltilerek konsantrasyon islemine baslandi. Imidazol
ortamdan tamamen uzaklastirilmadan 6nce protein konsantrasyonu 20 uM’1n altinda
tutularak protein agregasyonu onlendi. Yiiksek basing yardimi ile konstantrasyon
yonteminde haznenin igerisinde bulunan karistirict sayesinde protein 6rnegi siirekli
karistirilarak agregasyon oran1t minimuma indirgendi. Protein 6rnegi +4 °C’de 5 mM
DTT igeren TBS igerisinde 0.2-0.4 mM’a kadar konsantre edildi. Ancak, proteinin bu

konsantrasyonda oda sicakliginda 2-3 giin icerisinde biiyiik oranda ¢oktiigli gozlendi.

3.6. Farkh Tampon Cozeltilerin ve pH’n Protein Kararlihg Uzerine Etkisinin
Incelenmesi

GB1-UbelL-UFD (wt)’nin NMR c¢alismalari i¢in en kararli oldugu kosullarin tespit
edilmesinde mikro-drop yontemi kullanildi. GB1-UbelL-UFD’nin maksimum
kararliliga sahip oldugu optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in yapilan taramalarda,
pH 7.5-8.0 arasinda kararli oldugu ve pH 7.5 degerinden diisiik degerlerde tamamen
coktiigii tespit edildi.

Proteinin pH 7.5-8.0 araliginda kararli oldugunun belirlenmesi sonrasinda bu aralikta
tamponlama  Ozelligi olan farkli tampon ¢ozeltilerin ve farkli tuz
konsantrasyonlariin ¢oziiniirlik ve kararlilik tizerine etkileri test edildi (Cizelge

3.1).
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Cizelge 3.1. Farkl Tampon cozeltileri ve pH’in protein kararlihig: iizerine etkisi

NaCl Proteinin

Tampon ismi konsantrasyonu pH l 2 ' 3 ’ 4 ' 5 ' kararl

(mM) singHmooEmmo s & oldugu siire
TAPS 0 8 0 1 1 2 3 5 glin
TAPS 50 8 0 1 3 5 - 4 giin
HEPES 50 7.4 0 0 0 1 1 6 glin
HEPES 50 8 0 0 0 0 0 6 glin
Tricine 0 7.4 0 1 4 5 - 4 giin
Tricine 50 7.4 1 3 5 - - 3 giin
Tricine 50 8 1 3 5 - - 3 giin
EPPS,HEPPS 0 7.65 3 5 - - - 2 giin
EPPS,HEPPS 50 7.65 3 5 - - - 2 giin
ARG-GLT 0 7.4 3 5 - - - 2 giin
ARG-GLT 50 7,4 5 - - - 1 giin
ARG-GLT 0 8 3 5 - - - 2 giin
ARG-GLT 50 8 5 - - - - 1 giin
Imidazol 0 7,4 0 2 2 2 3 6 giin
Imidazol 50 7.4 1 3 3 5 - 5 giin
Tris 0 7.4 0 0 0 0 1 6 giin
Tris 50 7,4 0 0 0 1 1 6 glin

Cizelge 3.1’den de goriildiigii gibi proteinin en kararli oldugu tampon ¢ozeltilerin
HEPES ve Tris-HCI olarak belirlendi. Tuz konsantrasyonunun bir¢ok proteinde
kararliligr arttirici etkisi olmasina ragmen GBI1-UbelL-UFD’nin kararliligim
distirdiigli ve tuz icermeyen tampon c¢ozeltilerde proteinin daha kararli oldugu

belirlendi.

3.7. GB1-UbelL-UFD (WT) ve GBI1-UbelL-UFD (CA) Proteinlerinin
Kararhhklarimin Karsilastirilmasi

Mutast proteinlerin katlanmasi ile ilgili caligmalar CS mutasyonunun proteinin

yeniden katlanmasi lizerine negatif, CA mutasyonunun ise c¢ok biiylik bir etkisi
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olmadigmi gosterdi. Bu dogrultuda CS mutasyonu devre dis1 birakilip protein
kararliliginin karsilagtirilmasinda sadece WT ve CA mutant proteinler kullanildi.

500 mL’lik hiicre kiiltiirlerinden ayn1 sartlar altinda elde edilip, ayn1 sartlar altinda
konsantre edilen proteinlerin konsantrasyonlar1 ve toplam protein miktarlar1 Cizelge

3.2°de goriilmektedir.

Cizelge 3.2. Saflastirma sonras1 GBI-UbelL-UFD (WT) ve GBI-UbelL-UFD (CA) proteinlerinin
konsantrasyon ve toplam protein miktarlan

Ornek ismi Protein konsantrasyonu  Elde edilen GBI-UbelL-UFD miktari (500 mL’den)

WT 1 0.232 mM 5.62 mg
WT 2 0.250 mM 4.62 mg
WT 3 0.226 mM 3.80 mg
CA1l 0.240 mM 5.07 mg
CA2 0.238 mM 4.08 mg
CA3 0.226 mM 5.22 mg

Cizelge 3.2’den de goriildiigii gibi CA mutant proteininin WT protein ile
karsilastirildiginda verim {izerinde dikkate deger bir etkisi olmamistir. Mutasyonun
protein kararlilig1 tizerindeki etkisini tespit etmek amaciyla ornekler 4 giin boyunca
karanlik bir ortamda ve oda sicakliginda % 0.1 mM BME iceren TBS tamponu
icerisinde bekletilerek konsantrasyon degisimleri incelendi. Protein konsantrasyon

degisimleri Cizelge 3.3 de goriilmektedir.

Cizelge 3.3. GBI-UbelL-UFD (WT) ve GBI-UbelL-UFD (CA) proteinlerinin ¢oziiniirliiklerinin
zamana bagh degisimi

Ornek ismi Baslangic 1 giin sonra 4 giin sonra % azahg
WT 1 0.232 mM 0.226 mM 0.221 mM %5
WT 2 0.250 mM 0.243 mM 0.235 mM % 6
WT 3 0.226 mM 0.214 mM 0.193 mM %l15
CA1l 0.240 mM 0.237 mM 0.237 mM %1
CA2 0.238 mM 0.235 mM 0.231 mM %3
CA3 0.226 mM 0.224 mM 0.220 mM %3

Protein konsantrasyonlarindaki degisim degerleri CA mutasyonunun WT proteine
gore biraz daha kararli oldugunu gosterdi. Protein konsantrasyonundaki degisimler
incelendiginde CA proteininde ¢ok biiylik bir degisim olmamasina ragmen WT
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protein konsantrasyonunda %35-15 oraninda bir azalis oldugu belirlendi.

GBI-UbelL-UFD (wt) proteini DTT wvarliginda bile kisa siire igerisinde hem
agregasyona ugraylp c¢Okmekte hem de ¢Ozlniir halde bulunan agregatlar
olusturmaktadir. CA mutant proteininde de benzer sekilde ¢oziiniir agregatlarin
olusup olusmadiginin belirlenmesi i¢in ayn1 konsantrasyonda hazirlanmis olan wt ve
mutant protein Orneklerinin oda sicakliginda iki hafta slire kararhiliklar
karsilagtirilmistir. Bu 6rneklerden 2., 4., 8. ve 14. giinlerde alinan 6rnekler SDS-

PAGE ile analiz edilmistir. Elde edilen SDS-PAGE jeli Sekil 3.4’de goriilmektedir.

1) 2 hafta sonra GB1-UBEIL WT 2) 8 giin sonra GB1-UBEIL WT
3) 4 giin sonra GB1-UBEIL WT 4) 1 giin sonra GB1-UBEIL WT
5) MARKER 6) 2 hafta sonra GB1-UBEIL CA
7) 8 giin sonra GB1-UBEIL CA 8) 4 giin sonra GB1-UBEIL CA

9) 1 giin sonra GB1-UBEIL CA

Sekil 3.4. GBI-UbelL-UFD (wt) ve GBI-UbelL-UFD (CA) proteinlerinin zamana bagh
olarak coziiniir agregat olusumlarimin karsilastirildigi SDS-PAGE jeli

Sekil 3.4’te goriildiigii gibi agregat olusumu zamana bagli olarak her iki proteinde de
artis gostermektedir ve 2 hafta sonunda GB1-UbelL-UFD (wt) proteininde olusan
agregat oran1 GBI-UbelL-UFD (CA) proteinine gore daha fazladir. Hem kararlilik
testleri hem de SDS-PAGE’deki agregasyon oranlar1 géstermektedir ki GBI-UbelL-
UFD (CA) proteini WT proteine kiyasla biraz daha kararli bir yapiya sahiptir.

Coziiniir agregat olusumunun incelenmesi ile ilgili ¢alismalarda protein

konsantrasyonunun da agregat olusumunda etkili oldugu belirlenmistir. Sekil 3.5°de
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0.05 mM ve 0.1 mM protein Orneklerinin jel filtrasyon kromatogramlari

gorilmektedir.
180 A / “\‘
160 i \
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1203 / \
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/ \\‘
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0 10 1 20 2 0 3 40 4 50 60 65 70 7 80
B N\
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~140 mAu // \\ / \
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Sekil 3.5. Farkh konsantrasyonlardaki GB1-UbelL-UFD proteinin jel kromatografisi
kromatogramlari ((sephadex-100) a) 0.05 mM 1 mL protein 6rneginin kromatogrami b) 0.1 mM 1
mL protein drneginin kromatogrami)

Sekil 3.5°de ki kromatogramda da goriildiigli gibi agregasyon olusumu ile protein
konsantrasyonu arasinda dogru bir orant1 vardir. Her iki 6rnegin kromatogramlari
karsilastirlldiginda 0.1 mM konsantrasyona sahip olan proteinin olusturdugu
kromatogramdaki ¢Ozilinlir agregat miktar1 2 kat daha fazladir. Jel filtrasyonunda
gelen ilk piklerin ¢oziiniir agregatlar1 icerdigini destekleyen SDS-PAGE jel

goriintiisii ve ait oldugu kromatogram Sekil 3.6’da verilmistir.
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26th july Gb1 ube1l WT n15 GF_second sample001:10_UV 26th july Gb1 ubell WT n15 GF_second sample001:10_Fractions 26th july Gb1 ube1| WT n15 GF_second sample001:10_Inject
26th july Gb1 ube1l WT n15 GF_second sample001:10_Logbook
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1) Marker 9) Fraksiyon 25
2) Fraksiyon 18 10) Fraksiyon 37
3) Fraksiyon 19 11) Fraksiyon 38
4) Fraksiyon 20 12) Fraksiyon 39
5) Fraksiyon 21 13) Fraksiyon 40
6) Fraksiyon 22 14) Fraksiyon 41
7) Fraksiyon 23 15) Fraksiyon 42

8) Fraksiyon 24

Sekil 3.6. GBI-UbelL-UFD proteinin jel filtrasyon kromatogrami ve jel goriintiisii

(Sephadex-100)

3.8. NMR icin Proteinin Uygunlugunun Belirlenmesi

NMR c¢alismalarin  da ilk basamak proteinin ¢ozelti igerisinde dogal
konformasyonuna katlanmis olup olmadigini belirlemektir. Bunun belirlenmesi i¢in

0.4 mM konsantrasyondaki '*N-GB1-UbelL-UFD (wt) proteinin 'H-""N-HSQC
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spektrumu kaydedildi (Sekil 3.7). Ardindan 6rnek oda sicakliginda 9 giin boyunca

bekletilerek NMR ¢alismalari i¢in yeterince kararli olup olmadigi belirlendi.
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= |- 11500
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- o = i
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Sekil 3.7. 0.4 mM "N-GBI-UbelL-UFD (wt) proteinin "H-">N-HSQC spektrumu ( yesil
1.gilin, kirmiz1 9. giin sonunda)

Sekil 3.7°de de goriildigi gibi 1. ve 9. gilinlerde kaydedilen spektrumlar iist iiste
kondugunda piklerde ¢ok biiyiik bir degisiklik olmadig1 yalnizca pik siddetlerinde bir
miktar azalma oldugu tespit edilmistir. Ayrica, 'H-">N piklerinin proton kimyasal
kayma degeri ekseninde katlanmis bir protein i¢in beklenen yaklasik 6.5 ile 10.5 ppm
arasinda genig bir araliga yayilmis oldugu anlasildi. Ancak flizyon protein icin
prolinler hari¢ beklenen 181 pikten yalnizca ~%85’inin (156 pik) mevcut oldugu
belirlendi. 9 giin arayla kaydedilen 'H-"’N-HSQC spektrumlarindan proteinin bu siire
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boyunca biiyiik oranda kararl kaldig1 ve NMR i¢in uygun oldugu sonucuna ulasildi.

Protein yapi tayini icin uygun NMR sicakliginin belirlenebilmesi i¢in '*N-GB1-
UbelL-UFD 6rneginin farkli sicakliklarda 'H-">N-HSQC spektrumlari kaydedildi ve
elde edilen spektrumlar birbirleri ile karsilastirildi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. 0.25 mM "N isaretli *°N-GBI-UbelL-UFD (wt) proteinin sicakhk ile pik siddetlerinin
degisiminin incelendigi "H-""N-HSQC spektrumlari (yesil 25 °C, siyah 20 °C, koyu gri 15°C, agik
gri 10 °C)

Sekil 3.8’de de goriildiigii gibi baz1 piklerin siddeti sicakligin azalis1 ile yiliksek
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oranda zayiflamistir. 'H-""N-HSQC deneyleri amino asitlerin N-H piklerinin en
siddetli gdzlendigi deneylerden birisidir. Eger 'H-""N-HSQC’de pikler zayif ise bu 3
boyutlu deneylerde bu piklerin goriilemeyeceginin bir isaretidir. Farkli sicakliklarda
gergeklestirilen 'H-""N-HSQC deneylerinden elde edilen sonuglardan yapi tayini
igin 25 °C’den diisiik sicakliklarm uygun olmadig: anlasilmistir.

UbelL-UFD’nin GBI tagindan ayrildiginda uzun siire kararli olmadig1 goriilmiistiir.
Bu nedenle UbelL-UFD’nin yap1 tayini i¢in gerekli olan verilerin GB1 ile fiizyon
halinde iken toplanmasi gerekmistir. Ancak bunun oncesinde GB1’in UbelL-UFD
yapist lizerinde herhangi bir degisiklige neden olup olmadigi belirlenmelidir. Bu
amagla "N-GB1-UbelL-UFD (wt) ve "N-UbelL-UFD (wt) proteinlerinin 'H-'">N-
HSQC spektrumlart kaydedilerek karsilastirilmis ve bdylece GB1 flizyon proteinin
UbelL-UFD (wt) proteinin dogal konformasyonuna bir etkisi olup olmadigi
incelenmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9.""N-isaretli GB1-Ube1L- UFD (kirmiz1) ve UbelL- BGD’nin (yesil) "H-"*N HSQC
spektrumlari

Sekil 3.9°da goriildiigii gibi GB1 flizyon proteinin varliinda UbelL-UFD’nin N-H
pik dagilimi degismemektedir. Bu da GB1 taginin UbelL-UFD’in yapisinda 6nemli
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degisiklige neden olmadigini gostermektedir.

3.9. UBE1L-UFD (wt) Rezonans Atamalarinin Yapilmasi

GBI-UbelL-UFD (wt) proteinin NMR i¢in uygun kosularin belirlenmesi sonras: 0.4
mM konsantrasyondaki N-1C isaretli protein ile gerekli NMR verileri toplandi. Bu
veriler yardimi ile ilk olarak protein ana zincirini olusturan atomlarin rezonans
atamalar1 gerceklestirildi. Rezonans atamalarinda HSQC, HNCO, HNCACB,
HN(CO)CACB, HNCA, HN(CO)CA, HN(CA)CO, C(CO)NH, H(CCO)NH,
HBHA(CO)NH spektrumlari kullanildi. Ayrica PINE yazilimindan elde edilen kismi

rezonans atama sonuglar1 da degerlendirildi (Sekil 3.9).

Aesignment prebabilities for each esidue

1
0
20 40 60 &0

100 120 140 160 180
Sekil 3.10. PINE programindan elde edilen otomatik rezonans atamalarinin olasilik degerleri

Sekil 3.10°da gortildiigii gibi PINE ile elde edilen otomatik atama sonucunda ilk 70
amino asitin resonans atamalar1 neredeyse tamamlanmistir. Bu bolgedeki amino asit
dizisi GB1 proteinine aittir. GB1 proteininden sonraki UbelL-UFD’ye ait olan amino
asitlerin atamalarinda ise ¢ok fazla eksik ve yanlis atamalar oldugu belirlendi. Bu
nedenlerle PINE’dan elde edilen rezonans atamalarindan sadece kismi olarak

faydalanilarak rezonans atamalarinin kalan kismi manual olarak gerceklestirildi.

Manual rezonans atamalarinda ilk olarak 'H-"’N-HSQC iizerinde GBI proteininden
geldigi diistiniilen N-H pikleri belirlenerek pik listesinden ¢ikarildi. Boylece sadece
UbelL-UFD proteininden geldigi bilinen pikler kullanilarak UbelL-UFD proteinin

rezonans atamalar1 gerceklestirilmesi hedeflendi.

Rezonans atamalarinda ilk olarak protein ana zincir atomlarinin atamalar yapildi.
Bu atamalar icin 'H-"’N-HSQC spektrumundan isaretlenen pikler énce 3 boyutlu
CBCACONH spektrumuna yiiklendi.
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Sekil 3.11. N ve H degerlerinin ait olduklari atomlar

Sekil 3.11°de "H-""N-HSQC spektrumundan segilen bir pikin hangi atomlara ait
oldugu gosterilmektedir. CBCACONH spektrumunda bu N ve H degerlerine karsilik
gelen stripte iki adet pik gozlendi. Bunlar bir 6nceki atomun Ca ve CP atomlarina
aittir. CBCACONH spektrumunda gézlenen Ca ve CP rezonanslari bir 6nceki amino
asite ait olarak isaretlendikten sonra bu spektrumun pik listesi kaydedilerek daha
sonra. HNCACB spektrumuna yiiklendi. HNCACB spektrumunda hem N ve H
degerlerinin ait oldugu amino asitin (i), hemde bir 6nceki amino asidin (i-1) Ca ve

Cp atomlarina ait pikler gozlendi (Sekil 3.12).

CBCACONH

10 HNCACB
10
H
H) 20
20 |
30 20
40 40
50 50
L3
60 60
> o
70 | => 70 =
H ppm "Hppm

Sekil 3.12. i ve i-1 amino asitlerinin CBCACONH ve HNCACB spektrumlarinda olusturdugu
pikler

HNCACB spektrumunda, CBCACONH spektrumundan elde edilen bilgi

dogrultusunda, hangi piklerin i-1’in Ca ve CP atomlarina hangi piklerin i’nin Ca ve
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CB atomlarina ait oldugu tespit edildi. Daha sonra HNCACB spektrumundaki
striplerde birbiri ile uyusan Ca ve CP pikleri belirlenerek birbirini takip eden
striplerin siralanmasi saglandi. Bu islem tekrarranarak amino asit dizisinde hem ileri
hem de geri yonde striplerin siralanmasina ¢alisildi. Bu ilerlemenin tikandigi
noktalarda, tikanma amino asit dizisindeki bir prolinden kaynaklanmiyor ise farklh
spektrumlardan faydalanilarak atamalarin tamamlanmasina calisildi.

Peptid ana zinicir lizerinde birbirine takip eden amino asitlerin atomlarina ait piklerin
Sekil 3.13’de gosterildigi gibi birbiri ardina siralanmasi sonrasi bu dizilerin hangi

amino asitlerden geldiginin belirlenmesine gecildi.

i-1 i i+1
10
20—B—1—
E{ol nel | e >
£ 40
o
Y
-~ 50
ST g
@||le ==
60
ST
70

Sekil 3.13. Birbirini takip eden ii¢ amino asitin CBCACONH ve HNCACB stripleri

Pikleri hangi amino asitlerden geldiginin belirlenmeside Sekil 3.14’de verilmis olan
amino asitlere ait beklenen ortalama karbon kimyasal kayma degerlerinden

faydalanildi.
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Ala (A) 4 —C— —p—
Arg (R)- —0— -5 ey
Asp (D) —o— —p—
Asn (N)- L ¢ —p—
Cys (C)1 — B
Glu (E) —— = =B
GIn (Q) —C— =y
Gly (G) 1 =0
His (H) 1 — —p3—
lle () A —— —p— —Y— =t o
Leu (L) —— —p— O
Lys (K) 1 —a— g —p— =0 =y
Met (M) —— ,_FJ: —_——
Phe (F)- Lt —f—
Pro (P) 1 e -5 o e O
Ser (S) 4 =t =ttt
Thr (T) T '—ﬁ—‘ —_— -5
Trp (W —o— —p—
Tyr (V) 1 —o— —p—
Val (V) 1 —u— —p— i
70 60 50 40 30 20 10

Sekil 3.14. Amino asitlerin alifatik C kimyasal kayma degerlenin goriildiigii arahiklar

Bunun yaninda tablodada goriildiigli gibi bazi amino asitlerin sahip oldugu spesifik
ozelliklerden de faydalanilarak atamalarin kolaylastirilmasi saglandi. Bu 6zellikler
arasinda treonin ve serin amino asitlerinin beta karbonlarinin alfa karbonlarina gore
daha yiiksek ppm degerlerine sahip olmasi, glisin amino asitinin sadece alfa
karbonunun bulunmasi, alanin amino asitinin beta karbonunun ¢ok diisiik bir ppm

degerine sahip olmasi siralanabilir.

Bu islemler ile amino asitlerin ana zincir atamalar1 tamalandi ve yan zincir
atamalarma gecildi. Yan zincir atamalarinda kullanilan spektrumlar ve bu

spektrumlarda hangi piklerin gozlendigi Sekil 3.15°de verilmistir.
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CBCA(CO)NH C(CO)NH HBHA(CO)NH  H(CCO)NH
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HN N N N
H H H
n 3D HCCH TOCSY
g ||+ 5 % 0 0 oo
—N C c— G
| Il | Ce He  HPZ2 HE3 HreHvB
H (o) H—CI:-H

Sekil 3.15. Yan zincir ataomlarinin atamalarinda kullanilan spektrumlar ve gozlenen pikler

'H-"N-HSQC spektrumundaki atamalari gerceklestirilmis piklere karsihk gelen
stripler CBCA(CO)NH de sirast ile belirlendi ve sonrasinda bu striplere karsilik
gelen stripler C(CO)NH spektrumunda acildi. Bu spektrumda Cy ve Co atomlariin
atamalar1 gerceklestirildi. Sonrasinda bu stripe karsilik gelen HBHA(CO)NH
stripinde Ha ve HB atomlarinin atamalar1 gergeklestirildi. Bu atamalarin sonrasinda
ise ayn1 amino asit stripi H(CCO)NH spektrumunda belirlendi ve alifatik Ha ve HB ve
Hy rezonans atamalari gerceklestirildi. Amino asitlerin tipik alifatik proton kimyasal

kayma degerleri Sekil 3.16’de verilmistir.
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Ala e —5—
wo —— o s
Asp- —_—a — ﬁT !
Asn fm— a—q o B——q
Cys— —_— — ﬁL'
Glu - — Y
GlInA —_— — ':gn—'
Gly 1 —_— Y23
His - e 0._' 23 — B—q
lle - o 23 —_— ﬁ'_,—Yl—,_‘ 6_.
Leur e e— tﬁ?: 5 1
2 1,2
Lys ———— —e R
MetH L '—Y':ﬁ €
Phe o —
BZ.S
Pro- o 5, — Yoa
Ser —_—a B_am ’ ”
Thr —— ——
Trp — —_— (1—. — ﬁ—c 2
2,3
Ty e Bs
val T a T T T T R
5 4 3 2 1

Sekil 3.16. Amino asitlerin alifatik H kimyasal kayma degerlenin goriildiigii arahiklar

Bu atamalar sonrasi elde edilen spektrumlarda yapilan atamalarin bir bolimii sekil

3.17°de verilmistir.
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" ce 1004 |F
+CB 1001 (D &

2TA 1003 |A

£CA 1001
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B, 1002

Sekil 3.17. Sirasi ile HNCACB, CCONH, HNCO spektrumlarinda atanmis pikler

64



Ay ayr spektrumlarda gergeklestirilen atamalar sonrasinda atamalar, hem C ve H
atamalariin  birlestirilmesi hemde diger spektrumlarda atmasi yapilamayan
atomlarin atamalarinin gergeklestirilebilirliginin incelenmesi i¢in HCCH-TOCSY
spektrumunda aktarildi. HCCH-TOCSY spektrumunda atamalar1 gergeklestirilen

amino asitlerin bir boliimii Sekil 3.18’de gosterilmistir.

Sekil 3.18. HCCH-TOCSY spektrumunda atamasi gerceklestirilen pikler

UbelL-UFD’nin ilk 18 amino asidine (902-919) ait rezonanslar belirlenemedi.
Rezonans atamalar1 gergeklestirilen tiim atomlarin rezonans degerleri prot dosyasi
icerisinde birlestirildi. Hi¢ bir veri bulunmamasi nedeni ile bundan sonraki adimlar
icin kullanilan prot dosyasindan UbelL-UFD’nin 902-919 bolgesideki amino asidi
cikarildi.

3.10. Dihedral A¢1 Kisitlar

1 1 1 1 ! 1
Rezonans atamalarinin tamamlanmasi sonrasinda 'H®, °C%, CP, C, ve PN

kimyasal kayma degerleri TALOS+ programi ile tahmini torsion ag¢i degerlerine
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cevrildi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. TALOS+ programindan elde edilen dihedral a¢1 kisitlarindan bazilari

920 | ALA PHI -116| -58| 944|ILE PSI 137 163 980|GLN |PHI -137 -85
920 | ALA PSI -48 8| 950|ALA |PHI -156| -104 980|GLN |PSI 136 162
922 | GLN PHI -137| -107| 950/ ALA |PSI 136 170 981 | ALA |PHI -154 -102
922 |GLN PSI 93| 161| 951 |LEU |PHI -144| -120 981|ALA |PSI 106 150
923 | PRO PSI 134| 156| 951 |LEU |PSI 129 145 982 | PRO PSI 124 174
925| ARG PHI -107| -63| 952|LEU |PHI -144| -104 983 | ALA |PHI -151 -95
925 | ARG PSI -37 13| 952|LEU |PSI 131 159 983 | ALA |PSI 111 167
927 |LEU PHI -67| -57| 953|TYR |PHI -125 -81 986|GLN |PHI -120 -74
927 | LEU PSI -50| -38| 953|TYR |PSI 137 191 986/ GLN |PSI 103 157
928 | GLU PHI -67| -55| 960|GLU |PHI -66 -56 988 | VAL PHI -144 -116
928 GLU PSI -51 -29| 960|GLU |PSI -44 -36 988 | VAL PSI 132 158
929 |SER PHI -70| -60| 961 |LYS PHI -71 -65 989 | LEU PHI -141 -101
929 | SER PSI -49| -35| 961 |LYS PSI -44 -36 989 | LEU PSI 126 150
930|LEU PHI -69| -51| 962|GLN |PHI -68 -60 990 | VAL PHI -110 -76
930 LEU PSI -53 -39| 962|GLN |PSI -49 -35 990 | VAL PSI 105 133
931 |LEU PHI -68| -58| 963|ALA |PHI -67 -57 991 |LEU PHI -120 -100
931 |LEU PSI -45| -37| 963 ALA |PSI -44 -26 991 | LEU PSI 128 150
932 | ALA PHI -69| -63| 964 GLN |PHI -90 -54 992 |GLU |PHI -154 -122
932 | ALA PSI -46| -34| 964 GLN |PSI -44 -16 992 |GLU |PSI 145 161
933 |HIS PHI -69| -59| 965|HIS PHI -103 -63 993 | LEU PHI -147 -123
933 |HIS PSI -52| -40| 965 HIS PSI -42 -4 993 | LEU PSI 134 168
934 |LEU PHI -66| -60| 966/ LEU |PHI -100 -60 999 | ASP PHI -75 -61
934 | LEU PSI -45| -35| 966/ LEU |PSI 133 163 999 | ASP PSI -46 -28
935|GLN PHI -68| -62| 967|PRO |PSI 146 162 1000|GLU |PHI -73 -59
935 | GLN PSI -48| -42| 969 ARG |PHI -92 -76 1000|GLU |PSI -52 -28
936 |GLU PHI -75 -55| 969| ARG |PSI -42 -4 1001 | ASP PHI -104 -66
936 | GLU PSI -48| -38| 972|GLU |PHI -81 -53 1001 | ASP PSI -47 -1
937 | GLN PHI -88| -72| 972|GLU |PSI -54 -26 1002 | THR PHI -71 -61
937 | GLN PSI -46| -20| 973|LEU |PHI -89 -61 1002 | THR PSI -40 -28
938 |HIS PHI -120| -88| 973|LEU |PSI -41 -9 1004 | PHE PHI -138 -76
938 | HIS PSI -19 3| 974| VAL |PHI -152| -100 1004 |PHE PSI 92 148
940 | LEU PHI -118 -58| 974| VAL |PSI 91 171 1005 |PRO PSI 144 164
940 | LEU PSI 127| 153| 975|GLN |PHI -64 -56 1006 | PRO PSI 144 160
941 | ARG PHI -127| -69| 975|GLN |PSI -44 -30 1007 |LEU PHI -110 -48
941 | ARG PSI 93| 155 976/ GLN |PHI -65 -59 1007 |LEU PSI 114 136
942 | VAL PHI -126| -104| 976/ GLN |PSI -44 -32 1008 |HIS PHI -126 -92
942 | VAL PSI 126| 138| 977|LEU |PHI -109 -71 1008 | HIS PSI 113 145
943 | ARG PHI -112| -78| 977|LEU |PSI -44 22 1009 | TYR PHI -130 -96
943 | ARG PSI 139| 159| 979|GLY |PHI 77 103 1009 | TYR PSI 112 138
944 |1LE PHI -146| -102| 979|GLY |PSI -17 13 1010|GLU |PHI -123 -79

1010|GLU |PSI 113 133

Elde edilen torsion ag1 degerleri sadece iyi olarak siniflandirilan degerler secilerek
yap1 hesaplilarinda kullanildi. Sekil 3.19°de TALOS+ ile eldi edilen ag1 kisitlarindan

yap1 hesaplamalarinda kullanilmak icin secilmis olanlar gosterilmektedir.
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Sekil 3.19. TALOS+ ile eldi edilen ac¢1 kisitlarindan yapi hesaplamalarinda kullamlmak icin
isaretlenenler
Dihedral ag¢1 kisitlamalar1 yap1 hesaplamalarinda kullanilmak i¢in seg¢ilmis olan

amino asitler Sekil 3.19°de yesil ile isaretlenmis olarak goriilmektedir.

3.11. NOE Atamalarinin Gerceklestirilmesi ve Yap1 Hesaplamalari

Proteindeki atomlarin rezonans atamalart miimkiin oldugunca tamamlandiktan sonra
tim kimyasal kayma degerlerini i¢inde toplayan bir ‘.prot’ dosyasi olusturuldu. Bu
rezonans degerlerini igeren dosya NOESY spektrumlarina yiiklenerek NOE atamalari
gerceklestirildi. NOE atamalarinda Xeasy programinin olas1 atama (possible assign)
modiilii kullanildi. NOESY spektrumlarinin her bir stripindeki pikler, oncelikle
amino asidin kendi protonlarina, sonra komsu protonlara atandi. Bu atamalar
tamamlandiktan sonra hala atanmayan pikler ise uzak mesafe atamalar1 ig¢in
degerlendirildi. NOE atmalar1 i¢in Xeasy programinin otomatik atama modiiliinden
faydalanilmaya calisilsada rezonans atamalarindaki eksikliklerden dolay1 istenen
sonu¢ alinamadi. Bu nedenle NOE atamalari manuel olarak gergeklestirildi ve kismi

olarak tamamlandi.

Kismi NOE atamalar1 sonuglari ile elde edilen yapilardan ana zincir RMSD degeri en

diistik olan

yapinin RMSD degeri (920-1011) 0.69 A ve hesaplamalar sonrasi elde edilen en iyi
20 yapinin RMSD degerlerinin ortalamast ise 1.12 A’dur. Bu degerler yap1 hakkinda
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kesin yargilara varabilmek icin yiiksek degerler olmasina ragmen yapinin hangi
bolgelerinin birbiri ile uzak mesafe etkilesimleri ile etkilestigi konusunda fikir

vermektedir (Sekil 3.20).

Sekil 3.20. Kismi NOESY atamalari sonrasi hesaplanan UbelL-UFD NMR yapisi (N terminali
pembe, C terminali turuncu alfa heliksler kirmizi ile gosterildi.)
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4. SONUCLAR VE ONERILER

4.1. UbelL-UFD Serbest Halde Kararsizdir ve GB1 gibi Bir Coziiniirliik Tagina
Ihtiya¢c Duymaktadir

UbelL enziminin diger E1 enzimleri ile amino asit dizilerinin hizalanmasi yolu ile
902-1011 numarali amino asitlerinin UF domainini olusturdugu tahmin edilmektedir.
Bu calismada diger domainlerinden bagimsiz olarak histidin tagi ile birlikte ekspres
edilen UbelL-UFD’nin serbest halde kararsiz oldugu ve NMR ile yapisal ¢alismalar
icin uygun olmadig1 belirlendi. Hedef domainin ¢oziliniirliigiinii ve kararliligim
arttirabilmek amaciyla GB1 ¢oziiniirliik tagi ile birlikte elde edilmesi yoluna gidildi.
GB1-UbelL-UFD fiizyon proteininin ¢oziinlir olarak ekspresyonu saglanamadi
ancak renatiirasyonu basarili sonu¢ verdi. GB1 tagimin kesilerek uzaklastirilmasi
sonucunda ise UbelL-UFD’nin tekrar ¢oktiigii gbzlendi. Bu nedenle NMR ile yap1
tayini caligmalarinda hedef domainin GBI ile fiizyon olarak kullanilmasina karar
verildi.

NMR i¢in en uygun tampon ¢ozelti, tuz konsantrasyonu ve pH degerlerinin tespit
edilmesinde microdrop testi uygulanarak optimum kosullar tespit edildi. GBI-
UbelL-UFD’nin tuz igermeyen HEPES (pH 7.65) ve Tris-HCI (pH 7.4) igerisinde en
kararli oldugu belirlendi. GB1 ¢oziiniirlik tagi ile birlikte ve uygun c¢ozelti
kosullarinda protein NMR yapisal calismalari i¢in yeterli olan 1 mM konsantrasyona

kadar deristirilebildi ve bu kosullarda yeterli stire bozulmadan saklanabildi.

4.2. UbelL-UFD sistein Mutasyonlar1 Coziiniirliik ve Kararhhg Dikkate Deger
Oranda Arttirmamistir

Yapilan ekspresyon, saflagtirma ve konsantrasyon c¢alismalari sonucu elde edilen
veriler GB1-UbelL-UFD’nin hem ¢06ziinlir hem de ¢o6ziinmez agregatlar
olusturdugunu ortaya koydu. Domainin kararsiz olmasimin ve kolayca agregasyona
ugramasinin nedenlerinden birinin domainin igerdigi serbest sistein amino asidi
olabilecegi diisiiniildiiglinden bu amino asit mutasyona ugratilarak domainin

kararliliginin arttirilmasina ¢alisildi.
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Sistein amino asitinin serine mutasyonu flizyon proteinin renatiirasyonunu olumsuz
yonde etkiledi. Serinin alanine doniistiiriilmesi sonucunda fiizyon proteinin kararlilig1
bir miktar arttirilabilse de mutasyon serbest domainin GB1 olmadan tiretilmesine
imkan saglamadi. Ayrica mutasyon agregat olusumu problemini ortadan kaldirmadi.

Bu nedenlerle yapisal ¢aligmalarda WT filizyon proteinin kullanilmasina karar verildi.

4.3. UbelL-UFD’nin NMR Spektrumlarinda Goériinmeyen Bolgeler Mevcuttur

>N ve "°C isaretli olarak hazirlanan GB1-UbelL-UFD &rnegi ile NMR yapi tayini
icin gerekli tiim veriler kaydedildi ve analiz edildi. Rezonans atamalar1 sirasinda
domainin N terminal bdlgesinde bulunan 18 amino asite (902 ile 919 aras1) ve 945-
949 ve 954-959 amino asitlerini iceren bolgeye ait pikler korelasyon deneylerinin hig
birisinde gozlenemedi. Fiizyon proteinin "H-""N HSQC spektrumunda da elde edilen
piklerin sayisinin beklenen piklerin sayisindan daha az oldugu tespit edilmisti. NMR
spektrumunda piklerin zayiflamasi ve kaybolmasinin baslica nedenlerinden birisi
konformasyonel ¢esitliliktir. Eger protein, domain veya domaininin bir segmenti iki
veya daha fazla konformasyonel form arasinda bir denge iceresinde ise ve bu
konformasyonlarin birbirlerine doniisiim hizlar1t NMR zaman 0Glgegine gore orta
doniisiim hizinda (intermediate exchange rate) gerceklesiyor ise sinyaller giderek
yayilarak gozlenemez hale gelir. Burada, NMR sinyallerinin gbzlenemeyecek
diizeyde yayilmasinin ve kaybolmasinin en muhtemel nedeni, s6z konusu bdlgelerin

dinamik bir konformasyonel ¢esitlilik i¢erisinde olmalaridir.

UFD’lerinin ortak yapisal 6zelliklerinden bir tanesi domainin N-terminal bolgesi ile
C-terminal bolgesi arasinda antiparalel bir beta tabaka igermesidir. Ube1L-UFD’nin
NOESY spektrumlarinin analizi sonucunda karboksil terminalinde bulunan 1008-
1010 numarali amino asitler ile amino terminaline yakin bolgede bulunan 919-921
amino asitleri arasinda beta tabaka yapisinda gozlenen tiirden uzak mesafe pikleri
oldugu belirlendi. Bu nedenle dizi hizalama analizleri sonucunda UbelL’nin UFD’i
olarak tahmin edilen segmentin (902-1011 aras1) 902’den ziyade 916-919 arasinda
basladig1 diistiniilmektedir. 902-916 arasinda kalan kismin ise domainler arasi
bolgeyi olusturdugu tahmin edilmektedir. Domainler arasindaki bélgeler bircok

proteinde dinamik ve domainlerin pozisyonlarinin degismesine imkan taniyan
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bolgelerdir. Bu nedenle bu bolgenin konformasyonel esneklik icerisinde olmasi ve

bunun sonucunda NMR sinyallerinin zayiflamis/kaybolmus olmas1 muhtemeldir.

NMR spektrumlarinda gézlenmeyen diger bolgeler ise 945-949 ve 954-959 amino
asitlerini icerir. E1 enzimlerinin UFD’lerinin Ub/Ubl proteinin dogru E2 ye
aktarilmasinda 6nemli oldugu bilinmektedir. Ub benzeri NEDD8 ve SUMO
konjugasyon sistemlerinin UFD’lerinin serbest NMR yapilarindan elde edilen
sonuclarda UFD’lerin E2 enzimi ile etkilesen bolgelerinin konformasyonel esneklige
sahip oldugu gosterilmistir (Wang J. H. et al. 2009)). Ayrica SUMO E1 UFD’sinde
bu konformasyonel esnekligi kisitlayan mutasyonlarin SUMO’nun E1’den E2’ye
transferini engelledigi belirlenmistir. Bu bulgular, E1 UFD’nin E2 baglayan
bolgesinde konformasyonel esneklik/cesitliligin 6nemli hatta baz1 durumlarda gerekli
oldugunu gostermektedir. UbelL-UFD yapisinda da NMR spektrumlarinda
goriilmeyen bu bolgelerinin (945-949 ve 954-959) E2 ile etkilesimde rol alan
bolgeler olmast muhtemeldir. UbelL-UFD dogal E2 enzimi olan UbcHS8 varliginda
NMR spektrumlarinin ve yapisinin incelenmesi ve E2 etkilesim bdlgesinin tespit

edilmesi bu hipotezi destekleyecek caligmalar arasindadir.

4.4. UbelL-UFD Ubiquitin Benzeri Bir ikincil Yapiya Sahiptir

Rezonans atamalar1 kullanilarak PECAN programinda elde edilen ikincil yapiy1
gosteren grafik Sekil 4.1°de verilmistir.
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Il Beta zinciri
| | Net belirlenemiyen
[ Alfa heliks

Olasilik

928 938 948 958 968 978 988 998 1008
o 10 20 30 40 50 s0 70 80 20

Amino asit numarasi

Sekil 4.1. PECAN programu ile elde edilen ikinci yap: grafigi.

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi 919 numarali amino aside karsilik gelen 1. amino asitten
baslayarak ilk 4 amino asidin beta konformasyonu yapisina katlanmis oldugu
goriilmektedir. Bu beta zinciri (1) proteinin karboksil terminalinde bulunan 5. beta
zinciri (B5) ile etkileserek antiparalel bir beta tabaka olusturur. 926-937 amino asitler
arasinda yaklagik 10 amino asitten olusan uzun bir alfa heliks (al) ve onu takip eden
iki beta zinciri yer almaktadir. Bu beta zincirlerinden birisi 938-945 (32) amino
asitler arasinda, digeri ise 947-956 (P3) amino asitler arasindaki bdlgede
bulunmaktadir. Bu beta tabaka ¢iftini takiben ise iki alfa heliks (a2 ve a3) yer
almaktadir. Proteinin N terminalinde ise dordiincii (988- 997) ve besinci (1002-1011)
beta zincirlerini olusturan amino asit dizileri yer almaktadir. ikincil yapisi tipki diger
UFDler gibi B-a-p-p-a-a-B-P olan protein tipik bir Ubiqutin benzeri bir ikincil yapiya
sahiptir. Domainin hangi bolgelerinin E2 ile etkilesimde gorev aldig: ise gelecekte

yapilacak titrasyon ve mutasyon ¢alismalar ile belirlenebilir.
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BOLUM 2: BAZI INSAN UBIQUITILASYON E3 ENZIMLERI VE
RIG-1-CARDS’IN KLONLANMASI, EKSPRESYONU VE
SAFLASTIRILMASI

5. GIRIS

5.1. RIG-I VE RIG-I Sinyal Iletiminin Post Translasyonel Modifikasyonu

Insan viicudu giinliik hayatta sik sik viral ve mikrobiyal organizmalar ile
karsilagsmaktadir. Ancak bu organizmalar bir¢ok zaman insan hiicrelerini enfekte
edemeden bagisiklik sistemi tarafindan algilanirlar ve yok edilirler. Viral
enfeksiyonlar sirasinda bagisiklik sistemi sitokinler ve Tip I interferonlar1 yiiksek
diizeylerde iireterek viral enfeksiyonu baskilamaya calisir (O'Neill ve Bowie 2010).
Tip I interferonlarin salgilanmasi bagisiklik sisteminde goérev yapan monosit,
makrofaj, T ve B gibi bir¢ok hiicrenin de aktivasyonunu saglar.

Bagisiklik sisteminin enfeksiyonlara karsilik vermesini saglayan bircok reseptor
vardir ve bu reseptorler sayesinde viicuda giren enfeksiyonlar algilanir (Loo ve Gale
2011). Bu reseptorler genel olarak patojen tanima reseptorleri olarak adlandirilir ve
hiicre igerisine giren organizmanin sahip oldugu c¢esitli molekiiller sayesinde
organizmay1 tanimlarlar (Yoneyama ve Fujita 2007).

Patojen tanima reseptorlerinin birgok cesidi olup farkli organizmalar1 tanimlayan
farkli reseptor gruplar1 vardir. Hiicre igerisine giren viral enfeksiyonlar1 tanimlayan
reseptorlerden bir tanesi de retinoik asit tarafindan indiiklenebilir gen-I (retinoic acid
inducible gene-I) (RIG-I)) ad1 verilen reseptoriidiir (Rehwinkel 2010). RIG-I hiicre
icerisinde bulunan sitoplazmik bir reseptordiir. RIG-I reseptorii bircok tek zincir
(Influenza A, measles, Sendai, Hepatit C) ve kisa ¢ift sarmal (vesicular stomatitis
virlis) RNA viriislerine kars1 Tip I interferon cevaplarinin olusturulmasinda merkezi
bir goreve sahiptir (Takahasi vd., 2008).

Yapisal olarak RIG-I 3 farkli domainden olusur; RNA helikaz, N-terminalinde
kaspaz etkinlestirici ve temin domainleri (Caspase activation and recruitment

domains(CARDs)), C-terminal diizenleyici domainlerdir.
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5.1.1. RIG-Pin isleyisi

RIG-1 RNA’nin 5’ ucunda bulunan trifosfat grubunu taniyarak viral RNA’ya dimer
olarak baglanir (Kato et al. 2011, Kawai ve Akira 2008). Bu baglanma sonrasinda
RIG-1’in CARDs olarak isimlendirilen domainleri disa dogru agilirlar. Sinyal iletimi
icin RIG-I’in iki farkli E3 tarafindan ubiquitilasyonu gereklidir. Bunlardan ilki
RIPLET (RNF135) Ubiquitin E3 wvasitas1 ile RIG-I karboksil terminalinde
gerceklestirilen K63 tipi ubiquitilasyondur. Ikincisi ise TRIM25 ubiquitin E3 ile
RIG-I’in CARDs domainine gergeklestirilen K63 tipi ubiquitilasyondur (Gack vd.,
2007).

RIG-I’in  oncelikle RIPLET aracilikli  ubiquitilasyona ugratildigi  ve bu
ubiquitilasyonun ikinci ubiquitilasyon i¢in gerekli yapisal karaliligi sagladigi
distintilmektedir (Gack vd., 2008, Oshiumi vd., 2009, Oshiumi vd., 2010). RIPLET
ile karboksil terminalindeki ilk ubiquitilasyon sonrasinda, TRIM25 ubiquitin E3
ligazin SPRY domaini RIG-I CARD’larla etkileserek RIG-I’in K172 amino asidini
K63 tipi ubiquitilasyona ugratir (Gack vd., 2008). Bu ubiquitilasyon islemi RIG-I’in
sinyal mekanizmasindaki bir alt basamaktaki partneri ile etkilesmesi i¢in zorunlu bir
islemdir. Bu ubiquitilasyon olmadan proteinin sinyal sistemindeki bir sonraki bilesen
olan mitokondriyal anti-viral sinyal proteini (MAVY) ile etkilesmedigi belirlenmistir.
MAVS mitokondrinin dis yiizeyinde bulunan bir protein olup tipki RIG-I gibi CAR
domainine sahiptir. K63 tipi ubiquitilasyonuna ugramis olan RIG-I CARDS,
MAVS’imn CARD’1 ile etkilesir ve anti-viral cevabin bir alt basamaga aktarilmasin

saglar (Inn vd., 2011).
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5.1.2. RIG-I’in post-translasyonel regiilasyonu

5.1.2.1. TRIM25 ve RIPLET ile aktivasyonu

RIG-1 proteinin isleyisinin diizenlenmesinde c¢ok sayida post-translayonel
modifikasyon onemli rol almaktadir (Bennett ve Harper 2010). Bunlardan ilki
yukarida da bahsedildigi gibi RIG-I proteinin regiilasyonunda gorev alan RIPLET
(RNF135) enzimi ile gerceklesen ubiquitilasyondur. RIPLET ubiquitin E3 ligaz RIG-
I’in karboksil terminalinde bulunan K849 ve K851 amino asitlerini K63 tipi
ubiquitilasyona ugratmaktadir (Oshiumi vd., 2010). Ikinci modifikasyon ise TRIM25
vasitast ile gerceklesen K63 tipi ubiquitilasyondur (Oshiumi vd., 2009). Bu iki
modifikasyon da RIG-I aracilikli viral savunma sisteminin harekete gecmesi ve
sinyalin bir alt basamaga iletilmesi i¢in gerekli modifikasyonlar olmalar1 nedeni ile

pozitif regiilasyon (upregulation) olarak siniflandirilir (Oshiumi vd., 2012).

5.1.2.2. RNF'125 ile negatif regiilasyonu

RIG-I sinyal iletiminin harekete gecirilmesinde oldugu gibi baskilanmasinda da
(negatif regililasyon/down-regulation) ubiquitilasyon goérev almaktadir. UbcHS5 E2 ve
RNF125 E3 enzimleri aracilignt ile RIG-I K48 tipi poli-ubiquitilasyona
ugratilmaktadir (Arimoto vd., 2007). Bu ubiquitilasyon sonrasi RIG-I proteinin
sinyal iletimini ger¢eklestiremedigi, degredasyona ugratilmak iizere proteozoma
yoOnlendirildigi belirlenmistir. Hem RIG-I hem de RNF125 ve UbcHS5 proteinlerinin
ekspresyonlarinin interferonlarin varliginda arttig1 tespit edilmistir. Ancak bu
artislarin zamanlamalar1 sistemin ne kadar muazzam bir sekilde diizenleyici gorev
yaptigin1  gostermektedir. Viral enfeksiyon sonrast aktive olan interferonlar
tarafindan ilk 12-24 saat igerisinde RIG-I proteinin ekspresyonunda c¢ok biiyiik bir
artis oldugu belirlenmistir (Arimoto vd., 2007). Buna ragmen UbcHS5 ve RNF125
proteinlerinin ekspresyonlarindaki artis daha uzun siire alip 24-36 saat sonra
ger¢eklesmektedir (Arimoto vd., 2007). Boylece bu ekspresyonel diizenleme
sayesinde RIG-I proteinin gorevini gerceklestirmesine siire taninmakta ve 24 saat

sonrasinda da degredasyonu gerceklestirilmektedir (Inn vd., 2011).
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5.1.2.3. Fosforilasyon ile negatif regiilasyonu

RIG-1 CARDs iizerinde bulunan K172 amino asidine cok yakin bir bolgede bulunan
T170 amino asidinin fosforilasyona ugramasi sonucu RIG-I’in anti-viral islevinin
baskilandig1 ortaya ¢ikarilmistir (Gack vd., 2010). KI172’nin K63 tipi poli-
ubiquitilasyona ugratilmasinin sistemin isleyisi i¢in zorunlu bir basamak oldugu
distintildiiglinde sadece 1 amino asit sonrasi yer alan Thr170’in fosforilasyona
ugratilmasinin ubiquitilasyonu baskilamasi1 sasirtict  bir sonug¢ degildir. RIG-1
T170’in fosforilasyonu sonrast TRIM25 enziminin ubiquitilasyon reaksiyonunu
katalizleyebilmek icin K172’ye gerekli mesafede yaklasamadigi ve bu nedenle de
fosforilasyona  ugramis  proteinin K63  ubiquitilasyonun  baskilandig:
diisiiniilmektedir. Bunun ilaveten RIG-I CARDs iizerinde yer alan S8’in
fosforilasyona ugramasi sonucu da RIG-I’'in TRIM25 ile etkilesemedigi

belirlenmistir (Nistal-Villan vd., 2010).

5.1.2.4. ISGlasyon ile negatif regiilasyonu

RIG-I proteinin regiilasyonunda bir bagka diizenleyici post translasyonel
modifikasyon da ISGlasyondur. RIG-I ISGlasyon ile negatif regiilasyona
ugramaktadir. ISGlasyona ugramis olan RIG-I in sinyal iletimini gergeklestiremedigi
bilinmektedir. Ancak negatif regiilasyonun mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir
ve bu hususta farkli hipotezler ortaya atilmistir: Ilk hipoteze gére, RIG-I’in
ISGlasyona ugratilmasi; RNF125 aracilign ile K48 tipi ubiquitilasyonu ve
degredasyona yonlendirilmesi i¢in gerekli bir faktordiir (Kim M. J. vd., 2008). Ikinci
hipoteze gore ise, ISG15 kendi E2 enzimi olan UbcHS ile etkilesimi vasitasi ile
dolayli olarak RIG-I aktivitesini regiile etmektedir. RNF125 RIG-I'1 UbcHS E2
enzimi ile ubiquitilasyona ugratmaktadir. Ancak RNF125’in UbcH8’e olan afinitesi
UbcHS5’e olan afinitesinden daha ytiiksektir ve dolayisi ile UbcHS8 varliginda UbcHS
yerine UbcHS ile etkilesir.  Ortamdaki ISG15 diizeyinin yiikselmesi sonucunda
UbcH8 RNF125°1 serbest birakarak ISG15 ile etkilesmektedir. Boylece serbest kalan
RNF125, UbcHS ile etkileserek RIG-I i1 ubiquitilasyona ugratmaktadir (Arimoto vd.,
2008).
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5.1.2.5. SUMOlasyon ile pozitif regiilasyonu

RIG-I proteini lizerinde gerceklesen post-translasyonel modifikasyonlardan bir digeri
de SUMOIlasyondur (Ubiquitin benzeri kiiciik diizenleyici (Small Ubiquitin like
modifier)). RIG-I Ubc9 E2 enzimi yardimi ile SUMO-I SUMOlasyonuna
ugramaktadir. RIG-I’in SUMOIlasyona ugramasi ile dogru orantili olarak K63 tiirii
ubiquitilasyonunda da artis olmaktadir (Mi vd., 2010). Bu artis dogrultusunda da

sinyal iletimi giiclenmektedir.

5.2. RIG-I Sinyal Sisteminin Influenza A Viriisii Tarafindan Baskilanmasi

Konak¢1 organizmalarin bagisik sistemlerinin viral enfeksiyonlara karsit bircok
mekanizma gelistirdigi bilinmektedir. Ancak giin gectik¢e viral organizmalarin da
konak¢r organizmalarin  savunma mekanizmasint etkisiz  kilmaya yonelik
mekanizmalar gelistirdigi ortaya ¢ikmaktadir. Bu mekanizmalardan biri de Influenza
A viriisii tarafindan RIG-I sinyal sistemini etkisiz kilmaya yonelik olarak

gelistirilmistir (Gack vd., 2009).

RIG-I proteininin K63 tipi poli-ubiquitilasyonu i¢cin CARDs domaini ile TRIM25’in
SPRY domaini etkilesmektedir. Ancak Influenza A viriisiinlin sahip oldugu Yapisal
olmayan protein-1 (non-structured protein-1 (NS1)) varliginda bu etkilesimin
gerceklesmedigi gosterilmistir.  NS1 TRIM25’in coiled coil domain (CCD) ine
baglanir. NS1’in TRIM25 CCD’ye baglanmasi sonucunda TRIM25’in RIG-I ile
etkilesmesi engellenir (Gack vd., 2009). Bu engelleme nedeni ile de RIG-I’i

ubiquitilasyona ugramasi gerceklesmemektedir.

5.3. Yapisal Yonden RIG-I Sinyal Mekanizmasi

Farkli organizmalarin RIG-I proteinleri iizerinde ¢esitli yapisal ¢alismalar olmasina
ragmen heniiz insan RIG-I’i ile ilgili yapisal ¢alismalar smirlidir. Insan RIG-I RNA
helikaz ve karboksil terminal domainlerinin yapilar1 literatiirde mevcuttur ancak

CARDs’in yapist ile ilgili bir calisma bulunmamaktadir. Cok cesitli post-
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translasyonel modifikasyonlara maruz kalan bu domainin  yap1 fonksiyon

iliskilerinin belirlenmesi 6nemlidir.

5.3.1. Homo sapiens (insan) RIG-I CTD

Insan RIG-I karboksil terminal domaininin (CTD) serbest halde belirlenmis bir adet
NMR ve iki adet kristal yapis1 bulunmaktadir(Sekil 5.2).

Sekil 5.2. Hs-RIG-I CTD’nin NMR ve X-ray yapilar1 A)Hs-RIG-I CTD- 12 bp-dsRNA kompleksi,
B) Hs-RIG-I CTD NMR yapisi, C) Hs-RIG-I CTD X-ray yapist (PDB:3LRR, 2RMJ, 2QFB)

Bu yapisal calismalar sayesinde hem proteinin CT domainin RNA’ya hangi

bolgesinden baglandigi hem de bu etkilesimlerde Onemli olan amino asitler

belirlenmistir. RIG-1’in regiilator domainin yapisi ise 2008 yilinda belirlenmistir

(Sekil 5.3) (Cui vd., 2008). Literatiirde CARDs ile ilgili yapisal bir c¢alisma

bulunmamaktadir.
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Sekil 5.3. Hs-RIG-I RD’inin X-ray yapis1 (PDB:2QFD)
5.3.2. Anas platyrhynchos (Ordek) RIG-I

Anas platyrhynchos (6rdek) RIG-I proteinin X-1smlart difraksiyonu ydntemi ile
belirlenmis olan yapisi mevcuttur (Kowalinski vd., 2011). Bu ¢alismada Hs-RIG-I ile
yapilan denemelerde proteinin kararsizligir nedeni ile yapist ile ilgili bilgiler elde

edilemedigi vurgulanmustir.

Sekil 5.4. Ap-RIG-I, (CARD1:Sari, Card2:Kirmizi ve proteinin domainleri yesil ile isaretlidir.
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(PDB:4A2W)

Bu yapida CARDs net bir sekilde gozlenebilse de proteinlerin sahip oldugu
organizmalar arasinda dizisel farkliliklar nedeni ile Hs-RIG-I proteinin CARDs’in

yapisinin aydinlatilmasi 6nemlidir (Sekil 5.4).

Bu calismasinda ise; bir¢ok farkli post-traslasyonel modifikasyonlara ugrayan Hs-
RIG-I proteinin Cards bdlgesinin, bu bdlge ile etkileserek bdolgeyi K63 tipi
ubiquitilasyona ugratan TRIM25 ubiquitin E3 enziminin SPRY domainin ve yine
CARDS bolgesini K48 tip1 ubiquitilasyona ugratan RNF125 ubiquitin E3 enziminin
bakteriyel ekspresyon sistemlerine klonlanmalar1 ve  NMR ile yapilacak yapisal

caligmalar i¢in uygunluklar test edildi.
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6. MALZEME VE YONTEM

6.1. Malzemeler
6.1.1. Bakteri suslar
6.1.1.1. Escherichia coli saklama suslart

Klonlama sonrasinda ve uzun sureli saklamalarda tiim plazmitler Novablue ve/veya
DHS5a saklama suslarinda saklandi. Elde edilen rekombinant plazmitler ¢ok hassas
olduklar i¢in transformasyon verimliligi ve plasmit kararliligi onemlidir. Saklama

suslarinin Cizelge 6.1 de genotipleri verilmis olup bu suslar yiiksek transformasyon

verimliligine (1 108 cfu/ug) sahip olup plasmidlerin kararliligina yardimci

olmaktadirlar.
Cizelge 6.1. Escherichia coli saklama suslarinin genotipleri

Bakteri susu Genotip

endAl hsdR17 (rKlzme12+)supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac
NovaBlue
F’[proA*BT lacl9Z M15 ::Tn10 ] (TetR)
F— ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl
DHSa hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl

6.1.1.2. Escherichia coli ekspresyon suslari

Tim hedef protein genleri pQE30 ekspresyon vektoriiniin varyantlarina klonlandi.
Bu vektorlerde yiiksek diizeyde rekombinant protein ekspresyonuna imkan veren T5
promotor sistemi  bulunmaktadir. pREP4 plasmidi rekombinant protein
ekspresyonunun hiicre yogunlugu istenen diizeye ulasana kadar baskilanmasina, siki
bir sekilde kontrollii olarak gergeklesmesine ve ayni zamanda sitotoksik rekombinant
plazmitlerin nispeten kararli kilinmasina imkan verir. Bu ¢alismada E. Coli K12
susundan tiiretilmis olan ve pREP4 plazmiti igeren MIS5[pREP4] ve
SG13009[pREP4] ekspresyon suslar1 kullanildi. Suslarin genotipleri Cizelge 6.2 de
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verilmistir.

Cizelge 6.2. Escherichia coli ekspresyon suslarinin genotipleri

Bakteri susu Genotip
Nal§, StrS, RifS, Thif, Laci, Ara+,
SG13009[pREP4] Gal+, Mtli, Fii, RecA+, Uvr+, Lon+

NalS, StrS, RifS, Thif, Laci, Ara+,

MIS[pREP4] Gal+, Mtlfi, Fii, RecA+, Uvr+, Lon+

6.1.2. Plasmit vektorleri

6.1.2.1. pREP4

pREP4 vektorii iizerinde lacl ve kanamisin diren¢ genlerini tasiyan 2649 bp
uzunlugundabir plazmittir (Sekil 6.1). lacl geni laktoz yoklugunda lac baskilayici
(lac represor) proteini ekspres eder. Bu protein ekspresyon plazmiti tizerinde bulunan
Lac operonuna baglanarak rekombinant protein ekspresyonunu siki bir sekilde
baskilar. Ortama beta galoktozidaz tarafindan hidrolizlenemeyen bir laktoz analogu
olan Izopropil B-D-1-thiogalactopyranosit (IPTG) ilave edildiginde IPTG, lac
baskilayici proteine baglanarak onu etkisiz hale getirir. Bu sayede serbest kalan lac
promoter bolgesi bu bolgenin kontrolii altinda olan recombinant genin
ekspresyonunu gerceklestirir. Bu ¢alismada kullanilmis olan  konak hiicrelerde

pREP4 plazmiti bulunmaktadir.

HindIII (3739)|

p15A ori

Tn5 neomycin resistance

5phl (35%)

sall (2729) LMBP 2649
SpHl (Z7201) Last modified: 27-MAY-2008
lacl promoter

Sekil 6.1. Prep 4 plazmitinin gen haritasi

83



6.1.2.2. pOE30

Hedef genlerin ekspresyonunda pQE-30 (Qiagen) vektorii kullanilmistir. pQE-30
plazmit haritas1 sekil 6.2’de verilmistir. pQE-30 plazmiti yaklasik 3400 baz cifti
biiyiikliigiinde halkasal bir vektor olup, Col E1 replikasyon bolgesine sahiptir.

* pQE30 - -
pQE31 AC
pQE32 -G

A'"Pl'ci//,h

pQE-30, pQE-31,
pQE-32
3.4kb

Col EV

Sekil 6.2. pQE30 plazmitinin gen haritasi

Col E1 replikasyon bélgesi iceren plazmit varyantlar1 hem irettikleri Colicin El
sayesinde diger E. Coli suslarinin tiremesini baskilar, hem de yiiksek replikasyon
ozellikleri sayesinde hiicre basmna yiiksek kopya sayisina ulasarak hedef genin
yiksek miktarda ekspresyonuna imkan verir. Bunun yaninda, igerdigi ampisilin
rezistans geni sayesinde bu plazmiti iceren E. Coli hiicrelerinin ampisilin antibiyotigi

iceren ortamda yasayabilmesine imkan saglamaktadir.

Bu ¢alismada protein ekspresyon vektorii olarak modifiye edilmis pQE-30 vektor
varyantlar1 olan pQE30-6Histag-GB1 (pQE30-GB1) ve pQE30-8histag (pQE30-
8HT) wvektorleri kullanildi. Bu vektorlerin  klonlama bolgeleri sekil 6.3°de

gosterilmistir.
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1 11 21 31 41 51 61
1 ATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCTATGCAGTACAAACTTGCTCTGAACGGTAAAACC
1(+1) M R G s H _H H H H H G S M Q_Y K I A L N G K T

6 His Tag (6HT)

71 CTGAAAGGTGAAACCACCACCGAAGCTGTTGACGCTGCTACCGCGGAAAAAGTTTTCAAACAGTACGCT
24 (+1) L K G E T T TE A YV D A A T A E K V F K Q Y A

GBl1 Domain

141 AACGACAACGGTGTTGACGGTGAATGGACCTACGACGACGCTACCAAAACCTTCACGGTAACCGAAGGA
48(+1) N D N G V D G E W T Y D D A T K T F T V T E G

211 TCTGAAAACCTGTACTTCCAAGGATCCGCTCTGCAGCCAAGCTTAATTAGCTGA
71(+1) S E N L Y F404G S A L TQ P TS L I S Stop

Tev site
StyI BamHI PstI HindIII
pQE-30-GB1
1 11 21 31 41 51 61
1 ATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACCATCACGGATCTGAAAACCTGTACTTCCAAGGATCCGCTC
1(+1) M R G S H H H H H H H H G S E N L YA4AF QT G S A
8 His Tag (8HT) Tev site

StyI BamHI
71 TGCAGCCAAGCTTAATTAGCTGA

24 (+1) LTQ P STL I S Stop
PstI  HindIII pQE-30-8HT

Sekil 6.3.pQE30-GB1 ve pQE30-8histag klonlama bolgeleri

6.1.3. Klonlanan genlerin ve ekspres edilen proteinlerin dizileri

6.1.3.1. Insan Ring Finger Protein 125 (RNF125)

atg ggt agc gtt ctg agc acc gat agc ggt aaa agc gca ccg gca agc gca acc gca cgt
gca ctg gaa cgt cgt cgt gat ccg gaa ctg ccg gtt acc agc ttt gat tgt gca gtt tgt
ctg gaa gtt ctg cat cag ccg gtt cgt acc cgt tgt ggt cat gtt ttt tgt cgt agc tgt
att gca acc agc ctg aaa aat aat aaa tgg acc tgt ccg tat tgc cgt gca tat ctg gcg
agc gaa ggt gtt ccg gca acc gat gtt gca aaa cgt atg aaa agc gag tac aaa aat tgt

gcc gaa tgt gat acc ctg gtt tgt ctg agc gaa atg cgt gca cat att cgt acc tgc cag
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aaa tat atc gat aaa tat ggt ccg ctg caa gaa ctg gaa gaa acc gca gca cgt tgt gtt

tgt ccg ttt tgt cag cgt gaa ctg tat gaa gca gca cgt tgt gtt tgt ccg ttt tgt cag

cgt gaa ctg tat gaa gat agc ctg ctg gat cat tgt att acc cat cat cgt agc gaa cgt

cgt ccg gtt ttt tgt ccg ctg tgt cgt ctg att ccg gat gaa aat ccg agc agc ttt agc

ggt agc ctg att cgt cat ctg caa gtt agc cat acc ctg ttt tat gat gat ttc atc gat

ttt aat att att gaa gag gcc ctg att cgt cgt gtt ctg gat cgt agt ctg ctg gaa tat

gtg aat cat agc aac acc acc taa

\% N H S N T T *
6.1.3.2. Retinoik asit tarafindan aktive edilen gen-1 Caspase Activation and
Recruitment Domainleri (RIG-1 CARD:s)

atg acc acc gaa cag cgt cgt agc ctg caa gca ttt cag gat tat att cgt aaa acc ctg
M T T E Q R R S L Q A F Q D Y I R K T L

gac ccg acc tat att ctg agc tat atg gca ccg tgg ttt cgt gaa gaa gaa gtt cag tat
att cag gcc gaa aaa aat aat aaa ggt ccg atg gaa gca gca acc ctg ttt ctg aaa ttt
ctg ctg gaa ctg caa gaa gaa ggt tgg ttt cgc ggt ttt ctg gat gca ctg gat cat gca
ggt tat agc ggt ctg tat gaa gca att gaa agc tgg gat ttt aaa aaa att gaa aaa ctg
gaa gaa tat cgc ctg ctg ctg aaa cgt ctg caa ccg gaa ttt aaa acc cgt att att ccg
acc gat att att agc gat ctg agc gaa tgc ctg att aat cag gaa tgt gaa gaa att ctg
caa att tgt agc acc aaa ggt atg atg gca ggc gca gaa aaa ctg gtt gaa tgt ctg ctg

cgt agc gat aaa gaa aat tgg ccg aaa acc ctg aaa ctg gca ctg gaa aaa gaa cgc aat

taa

6.1.3.3. Tripartite motif-containing 25 SPRY domaini

atg aaa gtt ctg gaa acc ttt ctg gca aaa agc cgt ccg gaa ctg ctg gaa tat tat att
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aaa gtg att ctg gat tat aat acc gca cat aat aaa gtt gcc ctg agc gaa tgc tat acc
K \Y% I L D Y N T A H N K \% A L S E C Y T
gtt gca agc gtt gca gaa atg ccg cag aat tat cgt ccg cat ccg cag cgt ttt acc tat
\Y% A S \Y% A E M P Q N Y R P H P Q R F T Y
tgt agc cag gtt ctg ggt ctg cat tgc tat aaa aaa ggc att cat tat tgg gaa gtg gaa
C S Q v L G L H C Y K K G I H Y W E \% E
ctg caa aaa aat aat ttt tgc ggt gtg ggt att tgc tat ggt agc atg aat cgt cag ggt
L Q K N N F C G \4 G I C Y G S M N R Q G
cCcg gaa agc cgt ctg ggt cgt aat agc gca agc tgg tgt gtt gaa tgg ttt aat acc aaa
P E S R L G R N S A S w C \% E W F N T K
att agc gcc tgg cat aat aat gtg gaa aaa acc ctg ccg agc acc aaa gca acc cgt gtt
I S A W H N N \% E K T L P S T K A T R \%
ggt gtt ctg ctg aat tgt gat cat ggc ttt gtg att ttt ttt gcc gtt gcc gat aaa gtg
G \Y% L L N C D H G F \% I F F A \% A D K \%
cat ctg atg tat aaa ttt cgc gtg gat ttt acc gaa gca ctg tat ccg gca ttt tgg gtt
H L M Y K F R \% D F T E A L Y P A F W \%
ttt agt gcc ggt gca acc ctg agc att tgt agc ccg aaa taa
F S A G A T L S I C S P K *
6.1.4. Oligoniikleotid primerler
6.1.4.1. Hedef genlerin izolasyonunda kullanilan primerler
Cizelge 6.3. Hedef genlerin izolasyonunda kullanilan primerler
Primer ad1 Primer dizisi Tm degeri
HsRNF125-BamHI 5’ GCGCGCGGATCCATGGGTAG 3’ 70.71 °C
HsRNF125-HindIII 5’ GCGCGCAAGCTTTTAGGTGGTG 3’ 68.57 °C
HsTrimZSspry-BamHI 5’ GCGCGCGGATCCATGAAAG 3’ 67.87 °C
HsTrimZSspry-HindIII 5’ GCGCGCAAGCTTTTATTTCGG 3’ 66.52 °C
RIGI-CARDS- BamHI 5’ GCGCGCGGATCCATGACCAC 3’ 72.01 °C
RIGI-CARDS- HindIII 5’ GCGCGCAAGCTTTTAATTGCGTTC 3’ 69.78 °C

6.1.4.2. Plasmid DNA sekans analizi i¢in kullanilan primerler

Cizelge 6.4. Plasmid DNA sekans analizi icin kullamilan primerler

Primer adi Primer dizisi
Modifiye edilmis PQE30 promoter 5" GTGAGCGGATAACAATTA 3'
Modifiye edilmis PQE30 terminator 5" GCCCGGCGGCAACCGAGC 3!
pQE-F 5' CCCGAAAAGTGCCACCTG 3!
pQE-R 5'" GTTCTGAGGTCATTACTGG 3'
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6.1.5. Kimyasallar ve enzimler

Tiim c¢aligmalarda kullanilan kimyasallar ve enzimler en az biokimyasal saflik
derecesinde olup EK A da verilmistir.

6.1.6. Besiyeri, Cozelti ve Tamponlar

Tim caligmalarda kullanilan Cozelti ve Tamponlar yiiksek saflikta kimyasallar
kullanilarak hazirlanmis olup EK B de verilmistir.

6.1.7. Kullanilan makine ve techizat

Calismalar kullanilan tiim makine ve techizatlarin kalibrasyonlar1 diizenli olarak
kontrol edilmis olup ¢alismada kullanilan makine ve techizat EK C de verilmistir.

6.2. Yontemler

6.2.1. Hedef proteinlerin genlerinin sentezi

Calismalarda kullanilan RIG-I-CARDs, TRIM25-SPRY domaini, ve RNF125
proteinlerini kodlayan genler GENEART firmasina sentezletildi. Genlerin dizileri
E.Coli kodon kullanimina gore optimize edildi ve pMA vektorii igerisine klonlanmig

sekilde teslim alindi.

6.2.2. Hedef genlerin PQE30 vektorii icerisine klonlanmasi

6.2.2.1. Genlerin izolasyonu

pMA bir ekspresyon vektorii olmadigindan bu vektor icerisindeki genler modifiye
pQE30 vektorleri icerisine aktarildi. Bu amacla hedef gen bolgeleri polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildi. PCR yonteminde hedef genlerin amplifikasyonu i¢in
kullanilan primerler Alpha DNA (Montreal, QC Kanada) sirketine sentezlettirildi
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(Cizelge 6.3). PCR reaksiyon karisimlar1 Cizelge 6.5’de de gosterilmistir. PCR

reaksiyon karigimlart  hazirlandiktan sonra reaksiyonlar PCR cihaz1 ile

gergeklestirildi.
Cizelge 6.5. PCR reaksiyon karisimlari
Reaksiyon Reaksiyon Reaksiyon = Reaksiyon = Reaksiyon Reaksiyon
1 2 3 4 5 6
Kalip DNA
(100 ng/uL)
pMA-Trim25 2 uL 2 uL - - - -
PMA-RNF125 - - 2 uL 2 ulL - -
PMA-RNF125 - - - - 2 ulL 2 ulL
Taq polimeraz
1 uL 2 ulL 1 uL 2 ulL 1 uL 2 ulL
(1 ng/uL) w w w w w w
10xTaq Buffer SuL SuL SuL SuL SuL SuL
MgCl, (25 mM) 4 uL 4 uL 4 uL 4 uL 4 ulL 4 ulL
dNTP karisimi
5uL 5uL 5uL 5uL 5uL S5uul
(10 mM) w w w w w uu
dd.H,0 31 uL 30 uL 31 uL 30 uL 31 uL 30 uL
Primerler
(50 pmol/uL)
Trim25-BamHI 1 uL 1 uL - - - -
Trim25-HindIII 1 uL 1 uL - - - -
RNF125-BamHI - - 1 uL 1 uL - -
RNF125-HindIII - - 1 uL 1 uL - -
RIG - - - - 1 uL 1 uL
Cards-BamHI
RIG-T - - - - ms ms
Cards-HindIII
Toplam 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL

PCR cihazinda reaksiyonlarinin gergeklesmesi icin kullanilan reaksiyon basamaklari
Cizelge 6.6’da verilmistir. PCR reaksiyonu sonucu ¢ogaltilan genler %1,5lik agaroz
jelde kontrol edildi. Cogaltilan hedef genlerin bir sonraki basamak olan kesme
enzimleri yardimi ile kesilmesi i¢in saf ve reaksiyon bilesenlerinden arindirilmis
olmas1 gerekir. Bu nedenle PCR reaksiyonlart PCR temizleme kiti yardimi ile

saflastirildi.
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Cizelge 6.6. PCR reaksiyon basamaklari

Basamak numarast  Tekrar sayis1 ~ Sicakhk  Siire
1. basamak 1x 95 °C 5dk
2. basamak 30x 95 °C 455
52°C 1 dk
72°C 1 dk
3. basamak Ix 72°C 10 dk
4. basamak Ix 4°C 0

6.2.2.2. Restriksiyon enzimleri ile yapiskan uglarin eldesi

Iki farkli DNA dizisinin bir araya getirilmesi igin birbiri ile tamamlayic

(komplementer) yapiskan uclar icermeleri gerekmektedir. Bu yapiskan uclarin elde

edilmesi icin spesifik DNA dizilerini taniyan ve kesen tip II restriksiyon enzimleri

kullanilir. Kesme reaksiyonlar1 karisimi ¢izelge 6.7°de verilmistir. Tiim genler ve

hedef plasmidler i¢in BamHI/HindIIl kesme enzim ¢ifti kullanildi. Kesme

reaksiyonlar1 16 saat 37 °C’de inkiibasyona tabi tutuldu.

Cizelge 6.7. Hedef genler ve plasmidlerin BamHI/HindlII ile kesme reaksiyon karisimi

10x Buffer R 2 ul
BamHI (10 U/ul) 1 ul
HindIII (10 U/ul) 1 ul
Plazmit/gen (40-120 ng/ul) 7 ul
dd.H,O 9ul

Toplam 20 ul

Inkiibasyon sonrasi reaksiyon karisimlar1 % 1,5lik agaroz jelde yiiriitiildii. UV 151k

yardimi ile goriintiilendi ve DNA parcalar1 jelden bisturi yardimi ile kesilerek izole

edildi. Kesilen jel bolgelerinden DNA pargalar1 DNA jel ekstraksiyon Kkiti

kullanilarak saflastirildi.

6.2.2.3. T4 DNA ligaz reaksiyonu

Birbirine komplementer yapiskan ucglar icerecek sekilde hazirlanan genler ve
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plasmidler T4 DNA ligaz enzimi kullanilarak birlestirildi. Ligasyon reaksiyonlar1
cizelge 6.8°de belirtildigi gibi hazirlanarak 16 9C’de 16 saat inkiibasyona birakildi.

Cizelge 6.8. T4 DNA ligaz ile ligasyon reaksiyon karisimlar:

Reaksiyon Reaksiyon Reaksiyon Reaksiyon Reaksiyon Reaksiyon

1 2 3 4 5 6
a-PQE-GBI(50 ng/pL) 2 ul - 2 ul - 2 ul
¢-PQE-8HT(40 ng/uL) - 2 ul - 2 ul - 2 ul
2-RNF125(60 ng/pL) 5ul 5ul
3-Trim25 spry(45 ng/uL) - - 5ul Sul
4-RIG-I cards(50 ng/pL) - - - - Sul Sul
10x Ligaz buffer 1 ul 1wl 1ul 1 ul 1wl 1 ul
MgCl, (25 mM) 1wl 1wl 1wl 1wl 1wl 1wl
ATP (10 mM) 1ul 1ul 1 ul 1 ul 1wl 1 ul
T4 DNA ligaz (1 U/pL) 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul

Ligasyon reaksiyonu sonucunda olusan recombinant plazmitler, transformasyon
yontemi ile kompetant Novablue hiicreleri igerisine aktarildi. Transformasyon
sonrast 100 pg/ml ampisilin igeren Luria-Bertani agar kat1 besiyeri {izerine yayma

yontemi ile ekilen hiicreler 1gece saat 37 °C’de inkiibe edildi.

6.2.2.4. Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Bakteriyel plazmitlerin saklanmasi ve protein iiretiminde kullanilan bakteriyel
hiicrelerin hiicre duvarlar1 kimyasal yoldan zayiflatilarak kompetent (plazmitler i¢in
gecirgen) hale getirildi. Bu islem i¢in oOncelikle bakteriyel sus — 80 °C gliserol
stokundan 6ze yardimu ile segici antibiyotikleri iceren LB-Agar besiyerlerine ekildi
ve 1 gece 37 °C’de inkiibe edildi. Bu inkiibasyon sonrasi petriden tek bir koloni
almarak secici antibiyotikleri igceren 10 ml LB sivi besi yeri igerisine aktarildi.
Hiicreler 250 rpm 37 °C’de 1 gece biiyiitiildii. Ertesi giin gece kiiltlirtinden 0.5 pL
alinarak 50 mL LB icerisine eklendi. Yeni bakteri kiiltiirii ODg 0.3-0.4 ye kadar

biiyttiildi ve 10 dakika 1500 g, 4 °C’de santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 slipernatant
dokiilerek pellet 5 ml soguk 1x TSS igerisinde yeniden ¢oziildii. Ardindan buz
izerindeki 1,5 ml’lik tiipler igerisine 200’er uL eklenerek -80 °C’ye kaldirildi.
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6.2.2.5. Transformasyon

Transformasyon isleminde 6nceden hazirlanmis olan 200 uL’lik kompetent hiicreler
— 80 9%C’den ¢ikarildi. Buz iizerinde 20 dakika bekletildi. 1 ng plasmid (ligasyon
sonrasi islemlerde ise ligasyon reaksiyon karigiminin tamami) buz {izerindeki
kompetent hiicreler ile karistirildi. Sonrasinda karistm 20 dakika yeniden buz
iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 42 °C kuru blok 1sitict iizerine
yerlestirilen ornekler 90 dakika 1s1 sokuna tabi tutuldu ve ardindan yeniden birkag
saniye buz iizerinde bekletildi. Bu islem sonrasinda her tiip igerisine 750 ul LB siv1
besi yeri eklendi ve hiicreler 37 9C calkalamali inkiibatorde 1 saat g¢oglatildu.
Cogaltilan hiicreler 3000 devir/dakika hizda 3 dakika santrifiij edildi ve dekantasyon
islemi ile sivi kisim uzaklastirildi. Coken hiicreler dekantasyon sonrasi kalan sivi
kisim igerisinde yeniden siispanse edildi ve bu siispansiyondan alinan 20 uL 6rnek
LB-agar kat1 besi yeri lizerine drigaski spatiilii yardimi ekildi. Ekim sonras1 petriler

379C de 1 gece inkiibe edildi.

6.2.2.6. Kolonilerin taranmasi ve DNA dizi analizi

Transformasyon islemi sonrasi petrilerde olusan kolonilerin tasidiklar1 plazmitlerin
hedef geni icerip igermedigi gen spesifik koloni PCR yontemi ile belirlendi. Bunun
icin LB-agar petriler de olusan tek koloniler alinarak 25 pl lik niikleaz-free su
icerisinde silispanse edildi. Hiicre siispansiyonu su banyosunda 5 dk kaynatilip
16000xg ¢ de santrifiijlendi. Silipernatandan alman 5 pL, koloni PCR
reaksiyonlarinda kalip olarak kullanildi.

Koloni PCR’da amplifikasyon gen spesifik primerler (genlerin pQE-30
vektorlerinden amplifikasyonunda kullanilan primerler) ile gerceklestirilmistir. Gen
spesifik koloni PCR reaksiyonlar1 ¢izelge 6.9’da yer almaktadir. Reaksiyonlar

sonucunda elde edilen iiriinler agaroz jel de yiiriitiillerek kontrolii yapildi.
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Cizelge 6.9. Koloni PCR bilesenleri

Koloni PCR bilesenleri Miktar (nL)
Kahp DNA 5
Gen spesifik primer II (50 pmol/pl) 1
Gen spesifik primer II (50 pmol/nl) 1
10x Taq Buffer 2
25mM MgCl, 1,2
dNTP karisimi (her birinden 2mM) 0,5
Taq DNA polimeraz (S5U/pL) 0,5
dd H,O 8,8
Toplam 20

Gen spesifik primerler ile koloni PCR sonucunda hedef gen i¢in pozitif bant
veren koloniler, 10 mL lik LB+amp besiyerlerinin inokiilasyonunda kullanildi. Bu
stv1 besiyerleri, 1 gece 37 derecede 250 rpm de inkiibe edildi. Ertesi giin, santrifiij
yolu ile hiicre pastalar1 ayrildi ve plazmit izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen
plazmitler dizi analizi i¢cin Macrogen, Kore firmasina gonderildi ve dizi analizleri

kontrol edildi.

6.2.2.7. Agaroz jel elektroforezi (%1,5lik)

1,5 gram agaroz 100 ml 1 xTris-asetik asit-EDTA c¢ozeltisi ( TAE) icerisine eklendi
ve agaroz tamamen ¢Oziliniinceye kadar mikro dalga firinda kaynatildi. Karisim bir
siire sogutulduktan sonra icerisine 10 mg/mL ethidium bromur ¢ozeltisinden 5 pL
eklendi. Karisim jel yatagi iizerine dokiilerek taraklar yerlestirildi ve jel donmaya
birakildi. Donmus jel yiirliitme tanki icerisine yerlestirildi ve taraklar c¢ikarilarak
yikleme kuyular1 hazir hale getirildi.

Jele yiiklenecek oOrneklerin kuyu igerisinde ¢okmesini saglamak ig¢in 6% yiikleme
boyas1 eklendi ve 6rnekler kuyulara mikro pipet yardimi ile yiiklendi. Bunun yaninda
yliklenen Orneklerin boyutunu belirlemek icin 1 kbp ve 100 bp boyutundaki
markerlar kullanildi. Yiiklenen Ornekler 70 voltta 90 dakika yiriitiildi. Ydriitme

sonrasi jel goriintiilleme cihazi yardimi ile goriintiilenerek fotograflandi.
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6.2.3. Hedef proteinlerin iiretimi

RIG-1 CARDs, RNF125, TRIM25 SPRY domainlerini igeren modifiye PQE30-GBI
plazmitleri £. Coli SG13009 ekspresyon susu igerisine transformasyon yontemi ile
aktarildi. Transformasyon sonrast 100 pg/mL ampicillin ve 25 pg/mL kanamycin
iceren 10 ml LB besi yeri icerisine tek koloni ekimi yapildi. Inokiilasyon sonrasi 250
rpm 37 °C’de 1 gece inkiibe edilen bakteri kiiltiirleri ertesi giin 100 pg/mL ampicillin
(amp) ve 25 pg/mL kanamycin igeren 1 litre LB besiyeri icerisine 1:100 oraninda

seyreltildi ve 250 rpm 37 °C’de hiicre yogunlugu ODgq 0,8-1,2 oluncaya kadar

inkiibe edildi. Trim25 SPRY ve RIG-I CARDS proteinlerinin iiretiminde; bakteri
kiiltiirleri buz tizerinde 21 °C’ye kadar sogutulduktan sonra ekpresyon 200 uM IPTG
ilavesi ile indiiklendi. Protein ekspresyonu 250 rpm, 21 °C’de 15 saat siire boyunca
gergeklestirildi. Her 5 saat sonunda 1 mL kiiltiir alimarak 5000 rpmde 10 dakika
santrifiijlendi ve sivi kisim atilarak kati kissm 100 ul TBS igerisinde ¢oziildii.

Ardindan SDS-PAGE yo6ntemi ile protein ekspresyonu kontrol edildi.

RNF125 proteinin iiretiminde ise IPTG ilavesinden once proteinin dogal

konformasyonuna katlanmasi i¢in gerekli olan ¢inko (100 uM ZnCl,) ortama eklendi.

Bunun sonrasinda ise bakteri kiiltiiri buz tlizerinde 19 °C’ye sogutularak son
konsantrasyon 200 uM olacak sekilde IPTG ilave edildi. IPTG ilavesi sonras1 250
rpm, 19 9C’de 18 saat ekspresyonu gerceklestirildi ve her 6 saatte sonunda 1 mL
kiiltiir alinarak 5000 rpm’de 10 dakika santrifiijjdendi. Sivi kisim atilarak kati kisim
100 puL TBS igerisinde ¢oziildii. SDS-PAGE yontemi ile protein ekspresyonu kontrol
edildi.

Ekspresyon sonunda hiicre kiiltiirleri 4 °C ve 4500 rpm’de 40 dakika santrifiijlenerek

saflagtirma basamagina kadar — 80°C’de saklandi.

6.2.4. Hedef proteinlerin saflastirilmasi

Derin dondurucuda (— 80°C) saklanan hiicre pastasi buz lizerinde c¢odiiriildiikten
sonra igerisine her 1 gram hiicre pastasi i¢in 1 mg/mL lizozom iceren 10 ml liziz
tamponu eklendi. Ardindan hiicreler bu tampon igerisinde siispanse edildi. Karisim

10 dakika buz {lizerinde bekletildikten sonra hiicreler sonikasyon yontemi ile
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parcalandi.

Sonikasyon sonras1 karigim igerisinden 50 uL 6rnek alinarak 15000 x g’de 10 dakika
santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 sivi kisim baska bir 1,5 ml tiip igerisine alinarak
kalan pellet {izerine 50 uLL TBS eklendi. Daha sonra her iki 6rnek iizerine 50 uL 2x
yikleme boyasi eklenerek SDS-PAGE yontemi ile iiretilen proteinleri ¢dziiniir bir
sekilde slipernetantta m1 yoksa ¢okmiis bir sekilde pellet igerisinde mi bulunduklar

tespit edildi.

Coziiniir olarak ekpres edilen proteinlerin saflastirmasinda Akta Prime Plus protein
saflastirma sistemi kullanildi. Klonlanan tiim hedef proteinler N-terminal Histag’1
icerdiklerinden ilk olarak hiicre lizizinden elde edilen siipernatant Ni*‘afinite
kromatografisi yontemine tabii tutuldu. Afinite kromotografisi yardimi ile 6n
saflastirmas1 gerceklestirilen proteinlere jel kromatografisi uygulanarak ikinci
basamak saflastirma gerceklestirildi. Coziinilir olarak ekspres olmayan proteinlerin
saflastirilmasinda ise diyaliz ile yeniden katlama yontemi uygulandi (Bknz Boliim 1

2.3.3).

6.2.5. Sodyum Dodesil Sulfat — Poli Akrilamid jel elektroforezi
6.2.5.1. Jel kasetlerinin hazirlanmasi

Proteinlerin ekspresyonu, saflastirilmasi, konsantre edilmesi gibi tiim basamaklarda
proteinlerin safliklar1 ve boyutlart SDS-PAGE yo6ntemi ile kontrol edildi. Hedef

proteinlerin biiylikliikleri 20-40kDa arasinda degistiginden % 16lik ayirma (gizelge
6.10) % 4 liik odaklama jeli (¢izelge 6.11) kullanildi.

SDS-PAGE yonteminde 10 x 8 x 0.46 boyutlarina sahip cam kaset sisteminden
olusan Bio-rad mini jel sistemi kullanildi. Jel kasetleri hazirlanan % 16 lik ayirma

jeli (Cizelge 6.10) ile 6 cm yiikseklige kadar dolduruldu.

Cizelge 6.10. Ayirma Jeli (%16 lik) (6 jel icin)

% 40lik Akrilamid-BisAkrilamid (29:1) 12 mL
Ayirma jeli Tamponu 11.3 mL
% 10 SDS 300 uL
dd.H,O 5.2mL
TEMED 12.5 uL
% 10 APS 600 puL
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Ayirma jelinin {izeri izopropanol ile kaplanarak diiz bir yiizey olugmasi saglandi ve
jel  donmaya birakildi Ayirma jelinin donmasinin ardindan {izerindeki alkol
dokiilerek su ile yikandi. Hazirlanan % 4 liikk odaklama jeli (Cizelge 6.11) ayirma jeli
iizerine dokiilerek tarak yerlestirildi ve jel donmaya birakildi. Hazirlanan jeller

kullanilana kadar 10 mL katot tamponu igerisinde + 4 °C’de saklandi.

Cizelge 6.11. Odaklama Jeli (% 4 luk) (6 jel icin)

% 40lik Akrilamid-Bis-Akrilamid (29:1) 1.2 mL

Yiikleme Tamponu 4.2 mL
% 10 SDS 125 pLL
dd.HZO 5.4 mL
TEMED 5uL

% 10 APS 500 pL

6.2.5.2. Protein érneklerinin hazirlanmasi ve jel elektroforezi

Jele yiiklenecek olan 10 pL 6rnek igerisine 10 plL 2x yiikleme boyasi eklendi.
Hazirlanan 6rnekler 5 dakika kaynatildi ve buz iizerinde yeniden sogutuldu. Her
kasette kuyulardan en az birine 6 pL. marker diger kuyulara ise protein 6rneklerinden
15 pl yiklenerek 160 Voltta 80 dakika yiiriitiildii. Elektroforez islemi sonrasi cam
kaset arasindan jel cikarilarak boyama ¢d6zeltisi igerisinde 30 dakika boyandi.
Ardindan 1 giin boyunca boya ¢ikarma ¢ozeltisinde bekletildi. Jeller goriintiileme

sistemi ile fotograflandi.
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7. BULGULAR VE IRDELEME

7.1. Hedef Protein Genlerinin Klonlanmasi
7.1.1. Hedef genlerin eldesi

GENEART firmasina sentezletilen genler E. Coli Novablue saklama susu igerisine
transformasyon yontemi ile aktarildi. Bu islem sonrasinda hiicreler 10 mL LB
icerisinde ¢ogaltildi ve ardindan plazmit izolasyon kiti ile izole edildi. izole edilen

plazmitler polimeraz zincir reaksiyonu i¢in kalip DNA olarak kullanildi.

7.1.2. Polimeraz zincir reaksiyonu ile hedef genlerin cogaltilmasi

PCR ile amplifiye edilen hedef genlerin boyutlarin1 gosteren agaroz jelinin

gorintiisi Sekil 7.1°de verilmistir.

. RNF125 PCR reaksiyonu-1

. RNF125 PCR reaksiyonu-2

. RNF125 PCR reaksiyonu-3

. 100 bp Marker

. Trim25 spry PCR reaksiyonu-1

. Trim25 spry PCR reaksiyonu-2

. Trim25 spry PCR reaksiyonu-3

. RIG-I CARDS PCR reaksiyonu-1
. RIG-I CARDS PCR reaksiyonu-2
0. RIG-I CARDS PCR reaksiyonu-3

Sekil 7.1. Polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilarak izole edilen genlerin %1.5 lik agaroz
elektroforez jel goriintiisii

Sekil 7.1°de ki jelde gozlenen bantlar hedef proteinleri kodlayan DNA dizilerinin
boyutlar1 ile ortiismektedir. Bu bantlar disinda bantlar gézlemlenmemeside spesifik

olmayan tirtinlerin olusmadigin1 gostermektedir.
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7.1.3. DNA kesme enzimleri ile yapiskan uc eldesi ve T4 DNA ligaz reaksiyonu

PCR reaksiyonu sonrast BamHI/HindIIl enzim ¢iftleri ile kesilip T4 DNA ligaz ile

birlestirilen gen-plazmit ciftleri aktarildiklar1 kompetant hiicreler basarili bir sekilde

biiyiitiilmiistiir. Buda hedef plasmidlerin bakteriler igerisine aktariminin olumlu

sonuglandigini gostermektedir.

7.1.4. Koloni PCR ile tarama

Ligasyon reaksiyonlarinin novablue hiicrelerine transfromasyonu sonrasi elde edilen

kolonilerin igerdikleri plazmitlerin hedef genleri icerip i¢ermedikleri koloni PCR

yontemi ile kontrol edildi. Taranan kolonilerden elde edilen PCR iiriinlerinin

yuriitiildiigli agaroz jellerinin goriintiileri Sekil 7.2’de verilmistir.

. 8HT-RNF125-1
. 8HT-RNF125-2
. 8HT-RNF125-3
. 8HT-RNF125-4
. GB1-RNF125-1
. GB1-RNF125-2
. GB1-RNF125-3
. GB1-RNF125-4
9.100 bp Marker

O NhA W

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1. GB1-Trim25 spry-1 2
3. GB1-Trim25 spry-3 4
5. GB1-Trim25 spry-1 6
7. GB1-Trim25 spry-3 8
9. GB1-Trim25 spry-4 10.
11. 8HT-RIG-1 CARDS-2 12.
13. GB1-RIG-I CARDS-1 14.
15. GB1-RIG-I CARDS-3 16.

. GB1-Trim25 spry-2
. GB1-Trim25 spry-4
. GB1-Trim25 spry-2
. 100 bp Marker

S8HT-RIG-I CARDS-1
8HT -RIG-I CARDS-3
GB1-RIG-1 CARDS-2
GB1-RIG-I CARDS-4

Sekil 7.2. RNF125 Trim25 ve RIG-1 CARDs gen spesifik koloni PCR sonu¢larimin %1.5 lik

agaroz elektroforez jel goriintiileri
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Sekil 7.2°deki jel goriintiilerinde GBI1-RIG-I CARDs-2 ve GB1-RIG-1 CARDs-3
kolonileri disinda tek bant gozlemlenmektedir. Bu tek bantlar PCR reaksiyonu
sonucu sadece tek bir {irliniin olustugunu gostermektedir. Bunun yaninda gozlenen
bantlarin hedef proteinleri kodlayan gen boyutlar1 ile ortiismesi klonlama islemi
sonucu hedef genleri plasmidler icerisine aktarildigini gostermektedir. GB1-RIG-I
CARDs-2 ve GBI1-RIG-I CARDs-3 kolonileri disindaki kolonilerin plazmit

izolasyonlar1 gergeklestirildi.

7.1.5. DNA sekanslama yontemi ile DNA gen dizilerinin dogrulanmasi

Hedef gen dizilerini igerdigi tespit edilen kolonilerden izole edilen plazmitler
Macrogen, Kore firmasina kargo yolu ile gonderilerek DNA dizi analizleri
gergeklestirildi ve sonuglar kontrol edildi. Kontrol edilen dizi analizlerinde gen
dizilerinin dogru oldugu belirlendi ve klonlama basamaklar1 sonucunda Cizelge

7.1°deki plasmid gen ¢iftleri elde edilmis oldu.

Cizelge 7.1. T4 DNA ligaz sonucu elde edilen yeni plazmit-gen ciftleri

PLAZMIT GEN
PQE-GBI RNF125
PQE-8HT RNF125

PQE-GBI TRIM25 SPRY
PQE-8HT TRIM25 SPRY
PQE-GBI RIG-I CARDS
PQE-8HT RIG-I CARDS

7.2. Hedef Proteinlerin Uretimi

7.2.1. Protein ekspresyon testi

Hedef proteinlerin ekspresyonlarilLB besi yerinde IPTG ile indiiklendi. Hedef protein
ekspresyon diizeyleri SDS-PAGE ile kontrol edildi. Ekspres olan proteinlerin
¢cOziiniir olup olmadiklar1 yine SDS-PAGE yontemi belirlendi. Hedef genlerin
ekspresyonlarini ve ¢oziinlir olarak m1 yoksa c¢oziinmeyen agregatlar seklinde mi

elde edildiklerinin gosteren jeller Sekil 7.3°de goriilmektedir.
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GB1-RNF125 indiiksiyon 6ncesi
GB1-RNF125 indiiksiyon sonrasi(3 saat)
GB1-RNF125 indiiksiyon sonrasi 5 saat)
GB1-RNF125 liziz sonrast siipernetant
GB1-RNF125 liziz sonrasi pellet
Marker

GB1-Trim25 spry indiiksiyon oncesi

GB1-Trim25 spry liziz sonrast siipernetant
GB1-Trim25 spry liziz sonrasi pellet

= B e

—_ O

8HT-RIG-I cards liziz sonrasi siipernetant
8HT-RIG-I cards liziz sonrasi pellet
GB1-RIG-I cards induksiyon dncesi

GB1-RIG-I cards liziz sonras1 supernetant
GB1-RIG-I cards liziz sonrasi pellet

Sekil 7.3. IPTG ile indiiksiyon 6ncesi ve sonrasi protein ekspresyonlarinin; liziz sonrasi pellet ve
siipernetantta bulunan protein miktarlarinin incelendigi SDS-PAGE jel goriintiileri (A. GB1-
RNF125 ve GB1-Trim25 flizyon proteinleri, B. SHT-RIG-I CARDs ve GB1-RIG-I CARDs fiizyon

proteinleri)

Sekil 7.3’deki ilk jelde GB1-RNF125 porteinin ve GBI-Trim25 fiizyon proteinlerini

indiikstyon Oncesi ve sonrast karsilagtirildiginda proteinserin ekspres oldugu

goriilmektedir. Bunaragmen ekspres olan her iki proteininde nerede ise tamaminin
pellettedir. Ikinci jeldeki drneklerden goriildiigii gibi hem GBI hem 8HT taglari
iceren RIG-I CARDs proteinlerinin eksresyonunun gerceklestigi anlasilmaktadir.

GBI-RIG-I fiizyon proteinin bir miktar ¢6ziiniir olarak ekspresyonunun gergeklestigi

goriilmesine ragmen S8HT-RIG-I CARDs’in nerede ise tamamen pellette oldugu

gorilmektedir.

7.2.2. Hedef Proteinlerin Saflastirilmasi

Hedef proteinler 1 litre LB besiyeri igerisinde iiretildiler, sonikasyon yardimi ile
hiicreler parcaland1 ve Akta Prime plus protein saflastirma cihazi kullanilarak Ni

afinite kolonu yardimi ile ¢oziiniir olarak iiretilen proteinler direk ¢oziiniir olarak

100
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GB1-Trim25 spry indiiksiyon sonrasi(5 saat)

8HT-RIG-I cards induksiyon sonrasi (3 saat)
8HT-RIG-I cards induksiyon sonrasi (5 saat)

GB1-RIG-I cards induksiyon sonrasi (3 saat)
GB1-RIG-I cards induksiyon sonrasi (5 saat)



iretilmeyenler ise yeniden katlandiktan sonra saflagtirildilar. Her basamakta
proteinler SDS-PAGE yontemi ile kontrol edilmislerdir. Asagida proteinlerin
saflastirma basamaklarindan elde edilen Kromatogramlar ve SDS-PAGE jellerinin

fotograflar1 verilmistir.

7.2.2.1. GBI-TRIM25 SPRY proteinin saflastirilmast

TRIM25 SPRY alifatik indeksi (78.46) yiiksek olan domainidir. Bu nedenle
ekspresyonunda GB1 ¢oziiniirliik tagi kullanildi. Sekil 7.4’de yer alan ikinci jeldeki
8. ve 9. kuyulardaki liziz sonrasi pellet ve siipernerant ornekleri incelendiginde
proteinin biiylik oranda pellette bulundugu goriilmektedir. Buda GB1 proteinin

domainin ¢dziiniirliigiine istenilen oranda etki etmedigini gostermektedir.

Trim25 proteinin GB1 ile fiizyon olan varyantinin ekspresyonu sonrasi ¢Oziiniir
protein saflastirilmasindan elde edilen kromatogram Sekil 7.4’te verildigi gibidir.
Kromatogram incelendiginde gradiyent eliisyonun baslamasi ile ilk olarak kolona
spesifik olmayan sekilde baglinmis olan proteinlerin kolondan ayrildig: fraksiyon 1
ve fraksiyon 2’nin jel goriintiilerinden anlasilmaktadir. Gradiyent eliisyon
tamponunun oraninin %70-80’e ulagmasi ile hedef proteinin eliisyonunun basladig:
goriilmektedir. Kromatogramin bu bdlgesine denk gelen fraksiyon 14 ve fraksiyon 15
incelendiginde beklenen protein boyutunda bant gozlense de yiiksek oranda protein
orneginin jel boyunca dagildigi goriilmektedir. Bu nedenle afinite kromatografisi
sonrast fraksiyon 14 ve 15’in birlestirilerek spin konsantratdr yardimi ile konsantre
edilmesi ve jel filtrasyonu ile ikinci adim saflastirmanin gerceklestirilmesi planlandi.
Ancak konsantrasyon islemi sirasinda protein 6rnegi yiiksek oranda ¢oktii. Bu da
proteinin kullanilan sulu ¢6zelti ortamlarinda yiiksek oranda kararsiz oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 7.4. PQE-GBI-Trim25 SPRY sonikasyon sonrasi ¢oziiniir protein saflagtirmasina ait
kromatogram ve jel goriintiileri
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7.2.2.2. GBI-RNF125 proteinin saflastirtimasi

Coziiniir protein saflastirilmast;

RNF125 bir zinc finger domaini igermesi nedeni ile dogal konformasyonuna
katlanabilmek i¢in ¢inko iyonuna ihtiyag duymaktadir. Bu nedenle proteinin
ekspresyonunda oldugu gibi saflagtirma basamaklarinda da kullanilan ¢ozeltilerde

ZnCl, kullanildi. Sekil 7.5’de verilmis olan ¢oziiniir protein saflastirilmasina ait

kromatogramda eliisyon esnasinda iki farkli pik goriilmektedir. Fraksiyon 11-13
arasinda goriilen ilk pike ait jel goriintiisii incelendiginde yiiksek oranda safsizlik
icerdigi goriilmektedir. Ikinci pik eliisyon ¢ozelti oranm1 %50’ye yiikseldiginde
fraksiyon 15-17 araliginda gozlemlenmistir. Bu fraksiyonlardan elde edilen
orneklerin SDS-PAGE goriintiileri Sekil 7.5°de verilmistir. Jelde 11. ve 12.
kuyularda yer alan bu Orneklerde iki adet baskin bant goriinmektedir. Fiizyon
proteinin boyutu yaklasik 35kDa dur ve Sekil 7-3 A da 1 ve 2. kuyularda flizyon
proteininin 36.5 kDa markerinin ¢ok az iizerinde ylriidiigii goriilmektedir. Ancak
Sekil 7-5’deki jelde goriilen bantlardan (11 ve 12. kuyular) biiylik olan1 31kDa
markerinin altinda kii¢iik olan1 ise 14 kDa ile 6 kDa markerlar1 arasinda
bulunmaktadir. Bu proteinlerin boyutlar1 fiizyon proteini i¢in beklenen boyut ile
ortismemektedir. Bu nedenle eliisyonda elde edilen proteinlerin kolona non-spesifik
olarak tutunmus olan diger bakteriyel proteinler olabilecekleri veya saflastirma
sirasinda  degredasyona ugramis fiizyon protein parcalart  olabilecekleri
distintilmektedir. Bu veriler dogrultusunda proteinin ¢oziinlir kisimda dikkate deger
oranda ekspresyonunun gerceklesmedigi, coziinmeyen agregatlar halinde ekspres
oldugu ve pelletten izolasyonunun ve renatiirasyonunun gerekli oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 7.5. GB1-RNF125 sonikasyon sonrasi ¢oziiniir protein saflasgtirmasina ait kromatogram ve

jel goriintiisii

Yeniden katlanan proteinin saflastirilmas;

GB1-RNF125 flizyon proteini c¢oziinmeyen agregatlar seklinde ekspres
edildiginden proteinin pelletten izolasyonu ve renatiirasyonu ¢alismalari
gerceklestirildi.  Pellette bulunan protein Oncelikle denatiirasyon cozeltisi ile
muamele edilerek denatiirasyona ugratildi. Daha sonra saflasgtirmadan oOnce
diyaliz ile yeniden katlama islemi gergeklestirildi (2 mM DTT igeren 1x TBS).
Yeniden katlama islemi sonrasi pellet ve slipernetantta bulunan protein miktarlari
sekil 7.6’de verilmistir. GBI-RNF125’nin diyaliz yOntemi ile yeniden

katlanmasinda verimin ¢ok diisiilk oldugu ve proteinin yiiksek oranda pellette
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kaldig1 goriilmektedir.

1. Marker
- 2. Yeniden katlama sonras1 GB1-RNF125 Siipernetant
49 3. Yeniden katlama sonras1 GB1-RNF125 Pellet

Sekil 7.6. GB1-RNF125 proteinin diyaliz ile yeniden katlama islemi sonrasi protein miktarlarim
gosteren jel goriintiisii

Proteinin boyutunun marker ile karsilastirilmasi sonucu protein bantinin beklenen
boyutta oldugu goriilmektedir.

Proteinin yeniden katlanmasi sonrasi siipernatant kisminda bulunan proteinin Ni
afinite kromatografisi ile saflastirmasi sonucunda elde edilen kromatogram Sekil
7.7°de  verilmistir. Protein  saflastirilmast sonras1 elde edilen eliisyon
fraksiyonlarindan 6 ve 7 de istenilen hedef proteinin bulundugu goriilmektedir. Pellet
kismindan renatiirasyon yolu ile elde edilen ¢dziiniir fiizyon proteini (Sekil 7.6, 2.
kuyu) oldukg¢a saf olmasina ve diisiik molekiil agirlikli proteinler igermemesine
ragmen, afinite kromatografisinde elde edilen eliisyon fraksiyonlarmin jel
goriintiilerinde ¢ok sayida flizyon proteininden daha diisiik molekiil agirlikli protein
bantlarmin  varligi tespit edilmistir. Ozellikle, ¢oziiniir kisimdan yapilan
saflagtirmada oldugu gibi, 6 kDa ile 14 kDa markerlar1 arasinda yeni siddetli bir
bantin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Bu veriler dogrultusunda gecen zaman igerisinde
proteinin degresasyona ugramaya basladig1 goriilmektedir. Bunun yaninda yine jelin
Fraksiyon 6 ve 7’nin bulundugu bolgesinde birbirini takip eden protein bantlarinin
degrede olmus fiizyon proteinler oldugu diisiiniilmektedir. Diyaliz yontemi ile
gergeklestirilen yeniden katlama sonrasi gergeklestirilen saflastirmada elde edilen
protein  Orneginin  yukaridaki  bahsedilen sorunlar icermesi ve dogal
konformasyonunda olmadiginin  diisiiniilmesi nedeni ile jel filtrasyonu

gergeklestirilmedi.
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Sekil 7.7. PQE-GB1-RNF125 yeniden katlama sonrasi protein saflastirma kromatogrami ve jel
goriintiisii

7.2.2.3. RIG-I1 CARDs proteinin saflastirilmasi

Coziiniir proteinin saflastirilmasi ;

RIG-I Cards’in sonikasyon sonrasi Ni afinite kromatografisi kullanilarak ¢6ziiniir
protein saflastirmasina ait kromatogram sekil 7.8’da verilmistir (yikama tamponunda
2 mM DTT igeren 1x TBS, eliisyon tamponunda ise yikama tamponu + 0.5 M
Imidazol). Hedef proteinin Fraksiyon 21-26 arasinda geldigi gozlemlenmektedir.
RNF125 ve TRIM25 SPRY ile kiyaslandiginda ayn1 miktardaki hiicre pastasindan
elde edilen protein veriminin ¢ok daha fazla oldugu goriilmektedir.

Bu ilk saflastirma adimi sonrasi elde edilen fraksiyonlar (Fraksiyon 21-Fraksiyon 26)
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birlestirilerek konsantre edildi ve imidazol uzaklastirildi. Konsantrasyon islemi ile
sonrasi 1 ml hacme konsantre edilen protein 6rnegi jel filtrasyonu ile saflastirildi. Jel
filtrasyonunda (Sephacryl S-100, 2 mM DTT igeren 1x TBS) ger¢eklestirilen kismi
fraksiyonlama ile elde edilen hedef proteini iceren fraksiyonlara ait jel goriintiisii
sekil 7.9’da verilmistir. Jel filtrasyonu sonrasi elde edilen 6rneklerde hedef protein
bandinin yaninda diisiik konsantrasyonlarda farkli bantlar oldugu goriilmektedir. Bu
farkli bantlar ayni proteinin degrede olmus varyantlar1 olabilecegi gibi molekiil
agirhigi hedef proteine ¢ok yakin olan farkli proteinlerde olabilir. Her ne kadar jel
filtrasyonu sayesinde proteinler boyutsal olarak ayriliyor olsa da jel filtrasyonunun
ayrim gilicine bagli olarak birbirine yakin molekiil agirligina sahip proteinleri
ayirmakta yetersiz kalabilmektedir. Bu saflastirma islemi sonrasi safsizlik oram
diisiikk olmas1 nedeni ile safsizliklar gbzard: edildi ve hedef protein konsantre edildi.
Konsantrasyon islemi sirasinda protein bir ka¢ kez 2 mM DTTigceren 1x TBS
tamponu ile yikanarak imidazol uzaklastirildi. Son basamak olarak protein drneginin

HSQC verileri toplanarak analizi gerceklestirildi.
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Sekil 7.8. PQE-GBI-RIG-I Cards sonikasyon sonrasi ¢oziiniir protein saflastirma
kromatogram ve jel goriintiileri
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Sekil 7.9. GB1-RIGI CARD:s jel filtrasyonuna ait jel goriintiisii

Yeniden katlanan proteinin saflastirilmas;

GB1-RIGI CARDs 4 adet sistein amino asidi igermekte olup bu amino asitler 2 adet
di siilfid bagi olusturmaktadir. Bakteriyel sistem igerisinde disiilfid bagi igeren
proteinlerin katlanmasinda c¢ogu zaman sorunlarla karsilasilmaktadir. Boyle bir
sorunla karsilasildiginda disiilfid bagi iceren proteinlerin inclusion body olarak
ekspres edilip in vitro olarak yeniden katlanmasi tercih edilen bir yontemdir. RIG-I
proteinin ¢6ziiniir olarak ekspres olan kisminin ii¢ boyutlu yapiya katlanmadigi
HSQC sonuglarindan tespit edildi. Bu nedenle GB1-RIGI CARDs’1n inclusion body
olarak ekspres edilip diyaliz yontemi (2 mM DTT iceren 1x TBS) ile yeniden
katlanmas1 da gergeklestirildi. Proteinin yeniden katlanmasi sonrasi pellet ve

siiperneratta kalan protein miktarlar1 sekil 7.10°de verilmistir.

1 2 3

—_—

pa 1. Marker
084 2. Yeniden katlama sonras1 GB1-RIG-I CARDs Siipernetant
- 3. Yeniden katlama sonras1 GB1-RIG-I CARDs Pellet
=49

38w
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Sekil 7.10. GB1-RIG-I CARDs proteinin diyaliz ile yeniden katlama islemi sonrasi protein
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miktarlarini gosteren jel goriintiisii

Yeniden katlama islemi sonrast hedef proteinin afinite kolonu yardimi ile
saflastirilmast gergeklestirildi. Yeniden katlama sonrasi gerceklestirilen saflagtirma
islemine ait kromatogram sekil 7.11°de verilmistir. Proteinin yeniden katlama sonrasi
yiksek oranda saf oldugu sekil 7.11°deki jelde goriilmektedir. Hedef proteinleri
iceren fraksiyonlar (4-11 arasi) birlestirilerek konsantre edildi ve imidazol ¢ozelti
ortamindan uzaklastirildi. Konsantre edilen proteinin jel filtrasyonu (Sephadex S-75,
2 mM DTT igeren 1x TBS) ile ikinci basamak saflastirmasi gerceklestirildi. Jel
filtrasyonu sonras1 protein konsantre edilerek HSQC (Sekil 7.13) verileri toplanarak

analizi gergeklestirildi.
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Sekil 7.11. PQE-GB1-RIG-I CARDs yeniden katlama sonrasi protein saflastirma kromatogrami
ve jel goriintiisii
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7.2.3. RIG-I-CARDs’1in TEV protease ile kesme reaksiyonu

NMR ile protein yap1 tayinlerinde protein boyutu biyiidiikge (6zellikle 20-30
kDa’dan biiyiik proteinlerde) piklerin iist liste cakigsmalar1 sorunu ortaya ¢ikmakta ve
rezonans atamalarinin gerceklestirilmesi gii¢lesmektedir. Bu nedenle proteinlerin
¢Oziinlir olarak ekspresyonuna ve katlanmasina yardimci olarak kullanilan 8,5 kDa
biiyiikliikteki GB1 taginin  NMR yap1 analizleri agamasinda bulunmasi tercih
edilmez. GB1-RIG-I CARDsfiizyonunun boyutu 29,9 kDa'dur. Bu ylizden proteinin
ekspresyonu ve yeniden katlanmasi sonrast GB1’den ayrilmasi proteinin yap1
analizini kolaylastiracaktir. GB1 ile fiizyon ve serbest halde iken proteinlerin
kararliliklar1  i¢in  gerekli olan pH ve tuz konsantrasyonu degisiklik
gosterebilmektedir. Bu nedenle hem GB1’in RIG-I CARDs’dan uzaklastirilmast hem
de RIG-I CARDs’in kararli oldugu kosullarin belirlenmesi i¢in farkli tampon
cozeltiler varliginda TEV kesme reaksiyonu gerceklestirildi (sekil 7.12).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
38-—

RIG-1 CARDs 285 G GB1-RIG-| CARDs

2
premmTe - o e

Tev proteaz kesme reaksiyonu sonrasi toplam protein (Bis-Tris pH:6.0)

Tev proteaz kesme reaksiyonu sonrasi ¢éziiniir protein (Bis-Tris pH:6.0)

Tev proteaz kesme reaksiyonu sonrasi toplam protein (Bis-Tris pH:6.0, 300 mM NaCl)
Tev proteaz kesme reaksiyonu sonrasi ¢dziiniir protein (Bis-Tris pH:6.0, 300 mM NaCl)
Marker

Tev proteaz kesme reaksiyonu sonrasi toplam protein (Tris pH:7.4)

Tev proteaz kesme reaksiyonu sonrasi ¢dziiniir protein (Tris pH: 7.4)

Tev proteaz kesme reaksiyonu sonrasi toplam protein (Tris pH: 7.4, 300 mM NaCl)

Tev proteaz kesme reaksiyonu sonrasi ¢dziiniir protein (Tris pH: 7.4, 300 mM NacCl)

- - — — - —
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Sekil 7.12. Farkh tampon cozeltiler icerisinde gerceklestirilen TEV proteaz kesme reaksiyonu
sonrasi toplam ve ¢oziiniir protein miktarlarina ait jel goriintiisii

7.2.4. GBI-RIG-I-CARDS ve RIG-I-CARDS proteinlerinin 1H-1SN-HSQC

analizleri

Proteinlerin tampon ¢ozeltiler icerisinde kararli ve ¢oziiniir eldesi yapisal ¢alismalar

icin gereklidir ancak proteinin ¢Oziiniir olarak elde edilmesi her zaman dogal {i¢
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boyutlu yapisina katlandigi anlamina gelmez. Proteinin dogal konformasyonuna

katlanip katlanmadigin1 ve NMR yapisal ¢aligmalart icin uygun olup olmadigim
anlamanin en kolay ve hizli yolu, protein 6rnegini 15N isaretli olarak hazirlayip IH-
ISN-HSQC spektrumunun analizini gergeklestirmektir. Proteinin sahip oldugu N-H

baglarinin dagilimin1 gosteren IH-15N-HSQC de proton eksenindeki kimyasal
kayma degerlerinin dagiliminin 1-2 ppm’lik bir aralikta toplanmis olmasi, oproteinin

dogal konformasyonuna katlanmadiginin bir isaretidir. 400 puM konsantrasyona

sahip 19N-GB1-RIGI-CARDs’a ait 1H-19N-HSQC spektrumu sekil 7.13’de

verilmistir.
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Sekil 7.13. GB1-RIG-1 CARDs’in 'H-1SN-HSQC spektrumu

ISN-GB1-RIGI-CARDs’a  ait  IH-1SN-HSQC’de protonlarin  olusturdugu

rezonanslarin 8.75-7,75 ppm gibi dar bir aralikta yayilim gosterdigi goriilmektedir.
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Spektrumda gdzlemlenmesi beklenen GBI proteinine ait olan 1H-19N dagilimlarinin

da beklenen bolgelerde goriilmemesi proteinin tamamen katlanmamis bir yapiya

sahip oldugunu gdstermektedir. Bir kisim yan zincir ve ana zincir H-I5N

rezonanslar1 detaylt olarak sekil 7.14°’de goriilmektedir. 400 puM protein

konsantrasyonu IH-15N piklerinin yiiksek c¢oziiniirliikte gozlenebilecegi bir
konsantrasyondur Ancak Sekil 7.14’de piklerin ¢ok zayif oldugu ve iist iiste binmis
bir sekilde bulunduklar1 goriilmektedir. Bu konsantrasyonda bir proteinin bu diizeyde
disiik sinyal vermesi, proteinin biiyiik bir olasilikla NMR kosullarinda ¢6ziiniir

agregatlar olusturduguna isaret eder.

Proteinler dogal konformasyonlarina sahip iken her bir amino asitin ¢evresinde farkl
amino asitler bulundugu i¢in rezonans degerleri birbirinden farkli olmaktadir. Ancak
protein katlanmamis bir yapiya sahip ise amino asitlerin etkilestigi diger amino
asitlerin miktar1 da nerede ise yok denecek kadar azalmaktadir. Bu nedenle de aym
amino asitler nerede ise lst iiste denilebilecek kadar ¢ok yakin rezonans verirler. Bu
bilgiler dogrultusunda RIGI-CARDs kendisi katlanmamis oldugu gibi bunun yaninda

GBI proteininde dogal konformasyonuna katlanmasini 6nlemistir.
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Sekil 7.14. GB1-RIG-1 CARDs’1in 1H-15N-HSQC spektrumunda yan zincir ve ana zincir N-H
piklerinin detayh gosterimi
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8. SONUCLAR VE ONERILER

Tez caligmasinin ikinci boliimii kapsaminda RNA viriislerinin (vesicular stomatitis,
Newcastle disease, influenza gibi) hiicre icerisine girisinin algilanmasinda gorev alan
RIG-1 proteinin CAR domainlerinin ve bu domainlerin post translasyonel
modifikasyonunda islev yapan E3 enzimleri RNF125’in ve TRIM25-SPRY
domaininin NMR ile yapisal calismalarda kullanilmak amaciyla elde edilmesine
yonelik calismalar gerceklestirildi. Ayrica elde edilen 6rneklerin yapisal ¢aligsmalar

icin uygunluklar: da test edildi.

8.1. TRIM25 SPRY domaini serbest ve GBI ile fiizyon halde kararsizdir

Proteinlerin diger proteinler ile etkilesimlerinde gorev alan ylizeyleri ¢ogu zaman
hidrofobik amino asitler bakimindan zengin boélgelerdir. TRIM25-SPRY domaini
proteinin direk olarak RIG-I CARDs ile etkilesim yiizeyini olusturmaktadir. Bunun
yaninda TRIM25 SPRY domaini 16 adet 16sin, 7 adet izoldsin icermektedir. Bu
kadar ¢ok hidrofobik amino asitler igermesi, domainin yiiksek oranda hidrofobik
oldugunu sulu ortamlarda ¢oziiniirliiglinliin az olmas1 ihtimalinin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Serbest TRIM25-SPRY domaininin kararsizlik indeksi degeri
(instability index) 33.05 ve GBI ile flizyon olarak ise 23.67 olarak hesaplanmistir
(Expasy). Bunun yaninda GRAVY (grand average of hydropathicity) degeri serbest
halde -0.126’dir. Bir proteinin kararsizlik indeksi 40’ iizerinde ise ya da GRAVY
degeri pozitif ise bu proteinin sulu ¢ozeltiler igerisinde kararsiz olma ihtimalinin
yiksek olacaginin bir gostergesidir. TRIM25-SPRY domainin bu iki degerininde
hidrofobiklige cok yakin oldugu goriilmektedir. Yapilan deneysel calismalar ile de
domainin GB1 ile ve serbest olarak yiiksek oranda ¢Oziinmez agregatlar olarak
ekspres oldugu belirlendi. Bunun yaninda proteinin yeniden katlama calismalarinda
da basarili bir sonug elde edilemedi.

GB1’in  ¢oziinlrlik taginin  TRIM25-SPRY  domaininin  kararhiligmi  ve
¢Ozlinlirliglinii arttirmakta istenen sonucu saglamamasi gelecekteki caligsmalarda
farkli yontemlerin denenmesinin gerekliligini ortaya koymustur. TRIM25-SPRY
domainin dogal partneri olan RIG-1 CARDs ile co-ekspresyonu yada SUMO, GST
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gibi farkli ekspresyon taglari ile ekspresyonunun denenmesi TRIM25-SPRY’in

kararliligin1 ve ¢oziiniirliigiliniin arttirilmasinda yardimci olabilir.

8.2. RNF125 yaygin olarak kullamlan yontemler ile dogal konformasyonuna
katlanmamaktadir.

Yapisal olarak ring finger protein sinifinda bulunan RNF125’in ring finger domaini
36 ile 76. amino asitleri arasinda yer almaktadir. RNF125 proteini 17 adet sistein
amino asidi icermektedir. Bu 17 sisteinlerden 7 tanesinin ring finger igerisinde

bulundugu ve ¢inko atomlari ile koordinasyona girerek C3-H-C4 tipi RING domaini

olusturdugu diisiiniilmektedir. Geriye kalan 10 sistein ise ikiserli olarak 5 distlfit
bag1 olusturarak proteinin yapisal kararliligini saglamaktadir. Bu calismada temel
saflastirma yontemleri ve diyaliz ile yeniden katlama metodu kullanilarak proteinin
katlanmasia c¢alisilmasina ragmen basarili olunamamistir. Bunun en muhtemel
nedeninin RING finger domaininden ¢ok disiilfid baglariin dogru olusamamasi

sonucu ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir.

Literatiirde sadece RING finger domainlerinin higbir ek c¢alisma gerektirmeden
bakteriyel sistemlerde dogal konformasyonel yapilarinda saflastirildiklarini gosteren
ornekler mevcuttur (Kandias vd., 2009). Proteinlerin icerdigi disiilfit bagi sayisi
arttikca proteinlerin dogal konformasyonlarna katlanabilmeleri i¢in ek islemlere
ihtiya¢c duyulmaktadir. Gelecekte yapilacak caligmalar i¢in proteinin sadece RING
finger iceren domainin tek basma saflastirilmasinin basarili sonuglar verecegi
distiniilmektedir. Proteinin tamaminin yeniden katlanmasi istenirse, katlama
sirasinda ¢esitli redoks ajanlari kullanilmasi1 ve ardindan HPLC gibi segiciligi ¢ok
daha yiiksek saflastirma yontemlerinin denenmesi olumlu sonuglar verebilir. Clinkii
HPLC ile aym proteinin farkl disiilfit bag1 olusturmus varyantlarinin bile ayrilmasi

mumkindiir.

Kimizaman hedef proteinlere eklenen ¢6ziiniirliik tagleri proteinlerin katlanmasina
engel olup kararsizlastirabilmektedir. N-terminalinde bulunan GB1 RING finger
domainine yakin olup GB1 varliginda RNF125’in baskilaniyor olabilir. Bu nedenle
¢oziiniirliik tagi olan GB1 in C-terminaline eklenmes1 yada farkl: bir ¢oziiniirliik tagi

ile proteinin ekspresyonu ilerki ¢aligmalarda denenebilir.
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8.3. GB1-RIG-I CARDs kararh bir ii¢ boyutlu yapiya sahip degildir ve RIG-I
CARD:s serbest halde kararsizdir

RIG-I CARDs’in GBI ile fiizyon halde ekspresyonu sonucu proteinin bir kisminin
¢Oziinlir sekilde siipernatantta bulundugu bir miktar proteinin ise pellette ¢oziinmez
agregatlar olusturdugu belirlendi. Coziiniir sekilde ekspres olan protein direk olarak
kromatografik yontemler ile saflastirildi. Pellette bulunan protein ise dnce yeniden
katlama islemine tabii tutuldu daha sonra saflagtirildi. °N isaretli olarak elde edilen
proteinin 0.4 mM’a konsantre edilmesi sonrasi kaydedilen 'H-"N HSQC
spektrumunda olusan piklerin dogal yapisina katlanmis bir proteinin spektrumundan
beklenen dagilimi gostermedigi belirlendi. Bunun yaninda pik siddetlerinin de 0.4
mM konsantrasyonda bir protein i¢in beklenenden ¢ok daha zayif oldugu tespit
edildi. Bu ancak RIG-I CARDs’in ¢ok biiyiik molekiil agirlikli suda ¢dziinen
agregatlar olusturmasi durumunda miimkiin olabilir. Bu bulgular dogrultusunda bu
sekilde hazirlanmis olan RIG-I CARDs 6rneklerinin NMR yapisal ¢alismalari i¢in

uygun olmadigini gosterdi.

RIG-I’in GBI ile flizyon halde NMR icin uygun olmadig: tespit edildiginden, GB1
taginin TEV proteaz enzimi ile muamele etmek suretiyle uzaklastirilmas: yoluna
gidildi. Ancak serbest RIG-I’in serbest halde kararsiz oldugu ve konsantre edilmesi
sirasinda kisa siirede c¢oktiigii belirlendi. RIG-I CARDs anti viral bagisiklik
sisteminin dogal isleyisinde viral enfeksiyonun algilanmasi sonrasi disa dogru agilan

hareketli bir yapiya sahiptir.

CARD domainlerinin ayr1 ayr1 klonlanmas1 yada farkli coziiniirlik taglari ile
klonlanmas1 ve ekspresyonu domainin dogru bir sekilde katlanmasini yardimci

olabilir.

117



KAYNAKLAR

Ardley HC, Rose SA, Tan N, Leek JP, Markham AF, Robinson PA. 2000 Genomic
organization of the human ubiquitin-conjugating enzyme gene, UBE2L6 on
chromosome 11q12, Cytogenet Cell Genet., 89: 137-140.

Arimoto KI, Konishi H, Shimotohno K. 2008 UbcHS8 regulates ubiquitin and ISG15
conjugation to RIG-I, Mol. Immunol., 45: 1078-1084.

Arimoto KI, Takahashi H, Hishiki T, Konishi H, Fujita T, Shimotohno K. 2007
Negative regulation of the RIG-I signaling by the ubiquitin ligase RNF125,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 104: 7500-7505.

Au WC, Moore PA, Lowther W, Juang YT, Pitha PM. 1995 Identification of a
member of the interferon regulatory factor family that binds to the interferon-

stimulated response element and activates expression of interferon-induced
genes, Proc Natl Acad Sci U S 4, 92: 11657-11661.

Bartels C, Xia TH, Billeter M, Guntert P, Wuthrich K. 1995 The Program Xeasy for
Computer-Supported Nmr Spectral-Analysis of Biological Macromolecules,
J. Biomol. NMR., 6: 1-10.

Bax A, Clore GM, Gronenborn AM. 1990 H-1-H-1 Correlation Via Isotropic
Mixing of C-13 Magnetization, a New 3-Dimensional Approach for
Assigning H-1 and C-13 Spectra of C-13-Enriched Proteins, J. Magn. Reson.,
88:425-431.

Bektas N, et al. 2008 The ubiquitin-like molecule interferon-stimulated gene 15
(ISG15) is a potential prognostic marker in human breast cancer, Breast Canc
Res., 10.

Bennett EJ, Harper JW. 2010 Ubiquitin Gets CARDed, Cell, 141: 220-222.

Billeter M. 1995 NMR for structural studies in drug discovery, Perspect Drug
Discov Des., 3: 151-167.

Bodenhausen G, Ruben DJ. 1980 Natural Abundance N-15 Nmr by Enhanced
Heteronuclear Spectroscopy, Chem Phys Lett., 69: 185-189.

Bohnsack RN, Haas AL. 2003 Conservation in the mechanism of Nedd8 activation
by the human AppBp1-Uba3 heterodimer, J. Biol. Chem., 278: 26823-26830.

Brownell JE, et al. 2010 Substrate-assisted inhibition of ubiquitin-like protein-
activating enzymes: the NEDDS E1 inhibitor MLN4924 forms a NEDDS-

118



AMP mimetic in situ, Mol Cell, 37: 102-111.

Chang YG, Yan XZ, Xie YY, Gao XC, Song AX, Zhang DE, Hu HY. 2008
Different roles for two ubiquitin-like domains of ISG15 in protein
modification, J. Biol. Chem., 283: 13370-13377.

Chen JJ, et al. 2011 Mechanistic studies of substrate-assisted inhibition of ubiquitin-
activating enzyme by adenosine sulfamate analogues, J Bio/ Chem, 286:
40867-40877.

Cui S, Eisenacher K, Kirchhofer A, Brzozka K, Lammens A, Lammens K, Fujita T,
Conzelmann KK, Krug A, Hopfner KP. 2008 The C-terminal regulatory
domain is the RNA 5 '-triphosphate sensor of RIG-1, Molecular Cell, 29: 169-
179.

Darnell JE, Jr. 1997 STATSs and gene regulation, Science, 277: 1630-1635.

Delaglio F, Grzesiek S, Vuister GW, Zhu G, Pfeifer J, Bax A. 1995 Nmrpipe - a
Multidimensional Spectral Processing System Based on Unix Pipes, J.
Biomol. NMR., 6: 277-293.

Diercks T, Coles M, Kessler H. 2001 Applications of NMR in drug discovery, Curr.
Opin. Chem. Biol., 5: 285-291.

Durfee LA, Kelley ML, Huibregtse JM. 2008a The basis for selective E1-E2
interactions in the ISG15 conjugation system, J Biol Chem., 283: 23895-
23902.

Durfee LA, Kelley ML, Huibregtse JM. 2008b The basis for selective E1-E2
interactions in the ISG15 conjugation system , J Biol Chem., 283: 23895-
23902.

Farmer BT, Venters RA, Spicer LD, Wittekind MG, Muller L. 1992 A Refocused
and Optimized Hnca - Increased Sensitivity and Resolution in Large
Macromolecules, J. Biomol. NMR., 2: 195-202.

Farrell PJ, Broeze RJ, Lengyel P. 1979 Accumulation of an mRNA and protein in
interferon-treated Ehrlich ascites tumour cells, Nature, 279: 523-525.

Feng Q, et al. 2008 UBEIL causes lung cancer growth suppression by targeting
cyclin D1, Mol. Cancer Ther., 7: 3780-3788.

Fesik SW, Shuker SB, Hajduk PJ, Meadows RP. 1997 SAR by NMR: An NMR-
based approach for drug discovery, Protein Eng., 10: 73-73.

Gack MU, Nistal-Villan E, Inn KS, Garcia-Sastre A, Jung JU. 2010
119



Phosphorylation-Mediated Negative Regulation of RIG-I Antiviral Activity,
J. Virol., 84: 3220-3229.

Gack MU, Kirchhofer A, Shin YC, Inn KS, Liang C, Cui S, Myong S, Ha T, Hopfner
KP, Jung JU. 2008 Roles of RIG-I N-terminal tandem CARD and splice
variant in TRIM25-mediated antiviral signal transduction, Proc Natl Acad Sci
US A4,105:16743-16748.

Gack MU, Albrecht RA, Urano T, Inn KS, Huang IC, Carnero E, Farzan M, Inoue S,
Jung JU, Garcia-Sastre A. 2009 Influenza A Virus NS1 Targets the Ubiquitin
Ligase TRIM25 to Evade Recognition by the Host Viral RNA Sensor RIG-I,
Cell Host Microbe, 5: 439-449.

Gack MU, et al. 2007 TRIM2S5 RING-finger E3 ubiquitin ligase is essential for RIG-
[-mediated antiviral activity, Nature, 446: 916-U912.

Grzesiek S, Bax A. 1992a Correlating Backbone Amide and Side-Chain Resonances
in Larger Proteins by Multiple Relayed Triple Resonance Nmr, J Am Chem
Soc., 114: 6291-6293.

Grzesiek S, Bax A. 1992b Improved 3d Triple-Resonance Nmr Techniques Applied
to a 31-Kda Protein, J Magn Reson., 96: 432-440.

Grzesiek S, Anglister J, Bax A. 1993 Correlation of Backbone Amide and Aliphatic
Side-Chain Resonances in C-13/N-15-Enriched Proteins by Isotropic Mixing
of C-13 Magnetization, J Magn Reson. Series B, 101: 114-119.

Guntert P. 2004 Automated NMR structure calculation with CYANA, Methods Mol
Biol, 278: 353-378.

Haas AL, Siepmann TJ. 1997 Pathways of ubiquitin conjugation, Faseb Journal, 11:
1257-1268.

Haas AL, Warms JV, Hershko A, Rose IA. 1982 Ubiquitin-activating enzyme,
Mechanism and role in protein-ubiquitin conjugation, J Biol Chem., 257:
2543-2548.

Haas AL, Ahrens P, Bright PM, Ankel H. 1987 Interferon induces a 15-kilodalton
protein exhibiting marked homology to ubiquitin, J Biol Chem., 262: 11315-
11323.

Hajduk PJ, Meadows RP, Fesik SW. 1999 NMR-based screening in drug discovery,
QO Rev Biophys., 32: 211-240.

Hajduk PJ, et al. 1997 Discovery of potent nonpeptide inhibitors of stromelysin

120



using SAR by NMR, J Am Chem Soc., 119: 5818-5827.

Hanzawa H, Takizawa T. 2010 NMR Screening in the Fragment-based Drug
Discovery, Yakugaku Zasshi- J Pharm Soc. of Japan, 130: 325-333.

Hershko A, Ciechanover A. 1998 The ubiquitin system, Annu Rev Biochem, 67:
425-479.

Hiscott J, Pitha P, Genin P, Nguyen H, Heylbroeck C, Mamane Y, Algarte M, Lin R.
1999 Triggering the interferon response: the role of IRF-3 transcription
factor, J Interferon Cytokine Res, 19: 1-13.

Huang DT, Paydar A, Zhuang M, Waddell MB, Holton JM, Schulman BA. 2005
Structural basis for recruitment of Ubcl2 by an E2 binding domain in
NEDDS8's E1, Mol. Cell., 17: 341-350.

Huang L, Kinnucan E, Wang G, Beaudenon S, Howley PM, Huibregtse JM,
Pavletich NP. 1999 Structure of an E6AP-UbcH7 complex: insights into
ubiquitination by the E2-E3 enzyme cascade, Science, 286: 1321-1326.

Huibregtse JM, Scheffner M, Beaudenon S, Howley PM. 1995a A family of proteins
structurally and functionally related to the E6-AP ubiquitin-protein ligase,
Proc Natl Acad Sci U S A, 92: 5249.

Huibregtse JM, Scheffner M, Beaudenon S, Howley PM. 1995b A family of proteins
structurally and functionally related to the E6-AP ubiquitin-protein ligase,
Proc Natl Acad Sci U S A, 92: 2563-2567.

Inn KS, Gack MU, Tokunaga F, Shi MD, Wong LY, Iwai K, Jung JU. 2011 Linear
Ubiquitin Assembly Complex Negatively Regulates RIG-I- and TRIM25-
Mediated Type I Interferon Induction, Mol. Cell., 41: 354-365.

Jahnke W. 2003 NMR in drug discovery, Chimia, 57: 59-59.

Jansson M, Li YC, Jendeberg L, Anderson S, Montelione BT, Nilsson B. 1996
High-level production of uniformly 15N- and 13C-enriched fusion proteins in
Escherichia coli, J Biomol NMR, 7: 131-141.

Jeon YJ, et al. 2009 ISG15 modification of filamin B negatively regulates the type I
interferon-induced JNK signalling pathway, Embo Reports, 10: 374-380.

Kandias NG, Chasapis CT, Bentrop D, Episkopou V, Spyroulias GA. 2009 High
yield expression and NMR characterization of Arkadia E3 ubiquitin ligase
RING-H2 finger domain, Biochem Biophys Res Comm., 378: 498-502.

Kato H, Takahasi K, Fujita T. 2011 RIG-I-like receptors: cytoplasmic sensors for
121



non-self RNA, Immunol Rev., 243: 91-98.

Kawai T, Akira S. 2008 Toll-like Receptor and RIG-1-like Receptor Signaling, Year
Immunol. 2008, 1143: 1-20.

Kay LE, Ikura M, Tschudin R, Bax A. 2011 Three-dimensional triple-resonance
NMR Spectroscopy of isotopically enriched proteins, J Magn Reson, 213:
423-441.

Kim KI, Giannakopoulos NV, Virgin HW, Zhang DE. 2004 Interferon-inducible
ubiquitin E2, Ubc8, is a conjugating enzyme for protein ISGylation, Mol Cell
Biol., 24: 9592-9600.

Kim MJ, Hwang SY, Imaizumi T, Yoo JY. 2008 Negative feedback regulation of
RIG-1-mediated antiviral signaling by interferon-induced ISG15 conjugation,
J. Virol., 82: 1474-1483.

Klages J, Coles M, Kessler H. 2007 NMR-based screening: a powerful tool in
fragment-based drug discovery, Analyst, 132: 693-705.

Knight E, Cordova B. 1991 Ifn-Induced 15-Kda Protein Is Released from Human-
Lymphocytes and Monocytes, J. Immunol., 146: 2280-2284.

Kok K, Van den Berg A, Veldhuis PM, Franke M, Terpstra P, Buys CH. 1995 The
genomic structure of the human UBEI1L gene, Gene Expr, 4: 163-175.

Korant BD, Blomstrom DC, Jonak GJ, Knight E, Jr. 1984 Interferon-induced
proteins. Purification and characterization of a 15,000-dalton protein from

human and bovine cells induced by interferon, Journal of Biological
Chemistry, 259: 14835-14839.

Kowalinski E, Lunardi T, McCarthy AA, Louber J, Brunel J, Grigorov B, Gerlier D,
Cusack S. 2011 Structural basis for the activation of innate immune pattern-
recognition receptor RIG-I by viral RNA, Cell, 147: 423-435.

Lee I, Schindelin H. 2008 Structural insights into El-catalyzed ubiquitin activation
and transfer to conjugating enzymes, Cell, 134: 268-278.

Liu MJ, Li XL, Hassel BA. 2003 Proteasomes modulate conjugation to the
ubiquitin-like protein, ISG15, Journal of Biological Chemistry, 278: 1594-
1602.

Loeb KR, Haas AL. 1992 The interferon-inducible 15-kDa ubiquitin homolog
conjugates to intracellular proteins, Journal of Biological Chemistry, 267:
7806-7813.

122



Lois LM, Lima CD. 2005 Structures of the SUMO EI1 provide mechanistic insights
into SUMO activation and E2 recruitment to E1, Embo Journal, 24: 439-451.

Loo YM, Gale M. 2011 Immune Signaling by RIG-I-like Receptors, Immunity, 34:
680-692.

Manthey CL, Wang SW, Kinney SD, Yao Z. 1998 SB202190, a selective inhibitor
of p38 mitogen-activated protein kinase, is a powerful regulator of LPS-
induced mRNAs in monocytes, J Leukoc Biol, 64: 409-417.

Marion D, Kay LE, Sparks SW, Torchia DA, Bax A. 1989a 3-Dimensional
Heteronuclear Nmr of N-15-Labeled Proteins, Journal of the American
Chemical Society, 111: 1515-1517.

Marion D, Driscoll PC, Kay LE, Wingfield PT, Bax A, Gronenborn AM, Clore GM.
1989b Overcoming the Overlap Problem in the Assignment of H-1-Nmr
Spectra of Larger Proteins by Use of 3-Dimensional Heteronuclear H-1-N-15
Hartmann-Hahn Multiple Quantum Coherence and Nuclear Overhauser
Multiple Quantum Coherence Spectroscopy - Application to Interleukin-1-
Beta, Biochemistry, 28: 6150-6156.

Meraro D, Gleit-Kielmanowicz M, Hauser H, Levi BZ. 2002 IFN-stimulated gene
15 is synergistically activated through interactions between the
myelocyte/lymphocyte-specific transcription factors, PU.1, IFN regulatory
factor-8/IFN consensus sequence binding protein, and IFN regulatory factor-
4: characterization of a new subtype of IFN-stimulated response element, J
Immunol, 168: 6224-6231.

Mi Z, Fu J, Xiong Y, Tang H. 2010 SUMOylation of RIG-I positively regulates the
type I interferon signaling, Protein Cell, 1: 275-283.

Montelione GT, Lyons BA, Emerson SD, Tashiro M. 1992 An Efficient Triple
Resonance Experiment Using C-13 Isotropic Mixing for Determining
Sequence-Specific Resonance Assignments of Isotopically-Enriched Proteins,
J Am Chem Soc., 114: 10974-10975.

Muhandiram DR, Kay LE. 1994  Gradient-Enhanced Triple-Resonance 3-
Dimensional Nmr Experiments with Improved Sensitivity, J Magn Reson.
Series B, 103: 203-216.

Narasimhan J, Wang M, Fu Z, Klein JM, Haas AL, Kim JJ. 2005 Crystal structure
of the interferon-induced ubiquitin-like protein ISG15, J Biol Chem., 280:
27356-27365.

Nguyen H, Hiscott J, Pitha PM. 1997 The growing family of interferon regulatory

123



factors, Cytokine Growth Factor Rev, 8: 293-312.

Nistal-Villan E, Gack MU, Martinez-Delgado G, Maharaj NP, Inn KS, Yang HY,
Wang R, Aggarwal AK, Jung JU, Garcia-Sastre A. 2010 Negative Role of
RIG-I Serine 8 Phosphorylation in the Regulation of Interferon-beta
Production, J Biol Chem., 285: 20252-20261.

O'Neill LAJ, Bowie AG. 2010 Sensing and Signaling in Antiviral Innate Immunity,
Current Biology, 20: R328-R333.

Olejniczak ET, Xu RX, Fesik SW. 1992 A 4d-Hcch-Tocsy Experiment for
Assigning the Side-Chain H-1-Resonance and C-13-Resonance of Proteins, J
Biomol NMR., 2: 655-659.

Olsen SK, Capili AD, Lu XQ, Tan DS, Lima CD. 2010 Active site remodelling
accompanies thioester bond formation in the SUMO E1, Nature, 463: 906-
u977.

Oshiumi H, Matsumoto M, Seya T. 2012 Ubiquitin-mediated modulation of the
cytoplasmic viral RNA sensor RIG-1, J Biochem, 151: 5-11.

Oshiumi H, Matsumoto M, Hatakeyama S, Seya T. 2009 Riplet/RNF135, a RING
Finger Protein, Ubiquitinates RIG-I to Promote Interferon-beta Induction
during the Early Phase of Viral Infection, J Bio/ Chem., 284: 807-817.

Oshiumi H, Miyashita M, Inoue N, Okabe M, Matsumoto M, Seya T. 2010 The
Ubiquitin Ligase Riplet Is Essential for RIG-I-Dependent Innate Immune
Responses to RNA Virus Infection, Cell Host & Microbe, 8: 496-509.

Pellecchia M, et al. 2008 Perspectives on NMR in drug discovery: a technique
comes of age, Nat Rev Drug Discov., 7: 738-745.

Recht M, Borden EC, Knight E. 1991 A Human 15-Kda Ifn-Induced Protein Induces
the Secretion of Ifn-Gamma, J Immunol., 147: 2617-2623.

Rehwinkel J. 2010 Exposing Viruses: RNA Patterns Sensed by RIG-I-like
Receptors, J Clin Immunol., 30: 491-495.

Reich N, Evans B, Levy D, Fahey D, Knight E, Jr., Darnell JE, Jr. 1987 Interferon-
induced transcription of a gene encoding a 15-kDa protein depends on an
upstream enhancer element, Proc Natl Acad Sci U S A, 84: 6394-6398.

Reverter D, Lima CD. 2005 Insights into E3 ligase activity revealed by a SUMO-
RanGAPI1-Ubc9-Nup358 complex, Nature, 435: 687-692.

Rose PW, Luty BA, Schaffer L, Marrone TJ. 1999 Virtual "SAR by NMR.", A4bstr
124



Paper Am Chem Soc., 218: U492-U492.

Scheffner M, Nuber U, Huibregtse JM. 1995 Protein ubiquitination involving an E1-
E2-E3 enzyme ubiquitin thioester cascade, Nature, 373: 81-83.

Scott EW, Simon MC, Anastasi J, Singh H. 1994 Requirement of transcription
factor PU.1 in the development of multiple hematopoietic lineages, Science,
265: 1573-1577.

Serniwka SA, Shaw GS. 2009 The Structure of the UbcH8-Ubiquitin Complex
Shows a Unique Ubiquitin Interaction Site, Biochemistry, 48: 12169-12179.

Shen Y, Delaglio F, Cornilescu G, Bax A. 2009 TALOS plus : a hybrid method for
predicting protein backbone torsion angles from NMR chemical shifts, J
Biomol NMR., 44: 213-223.

Shuker SB, Hajduk PJ, Meadows RP, Fesik SW. 1996 Discovering high-affinity
ligands for proteins: SAR by NMR, Science, 274: 1531-1534.

Skaug B, Chen ZJ. 2010 Emerging role of ISG15 in antiviral immunity, Cell, 143:
187-190.

Soucy TA, Smith PG, Rolfe M. 2009a Targeting NEDDS8-activated cullin-RING
ligases for the treatment of cancer, Clin Cancer Res, 15: 3912-3916.

Soucy TA, et al. 2009b An inhibitor of NEDD&-activating enzyme as a new
approach to treat cancer, Nature, 458: 732-736.

Takahasi K, Yoneyama M, Nishihori T, Hirai R, Kumeta H, Narita R, Gale M,
Inagaki F, Fujita T. 2008 Nonself RNA-sensing mechanism of RIG-I
helicase and activation of antiviral immune responses, Molecular Cell, 29:
428-440.

Tanaka N, Taniguchi T. 2000 The interferon regulatory factors and oncogenesis,
Semin Canc Biol., 10: 73-81.

Tanaka T, Nakatani T, Kamitani T. 2012 Inhibition of NEDD8-conjugation pathway
by novel molecules: Potential approaches to anticancer therapy, Mo/ Oncol.

Tokgoz Z, Siepmann TJ, Streich F, Jr., Kumar B, Klein JM, Haas AL. 2012 E1-E2
interactions in ubiquitin and Nedd8 ligation pathways, J Biol Chem, 287:
311-321.

Wang J, Taherbhoy AM, Hunt HW, Seyedin SN, Miller DW, Miller DJ, Huang DT,
Schulman BA. 2010a Crystal structure of UBA2(ufd)-Ubc9: insights into

125



E1-E2 interactions in Sumo pathways, Plos One, 5: €15805.

Wang J, Taherbhoy AM, Hunt HW, Seyedin SN, Miller DW, Miller DJ, Huang DT,
Schulman BA. 2010b. Crystal Structure of UBA2(ufd)-Ubc9: Insights into
E1-E2 Interactions in Sumo Pathways, Plos One, 5.

Wang JH, Lee B, Cai S, Fukui L, Hu WD, Chen Y. 2009 Conformational Transition
Associated with E1-E2 Interaction in Small Ubiquitin-like Modifications, J
Biol Chem., 284: 20340-20348.

Whitmarsh AJ. 2009 Filamin B: a scaffold for interferon signalling, Embo Reports,
10: 349-351.

Williamson MP, Havel TF, Wuthrich K. 1985 Solution conformation of proteinase
inhibitor ITA from bull seminal plasma by 1H nuclear magnetic resonance
and distance geometry, J Mol Biol., 182: 295-315.

Wishart DS, Sykes BD. 1994 The C-13 Chemical-Shift Index - a Simple Method for
the Identification of Protein Secondary Structure Using C-13 Chemical-Shift
Data, J Biomol NMR., 4: 171-180.

Wauthrich K. 2001 The way to NMR structures of proteins, Nat Struct Biol., 8: 923-
925.

Yoneyama M, Fujita T. 2007 Function of RIG-I-like receptors in antiviral innate
immunity, J Biol Chem., 282: 15315-15318.

Yuan W, Krug RM. 2001 Influenza B virus NS1 protein inhibits conjugation of the
interferon (IFN)-induced ubiquitin-like ISG15 protein, Embo Journal, 20:
362-371.

Zartler ER, Shapiro MJ. 2006 Protein NMR-based screening in drug discovery,
Current Pharmaceutical Design, 12: 3963-3972.

Zhang OW, Kay LE, Olivier JP, Formankay JD. 1994 Backbone H-1 and N-15
Resonance Assignments of the N-Terminal Sh3 Domain of Drk in Folded and
Unfolded States Using Enhanced-Sensitivity Pulsed-Field Gradient Nmr
Techniques, J Biomol NMR., 4: 845-858.

Zhao C, Denison C, Huibregtse JM, Gygi S, Krug RM. 2005 Human ISG15
conjugation targets both IFN-induced and constitutively expressed proteins
functioning in diverse cellular pathways, Proc Natl Acad Sci U S A4, 102:
10200-10205.

Zhao C, Beaudenon SL, Kelley ML, Waddell MB, Yuan W, Schulman BA,
Huibregtse JM, Krug RM. 2004 The UbcHS ubiquitin E2 enzyme is also the

126



E2 enzyme for ISGI15, an IFN-alpha/beta-induced ubiquitin-like protein,
Proc Natl Acad Sci U S A, 101: 7578-7582.

Zuiderweg ERP, Fesik SW. 1989 Heteronuclear 3-Dimensional Nmr-Spectroscopy
of the Inflammatory Protein C5a, Biochemistry, 28: 2387-2391.

127



Ek A. Kullamilan Kimyasal ve Enzimler

KIMYASAL ADI

Agarose

Agar agar

Amonyum klorid

Amonyum siilfat
Ampicillin-natriumsalz
Borik acid

Bromo phenol blue
Kalsiyum klorid dihidrat
Kobalt 2 klorid hexahidrat
Coomassie brillant blue
Bakar 2 klortir

Edta

D(+)glikoz monohidrat
Glisin

Guanidium klorid

L-histidin monohidroklorid monohidrat
Imidazol

Demir 3 klorid

Kanamisin siilfat

Demie 2 nitrat

magnezyum klortirhexahidrat
magnezyum siilfat hexahidrat
manganez 2 klorid tetrahidrat
nikel 2 siilfat hexahidrat
pepton

potasyum klorid

potasyum dihidrojen fosfat
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MARKA
sigma
merck

JT baker
merck
applichem
JT baker
JT baker
merck
sigma
applichem
merck

applichem

riedel de haen

applichem
merck
merck
fluka
merck
Applichem
Merck

JT baker
JT baker
Fluka
Merck
Merck
Merck
Merck



polietilen glikol 3350
potasyum hidroksit
sodyumbhidrojen fosfatdihidrat
disodyumbhidrojen fosfat dihidrat
sodyum klorid

sodyum hidroksit

sodyum dodesil siilfat

tris

ure

yeast

zinc klorid

T4 DNA ligaz

BamHI

HindIII

Dpnl
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Sigma

JT baker
merck
Merck
Merck

JT baker
Fluka

JT baker
Merck
Criterion
Fluka
Fermentas
Fermentas
Fermentas

Fermentas



EK B. BESIYERI, COZELTi VE TAMPONLAR

Bakteriyel besiyerleri

Luria-Bertani sivi besiyeri

10 g NaCl, 5 g maya ekstrakti, 10 g pepton 950 ml d.H»O icerisinde cozulerek 5 N

NaOH yardimi ile pH 7.0’ye ayarlanmis ve cozelti 1 litreye tamamlanmistir.
Luria-Bertani kati besiyeri

10 g NaCl, 5 g Maya ekstrakti, 10 g Pepton, 15 g Agar 950 ml dd.H,O icerisinde
cozulerek 5 N NaOH yardimi ile pH:7 ye ayarlanmis ve cozelti 1 litreye

tamamlanmistir.
M9 minimal besiyeri ve stok cozeltileri

2800 ml hacimli flask icerisinde 800 ml d.H>O otoklavlanmis ve ardindan icerisine
sirasi ile 2 ml 1 M MgSO, , 500 ul 0.2 M CaCl,, 1 ml 1000x Vitamin cozeltisi, Iml
1000x metal cozeltisi, 200 ml 5x M9 tuzlari karisimi, 20 ml %20’lik glikoz cozeltisi
ve gerekli antibiyotikler eklendi.

5x M9 Tuzlari karigimi (1 litre)
64 g Na,HPO,.7H,0,

15 g KH,PO,,

2.5 g NaCl,

5 g NH4Cl 950 ml d.H,O icerisinde cozulmus, 1 litreye tamamlanmis ve

otoklavlandi.

Metal ¢ozeltisi (Trace Metal Solution)
8.1 g FeCls.6H,O

1.2 g ZnSO4.7H,0O

2.1 g CoCl, .6H,O

2.1 g Na;Mo004.2H,0

2,4 g CuSO4.5H20
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600 mg H3B03
1,5 g MnSO,

15 ml konsantre HCI icerisinde cozulmus ve 258 ml dd. H,O eklenerek

cozulmusturREF Jansson High leve production of uniformly (Jansson et al. 1996).
1000x Vitamin ¢ozeltisi

0.4 g Pantotenik Asit kalsiyum Tuzu,

0.4 g kolin klorur,

0.4 g Folik asit,

0,8 g myo-inositol,

0,4 g nikotin amid,

0,4 g paradoksal hidroklorur,

0,04 g riboflavin,

0,4 g thiamin hidroklorur 800 ml dd. H,O icerisinde cozulerek pH 7.2ye ayarlandi
(Jansson et al. 1996).

Stok Tampon ¢ozeltiler
10x Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS)

80 g NaCl, 2 g KCI, 17.74 g Na,HPO4.2H,0, 2.4 g KH,PO4 950 ml dd.H,0

icerisinde cozuldu ve pH:7,4 e ayarlandiktan sonra 1 litreye dd.H,O ile tamamlandi.
10x Tris Tampon Cozeltisi (TBS)

1.5 M NacCl, 0.5 M Tris-HC1 900 ml dd.H,O icerisinde cozuldu ve konsantre HCI ile
pH:7,4 e ayarlandiktan sonra 1 litreye dd.H,O ile tamamlandi.

50x Tris-Asetik asit-EDTA Tampon Cozeltisi (TAE)

900 ml dd.H,O icerisinde 242 g Tris, 57.1 ml glacial asetik asit ve 18.6 g EDTA

eklendi ve karisim cozukdukten sonra toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.

SDS-PAGE stok cozeltileri

Ayirma Jel Tamponu (200 ml)

72.5 g Tris, 0.6 g SDS 180 ml d.H»O icerisinde cozuldu, pH 8.45’e ayarlandi ve 200
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ml’ye tamamlandi.
Yiikleme jel Tamponu (100 ml)

6.05 g Tris 90 ml d.H,O icerisinde cozuldu ve pH: 6.8’e ayarlandiktan sonra d.H,O

ile 100 ml’ye tamamlandi.
2x Jel Yukleme Boyasi

1.6 ml 1 M Tris(pH: 6.8), 4 ml %10 SDS, 2 ml gliserol, 1 ml B-merkaptoethanol, 4
mg Bromfenolblue, 1.4 ml d.H,O karisimi ¢oziilerek kullanilana kadar + 4 9C’de

saklandi.
10x Anot Tampon Cdzeltisi

35.6 g Tris 200 ml dd.H,O igerisinde ¢o6ziildii ve son hacim dd.H,O 250 ml’ye

tamamlandi.
10x Katot Tampon Cozeltisi

7.5 g Tris, 36 g Glisin, 2,5 g SDS 200 ml dd.H,O igerisine eklenerek ¢6ziildii ve son
hacim 250 mI’ye dd.H,O ile tamamlanda.

Jel Boyama Cdzeltisi (Staining Solution)

0.5 g Comassie Brilliant Blue R-250; 20 ml asetik asit asit, 100 ml Methanol ve 80

ml d.H,O icerisinde cozuldu.

Jel Boya Cikarma Cozeltisi (Destaining Solution)

20 ml methanol, 10 ml Asetik asit 170 ml d.H,O igerisine karistirildi.
Diger cozeltiler

I1x TSS (100 ml)

10 gram PEG 3350, 0.86 gram MgSO4.7 H,O ve 5 ml DMSO 80 ml LB igerisinde
¢oOziildii ve ardindan 100 ml’ye LB ile tamamlandi ve ardindan 0.22 um steril filtre

ile filtrelendi.
1 MIPTG

2,38 gram IPTG 9 ml dd.H;O igerisinde ¢6ziildii ve ardindan 10 ml’ye dd.H,O ile
tamamland1 ve 0.22 um filtre ile filtrelenerek 1 ml’lik hacimlere bolundu ve — 20

0C’de saklandi.
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EK C. MAKINA VE TECHIZAT

Makina / Techizat ismi
NMR

Derin Dondurucu -20 °C

Buzdolab1

Derin Dondurucu -80 °C
Elektroforez Tank1

Jel Goriintiileme Sistemi
Sogutmal1 Santrifij

Mini Santrifij

Otoklav

pH metre

Vorteks

Calkalamali1 Inkiibator
Sonikasyon Cihazi

Akta Prime Plus protein saflastirma sistemi
Hassas Terazi

Mikro Dalga Firin

Isitmali Manyetik Karistirict
UV-Spektrometre
Mikropipetle

PCR cihaz1

Etiv

Markasi
Bruker
Vestel
Vestel
New Brunswick Scientific
BIO-RAD
Vilber
Hettich
Hettich
Hirayama
Ino Lab
Yellow line
Zhicheng
HD

GE

Ohaus
Argelik
Heidolph
Shimadzu
Nichipet
Bio-RAD

Niive
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Proje Yiiriitiiciiliigii- Tiibitak lisans projesi-insan ISG15 ve ubiquitin E2 enzimlerinin
klonlanmasi, ekspresyonu ve yapisal ¢alismalarda kullanilmak iizere °N ve °C isaretli
olarak tretilmesi

Arastirmacti-TUBITAK 104T193-Ubiquitin aktive Edici E1 Enziminin (HsUbala) Ubiquitin
Benzeri Domaininin Ug¢ boyutlu Yapismin ve Ubiquitin Konjugasyon Sistemindeki Diger
Bilesenler ile Etkilesimlerinin Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Yontemleri Ile
Belirlenmesi
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