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OZET

TEZIN BASLIGI: REKOMBINANT E. coli SOYLARINDA PENISIiLIN G
ASILAZ EKSPRESYONUNUN AKILCI TASARIM ILE iYILESTIRILMESI

YAZARIN ADI: OZLEM AKKAYA

Penisilin asilaz (PA) yar1 sentetik antibiyotiklerin tiretimi stirecinde penisilin
G’den 6-aminopenisillanik asit tiretmede kullanilan endiistriyel olarak 6nemli bir
enzimdir. E. coli’nin periplazmasinda PA’nin olgunlagsmasi i¢in translokasyon ve
periplazmik islenme/katlanma adimlarin1 iceren prokaryotik proteinlerde pek
goriilmeyen bir takim translasyon sonrasi basamaklar gereklidir. Enzimin tiretimi pac
geni ekspresyonunun c¢esitli adimlartyla ilgili tamamlanmamis genetik bilgi
nedeniyle hala smirli oldugundan, PA dretimini artiracak etkili ekspresyon

stratejilerinin gelistirilmesi 6nemlidir.

Bakterilerde translasyonun baslamasi genellikle translasyonun hiz-siirlayici
basamag1 olarak goz Oniinde tutulmakta olup, bir genin ekspresyon diizeyinin
belirlenmesinde temel bir rol oynamaktadir. Bu calismada pac geni translasyona
baglama bolgesinde (TIR) tercih edilen niikleotit tipi ve pozisyonlarini belirlemek
amaciyla bu bolgeye bazi mutasyonlar yerlestirilmistir. Mutasyonlarin
olusturulmasinda PCR mutagenez yontemi kullanilmistir. Elde edilen mutantlarin
tamam1 26 °C’ta yaban tipe gorece daha yiiksek bir enzim aktivitesi verirken; 37
°C’ta pac mRNA’smin sicaklifa duyarli translasyonu degismemistir. Bu sonug pac
geni yaban tipi dizisinin maksimum ekspresyonu saglamadigina ve translasyona
baslama bolgesinin niikleotit iceriginde yapilacak degisikliklerin aktif PA {iretimini
tyilestirilebilecegine dikkat ¢cekmistir. Uyarimli ve konstitiitif olarak gerceklestirilen
ekspresyon calismalarinda, enzim aktivitesi sadece IPTG uyarimli kosullarda ve
pac3.5-kb fragmanmi tasiyan klonlari igeren rekombinant soylarin kullanildig:
durumda elde edilmistir. Ayrica bu ¢alismada beklenmedik bir sekilde daha once
bildirilenlerin aksine PA’nin periplazmaya tasinmasi i¢in sadece Twin arginin

translokasyon yolagina gereksinim duymadig da gosterilmistir.



SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: IMPROVEMENT OF PENICILLIN G ACYLASE
EXPRESSION BY RATIONAL DESIGN IN RECOMBINANT Escherichia coli
STRAINS

NAME OF THE AUTHOR: OZLEM AKKAYA

Penicillin G acylase is an industrially important enzyme for production of 6-
aminopenicillanic acid from penicillin G during the manufacturing of semisynthetic
antibiotics. Formation of mature PA in the periplasm of E. coli involves a series of
post-translational steps including translocation and periplasmic processing/folding
steps, which are unique for prokaryotic proteins. Production of PA is still limited
mainly due to the incomplete genetic information existing on various steps of pac
gene expression and therefore, it is important to develop efficent expression strate-

gies in order to enhance PA production.

Initiation of translation in bacteria is generally considered as a rate-limiting
step of translation and it has main role on determination of the overall expression
level of a gene. In this work, some mutations are introduced into translation initiation
region (TIR) of pac gene in order to identify the prefered nucleotides and positions in
this region. Mutations were performed by PCR-mutagenesis. All of the mutants gave
higher level of enzyme activity in comparison to wild-type sequence at 26 °C while
no change occured in the temperature-sensitive translation of pac mRNA at 37 °C.
This result indicates that wild-type pac gene sequence does not give maximum level
of gene expression and alteration of the nucleotide context of TIR of pac gene could
improve the active enzyme production. Enzyme activity was only found in strains
that contain clones carrying pac gene in 3.5-kb fragment with IPTG induction condi-
tions in expression studies that were carried out constitutively and by induction. Un-
expectedly, our study also revealed that translocation of PA, in contrast to earlier
reports, did not require only the Twin-arginine translocation pathway for its transport
into the periplasm.
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1 GIRIS

1.1 Gram-negatif bakteri, Esherichia coli’de rekombinant

protein iiretimi

Bakteriyel ekspresyon sistemleri bir¢ok prokaryotik ve okaryotik proteinin
iretimi i¢in tercih edilmektedir. Bunun temel nedeni, bakterilerin maliyet agisindan
uygun olmalari, genetiklerinin iyi-karakterize edilmis olmasi1 ve bir¢cok farklh
bakteriyel ekspresyon sisteminin varligidir. Rekombinant ekspresyon ig¢in mevcut
konakgilar arasinda, Esherichia coli (E. coli), istisnai bir pozisyona sahip olup,
rekombinant protein {iretimi i¢in halen en yaygin olarak kullanilan konakgidir. Iyi
bilinen genetik yapisi onun genetik miihendisligi, metabolizma miihendisligi ve
protein miihendisligi tekniklerini igeren cesitli uygulamalar i¢in kullanilmasinm
mimkiin kilmaktadir. Ayrica hizli lireme oram1 ve Kkiiltivasyon teknolojisinin
kolaylig1 da E. coli’yi endiistriyel uygulamalar i¢in elverisli hale getirmektedir (Yin
ve ark., 2007).

Diger yandan rekombinant protein iretimi i¢in E. coli kullanildiginda,
karsilasilan en biiylik problem, proteinlerin besiyeri ortamina etkili bir bigimde
salinmasin1  saglayan sekresyon sistemlerinin olmamasidir. Dolayisiyla bu
organizmada mevcut tiim rekombinant ekspresyon teknolojisine karsin; basarili
protein iiretimi halen siklikla ilgilenilen gen i¢in en uygun ekspresyon sisteminin
secimine ve optimizasyonuna dayanmaktadir. Verilen herhangi bir rekombinant gen
icin tek bir optimal sistem yoktur. E. coli’de rekombinant protein {retimini
maksimum hale getirmek icin yapilan en 6nemli uygulamalar optimal promotorun
secimi ya da dizayni, transkripsiyonu diizenleme miihendisligi, rekombinant gen
kopya sayisinin ayarlanmasi, 5' translasyonu yapilmayan bolgenin ve translasyona
baglama bdlgesinin miihendisligi, mRNA Omriiniin artirilmasi, 6zgiin hiicresel

kompartmanlara tasinma, ideal iiretimi yapan konak¢inin se¢imi ve dizaym ile



fermentasyon kosullarinin optimizasyonudur (Baneyx, 1999; Segrensen ve Mortensen
2005; Choi ve ark., 2006).

1.2 Bakteriyel Translasyon

Translasyon karmasik, ¢ok adimli, ¢cok sayida bilesenden olusan ve siki bir
sekilde kontrol edilen bir siire¢ olarak degerlendirilmektedir (Laursen ve ark., 2005).
Bu siirecte mRNA’daki kodonlarin dizisi bir polipeptit zincirinin sentezini
yonlendirmekte olup, bir mRNA molekiiliindeki genetik bilgiyi amino asit dizisine
doniistiiren organel olarak ribozom en 6nemli rolii oynamaktadir (Marquez ve ark.,
2002). Ribozom, biitiin tiirlerde iki alt {initeden olusan biiyiik bir riboniikleoprotein
partikiildiir. Bakterilerde alt {initeler 30S ve 50S olarak belirlenmis olup, bu alt
tiniteler birlikte 70S ribozomu olusturur. Kiigiik alt iinite 16S rRNA ve 21 proteinin
her birine ait tek bir kopyay1 igerirken; biiylik alt iinite 23S rRNA, 5S rRNA ve 34
protein icerir. Her bir alt iinite, gelen aminoacillenmis tRNA’y1 kabul eden A
(aminoagil), ilk sentezlenen peptit zinciriyle tRNA’y1 tutan P (peptidil) ve
ribozomdan ayrilmadan Once deasetillenmis tRNA’y1 tutan E (exit) olmak {izere,

tRNA i¢in {i¢ baglanma alanina sahiptir (Ramakrishnan, 2008).

30S alt iinite mRNA ve tRNA’nin antikodon “stem-loop”larina baglanarak,
okuma siirecinde kodon ve antikodon arasinda gozlenen baz eslesmesi araciliiyla
translasyonun dogruluguna katkida bulunur. 50S alt iinite tRNA’nin akseptor
kollarina baglanir ve A alanina tRNA iizerinde gelen amino asit ile P-alanindaki
tRNA’ya tutunmus ilk sentezlenen peptit zinciri arasinda peptit bagi olusumunu
katalizler. Her iki alt {inite de bir seferde bir kodon olmak iizere tRNA’lar ve
mRNA’nin ribozom boyunca devam eden cok diizenli hareketi i¢in gereklidir.
Translasyon sadece ribozomlar1 degil, bir¢ogu ribozomlar tarafindan aktive edilen

GTPaz’lar olan ilave protein faktorleri de igerir (Ramakrishnan, 2002).

Protein biyosentezinde mRNA, cesitli protein faktorler, tRNA’lar, bir¢cok
protein ve ribozom rol oynar. Polipeptit sentezinde gergeklesen enzimatik

reaksiyonlar, bu siirecin yliksek bir hizda ve dogrulukta devam etmesi icin gerekli



enerjiyi saglayan ATP ve GTP’nin hidrolizi yardimiyla basarilir (Ninio, 1975).
Translasyonel siire¢ 4 fazdan olusmaktadir: baslama, uzama, sonlanma ve geri

doniisiim.

1.2.1 Baslama Fazi

Bakteriyel protein sentezinin baglamasi, ii¢ baglama faktorii (IF1, IF2, IF3)’niin

yardimiyla 30S ribozomal alt iinite tarafindan baslatict bir tRNA (tRNA{M®

) ve bir
mRNA translasyona baslama bolgesinin se¢imini gereksinir. Baglama translasyonun
hiz smirlayict adimi olup; ribozom-baslatict tRNA-mRNA ii¢lii kompleksinin
olusumu, mRNA’nin ribozoma baglanma bolgesi (RBS) ile bu bdlgeyi ¢evreleyen

dizi ve yapisal motiflerden etkilenir (Gualerzi ve Pon, 1990).

Standart translasyona baglama bdlgesinin temel elementleri, AUG (%83), GUG
(%14) ve UUG (%3) baslama igliisiinii icermekte olup; bakteriyel genlerin
translasyona baslamasinda cogunlukla bu baslama kodonlar1 kullanilmaktadir
(Blattner ve ark., 1997). Baslama adimim etkileyen en iyi tanimlanmis element
Shine-Dalgarno (SD) dizisi olarak isimlendirilen ve 16S rRNA’nin 3' ucuna
tamamlayic1 piirince-zengin niikleotitlerdir (Shine ve Dalgarno 1974). SD dizisi
baslama kodonundan c¢esitli uzunluklardaki bir ara bolge (spacer) ile ayrilmaktadir
(Gualerzi ve Pon, 1990; McCarthy ve Brimacombe, 1994). fMet-tRNA, bakterilerde
baslama i¢in kullanilir. Bu tRNA’nin diger tRNA’lardan yapica farkli oldugu
bildirilmistir (Gillum ve ark., 1975). Baslama siireci IF1, IF2 ve IF3 olmak {izere ii¢

baslama faktoriinii igerir (Gualerzi and Pon, 1990).

[F3’iin giiclii bir sekilde 30S alt {initesine baglandigi ve 50S alt {initesiyle
etkilesimi onledigi bilinmektedir. Ayn1 zamanda IF3 ribozomun P-bolgesine diger
tRNA’larin baglanmasini kararsiz kilarak baslangic tRNA’sinin (tRNAfMet) se¢imine
yardim eder (Hartz ve ark., 1990). IF3, fMet-tRNA’nin kodon-antikodon tanimasinin
dogrulugunu ve kinetigini de etkiler (O’Connor ve ark., 2001).



[F2°nin baslama kompleksinin olusumunda bir tasiyict olarak is gordiigi
diistiniilmektedir (Mayer ve ark., 2003). IF2, formil-metionil grubunu tanir ve
dolayisiyla sadece fMet-tRNA ile bir kompleks olusturarak baslama kompleksinin
Ozgiilliigiint artirir (Hartz ve ark., 1989). Yeri dogrudan belirlenmemistir fakat P-
bolgesindeki baslangig tRNA’sinin amino agil ucuna baglandigi ve IF1 ile etkilesim
kurdugu bilindiginden, IF2’nin A-bolgesine IF1 ile birlikte baglandigi bir model
onerilmektedir (Roll-Mecak ve ark., 2000). Bununla birlikte IF1 ve IF2’in antikodon
loop, antikodon stem, D-loop ve tRNA’ya bagli A-bolgesinin D-stemini taklit ettigi
modeller yeni yapisal bilgiler ve son zamanlardaki biyokimyasal verilerin 1s18inda

gecerli degildir (Laursen ve ark., 2005).

IFI’in rolii, onciil-baglama kompleksini olusturmak i¢in 30S alt {initelerin
yerine 70S ribozomlar kullanildiginda anlasilmaya baslamistir. IF1, IF2 ve IF3’iin
308 alt iinitesine daha etkili baglanmasini tegvik eder ve IF2 ile birlikte P-bolgesinde
baglamanin dogru yerlesimini saglar (Simonetti ve ark., 2008). IF1’in ribozomal A-
bolgesindeki yeri, bu bolgeye aminoacil-tRNA’larin erken kabuliinii engellemesi
aracilifiyla, baglamanin dogrulugunda islevsel bir rol oynayabilecegini de
onermektedir (Boelens and Gualerzi., 2002) (Sekil 1.1). Gergekte yillardir devam
eden calismalara karsin; bu faktorlerin roliiniin ne oldugu ve baslangict olusturan

olaylarin siralamasi hala tartismalidir.
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Sekil 1.1. Prokaryotlarda translasyona baslama yolagi. 30S ve 508 alt tiniteler sirasiyla agik
ve koyu gri olarak gosterilmistir. Translasyona baglama faktorleri IF1, TF2, IF3, mRNA ve
fMet-tRNA sirasiyla kirmizi, mavi, yesil, sar1 ve mor olarak gosterilmistir (Laursen ve ark.,
2005).

1.2.2 Uzama fazi

Peptit zincirinin uzamasi (Wilson ve Noller, 1998) protein sentezinin merkezini
olusturur. Uzama dongiisii dogrudan iki temel protein uzama faktorii EF-Tu ve EF-
G’yi gereksinir. Uzama fazi ribozomal P-bolgesi ile bos bir A-bdlgesini kaplayan bir
peptidil-tRNA ile baslar. Bu A bolgesi daha sonra Watson modeline (Watson and
Crick, 1953) gére mRNA’daki kodona tamamlayici anti-kodona sahip bir aminoagil-
tRNA (aa-tRNA) ile doldurulur. EF-Tu, GTP ve aminoagillenmis tRNA ile birlikte

ticlii bir kompleks olusturarak, tRNA’y1 ribozomal A-bolgesine yonlendirir.



Kodon-antikodon baz eslesmesinin yapisal olarak taninmasi, kodu okuma
(decoding) siirecinin sadece bir Ozelligidir. tRNA’nin se¢imi, amino agillenmis
tRNA’y1 kodu okuma bdlgesine hatayr diizeltme basamagina izin verecek uygun bir
acida sunan bir GTP molekiilii ile aktivasyondan sonra, EF-Tu ii¢lii kompleksinin
baglanmasiyla baslar (Stark, 1997). EF-Tu.GTP.aa-tRNA (ii¢lii kompleks), tRNA ile
mRNA’nin kodon/antikodon etkilesimi ve muhtemelen ribozom tarafindan A-
bolgesinde stabilize edilir. Dolayisiyla kodon-antikodon etkilesimi EF-Tu’nun G
domainine iletilen bir aktivasyon sinyali yaratarak, GTP hidrolizini takiben
ribozom.EF-Tu.aa-tRNA.GTP kompleksinin GTPaz ile aktivite edilmis basamaginin

olusumuna gotiiriir.

Bunun sonucu olarak, EF-Tu’nun konformasyonu bir GTP’li formdan, aa-
tRNA ve ribozom igin biiylik oranda daha az afiniteye sahip olan bir GDP’li forma
degisir. Sonrasinda aa-tRNA EF-Tu.GDP’den serbest kalir, A-bdlgesine yerlesir ve
EF-Tu.GDP ribozomdan ayrilirken peptidiltranferaz reaksiyonunda yer alir
(Rodnina, 2000). EF-Ts EF-Tu.GDP’ye baglandiginda GDP molekiilii serbest kalir.
Bu nedenle sitoplazmadaki GTP’nin konsantrasyonu GDP’ninkinden ¢ok daha
yiiksek olup; GTP tercihen EF-Tu’daki bos bir niikleotit bdlgesine baglanacaktir
(Liljas, 2004).

Sonucta bu olay A-bodlgesindeki tRNA’larin aminoagil ucunun EF-Tu’dan
serbest kalmasina neden olur ve CCA-ucunu ‘yerlesme’ adi verilen bir siire¢ i¢inde
50S alt tinitesinin peptidil transfer merkezine hareketlendirir (Valle ve ark., 2003).
Bu faz P-bolgesindeki tRNA’dan peptit zincirinin A-bdlgesindeki tRNA’nin amino
asitine transferini igeren bir peptit bagi olusumu i¢in kurucudur. Peptidil transferaz
tarafindan katalizlenen bu reaksiyon 50S alt {initesinin bir enzimatik aktivitesidir. A-
bolgesindeki tRNA’nin aminoagil ucu peptidil transferaz merkezine girdiginde, hizl

ve kendiliginden bir bigimde peptit bagi olusumu meydana gelir (Pape ve ark., 1998).

Katalitik RNA’nin kesfinden (Zaug ve ark., 1983) ve peptidil transferazdaki
23S RNA’nin rolii i¢in Onerilen biyokimyasal kanittan (Green ve Noller, 1997) sonra

ribozomal RNA’nin peptidil transferini katalizledigi kabul edilmistir. Peptidil



transferini takiben, ribozom P-bdlgesinde deasetilllenmis bir tRNA’ya ve A-
bolgesinde bir peptidil tRNA’ya sahiptir. tRNA’lar ve mRNAnin bir sonraki kodona

transferi ayn1 zamanda bir GTPaz olan EF-G tarafindan kolaylastirilir.

E. coli ribozomlart {izerindeki ti¢lincii bir tRNA baglanma bdlgesi,
deasetillenmis tRNA molekiiline 6zgiil olan E-bolgesidir. E-bolgesi, tRNA’nin
ribozomdan ayrilmadan Onceki son bulunma yeri olarak kesfedilmis ve kabul
edilmistir (Lill ve ark., 1984; Rheinberger, 1980). Daha 6nce onerilenlerin aksine, E-
bolgesindeki tRNA’nin her iki ribozomal alt {initeyle etkilesimde ortaya ¢ikarilmistir
(Yusupov ve ark., 2001). tRNA’nin E-bolgesine transferi nedeniyle, E-bolgesinde
deasetillenmis tRNA, P-bolgesinde peptidil tRNA tasiyan ve bos bir A-bdlgesine
olan sahip olan ribozom, uzama siiresince bir sonraki kodonu okumak i¢in, gelecek

ticlii kompleksi almaya hazirdir (Ramakrishnan, 2002).

1.2.3 Sonlanma ve yeniden dongii fazlar

Polipeptit zincirinin sentezi bir dur kodonu (UAA, UAG ya da UGA) A
bolgesine gelip yerlesinceye kadar devam eder. Sonlanma faktorleri (Release factors,
RFs) olarak adlandirilan protein faktorler, ribozomdan sentezlenen polipeptit
zincirinin serbest kalmasindan ve bir sonraki baglama stireci i¢in ribozomlarin tekrar
kazanilmasindan sorumludur. Bakterilerde RF1, RF2 ve RF3 olmak iizere ii¢
sonlanma faktorii bulunmaktadir. RF1, UAG ve UAA ile RF2, UAA ve UGA dur
kodonlarina yanmittir (Kisselev ve ark., 2003). Bu protein faktorlerinden biri ya da
digerinin eylemi ribozom tizerindeki tRNA ve polipeptit arasindaki ester baginin
hidrolizine gotiirlir ve tamamlanmis polipeptitin serbest kalmasini saglar (Ehrenberg
ve ark., 2000). RF3’lin ribozomdan serbest kalma faktorleri RF1 ya da RF2’nin
uzaklastirllmasimi katalizledigi kesfedilmekle birlikte; RF3 kendi basina kodon
ozgiilliigiinden yoksundur (Freistroffer ve ark., 1997).

RF3, GTPaz aktivitesine sahiptir (Freistroffer ve ark., 1997). Bu yiizden,
RF3’lin fonksiyonunun bir kismi RF1 ya da RF2’nin yeniden dongiisiinii

katalizlemek ve serbest faktorlerin yeterli diizeyini siirdiirmektedir (Kisselev ve



Buckingham, 2000). RF3 islevinin diger yonii ise sonlanmadan sonra ribozomun
yeniden dongiisiine gecisini yani sonlanma sonrasi asamay1 hizlandirmaktir. Bu siireg
ribozoma A-bolgesinde RF1 ya da RF2 ile ¢akisan ribozom recyling faktoriin (RRF)

baglanmasini gereksinir (Pavlov ve ark., 1997).

mRNA’ya bagli bilesenlerin yeniden dondiigii yerde, yeniden dongii siireci igin
EF-G ile birlikte RRF gereklidir (Janosi ve ark., 1996). Yeniden dongii siireci,
protein sentezinin rastgele bir sekilde yeniden baslamasini dnleyecektir (Janosi ve
ark., 1998). Ugiincii bir protein, baglama faktorii IF3, 70S ribozomun alt iinitelere
ayrilmasinda gerekli bir faktor olarak izole edilmistir (Karimi ve ark., 1999). Ayrica,
ribozom-RRF.EF-G kompleksi i¢indeki GTP hidrolizinin mRNA ve tRNA’dan tam
bir 70S ribozomun ayrilmasina yol agtig1 gosterilmistir (Kaji ve ark., 2001).

1.3 mRNA’da translasyona baslama bolgeleri ve gen

ekspresyonu

Translasyonun baglamasi genellikle translasyonun hiz-sinirlayici adimi olarak
g6z Oniinde tutulmaktadir (Draper, 1996). Baslama kodonunu ¢evreleyen ~40 baz’lik
bolgedeki niikleotitlerin rastgele olmayan dagilimi (Berezovsky ve ark., 1999)
mRNA’larin kodlayic1 bolgelerinin Oniinde translasyonun baslamasi igin bir seri
sinyal tasidigina isaret etmektedir (Dreyfus, 1988). Farkli mRNA molekiilleri i¢in
elde edilen degisen oranlardaki translasyon etkinliginin baskin bir bi¢imde bu

bolgenin essiz yapisal 6zelliginden kaynaklandigr anlagilmistir (Makrides 1996).

Prokaryotik translasyona baslama bolgesi (Translation intiation region, TIR),
genel olarak ribozoma baglanma bolgesi (ribosome-binding site, RBS) olarak
bildirilen RBS’yi ve RBS’nin 5' ve 3' smirlarindan 6teye uzanan bazlari igerir
(Gualerzi ve ark., 2000). RBS’in en kisa tanimlamasi, Shine-Dalgarno bdlgesi,
baslama kodonu ve bunlar arasindaki bazlari igeren bir bolge oldugudur (McCarthy
ve Gualerzi, 1990). Standart baglama kodonundan (AUG, GUG ya da UUG) sonra

gelen bolge (downstream region, DR) ise translasyon ve gen ekspresyonunda giiglii



bir etkiye sahip 5-7 kodon igeren dar bir penceredir (Gonzalez de Valdiva ve
Isaksson, 2004; Looman ve ark., 1987; Stenstrom ve ark., 2001a) (Sekil 1.2).

Gergeklestirilen ¢aligmalarda yiiksek oranda translasyonu yapilan mRNA’larin
su dizi elemanlarindan bir kismin1 ya da timiini icerdigi belirlenmistir: 1) 16S
rRNA’nin (ASD)’nin 3' ucundaki diziye (...ACCUCCUUA-3") ¢ok ya da az
tamamlayict bir Shine-Dalgarno (SD) dizisi (Shine and Dalgarno 1974), 2)
translasyona baslama kodonu AUG (E. coli’de baslama kodonunun AUG olma
siklig1 %83, GUG i¢in %14, ve UUG igin %3’tiir (Ma ve ark. 2002), 3) S1 ribozomal
protein ile etkilesim kuran bir pirimidin boélgesi (Boni ve ark., 1991), 4) baslama
kodonunun yukarisindaki (O’Connor ve ark., 1999) ya da asagisindaki (Sprengart ve
ark., 1996) baza-6zgii artiric1 elementler ve 5) mRNA ikincil yapisi. ilave olarak, bu
dizi elemanlar1 arasindaki mesafe de onem tasimaktadir. Ormegin SD dizisi ve
baslama kodonu arasindaki mesafe translasyonun verimi iizerinde belirgin bir etkiye

sahiptir (Ringquist ve ark., 1992; Chen ve ark., 1994).

Translation Initiation Region (TIR)

3’ 16S rRNA / JfMettRNA 1

m—-AGGAGGU--- AUGe—r——-——-}———— eee3’
_30 20 -10 +1 DR +5

Translation

t t
3 OS Ribosome binding site (RBS)

Sekil 1.2. Bakteriyel translasyona baslama bolgesinin (TIR) sematik gdsterimi (Boni
ve ark., 1991; Gonzalez de Valdivia ve Isakkson, 2004; McCarthy ve Gualerzi, 1990;
McCarthy ve Brimacombe, 1994; Stenstrom ve ark., 2001a; Stenstréom ve ark.,

2001b).
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1.3.1 Shine-Dalgarno dizisi

Prokaryotik haberci RNA goriinise gore Shine-Dalgarno (SD) olarak
isimlendirilen bir dizi vasitasiyla ribozom tarafindan taninmaktadir. Bu dizi

bakterilerin mMRNA’sinda bol miktarda bulunurken, dkaryotlarda yoktur.

Korunmus, piirince zengin SD bdlgesi, Shine ve Dalgarno tarafindan tarif
edilmis olup (Shine and Dalgarno, 1974) translasyona baslama bdolgesi iginde yer
almaktadir (Schneider ve ark., 1986). Yapilan deneysel ¢alismalar ile SD’nin varhigi,
E. coli’de (Hui ve de Boer, 1987; Shine ve Dalgarno, 1974) diger bakterilerde ve
hatta arkealarda ispatlanmistir (Osada ve ark., 1999). Bu dizi baslama kodonunun
yukarisina yerlesmis olup; 16S rRNA’nin 3' ucuna yakin bir diziye tamamlayicidir.
mRNA’nin SD dizisi ve 16S rRNA’nin anti-SD dizisi arasindaki etkilesim, rRNA
genlerini kodlayan plazmitteki anti-SD dizisinin (1535-1540) yonlendirilmis
mutagenezi araciligiyla dogrulanmistir (Hui and de Boer, 1987). X-ray kristallografik
calismalardan elde edilen veri, SD ve anti-SD dizileri arasindaki etkilesimin, 30S
ribozomal alt tinite iizerindeki platformun basi ve arkasi arasinda yer alan biiyiik bir

yariga yerlesmis oldugunu gostermistir (Yusupova ve ark., 2001).

SD dizileri, anti-SD dizisini tamamlayici dizinin farkli alt dizileri olabilir.
Bununla birlikte en fazla kullanilan SD dizileri GGAGG g¢ekirdeginin kiigiik
varyasyonlar1 seklindedir (Schurr ve ark., 1993). SD sinyalinin giicii genellikle onun
taninabilirligi, uzunlugu ve baslama kodonu ile arasindaki mesafeye baghdir
(Ringquist ve ark., 1992). E. coli anti-SD bolgesinin CCUCC ¢ekirdegi ile giiglii bir
etkilesim i¢in optimal mesafe yaklasik 7-9 niikleotit olup, bu uzaklik muhtemelen
okuma boélgesinin ¢ekirdegindeki baslama kodonunun daha sonraki yerlesimi i¢in en

ideal mesafeyi yansitmaktadir (La Teana ve ark., 1995).

SD etkilesimi i¢in 3 temel fonksiyon belirlenmistir: 1) Translasyonel baslangi¢
alaninin yakinindaki 30S alt iinitesine tutunarak, fMet-tRNA ile bir kodon-antikodon
etkilesiminin olusma ihtimalini optimize eder (Calogero ve ark., 1988; Hartz ve ark.,

1991b), 2) mRNA’ya, ribozomlarin mevcut ribozom baglanma alanlarina yerlesimi
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icin gerekli olan yeterli bilgiyi saglar, 3) ribozomlarin mRNA i¢inde tesadiifen ya da
diizenleme amagli olusabilecek ikincil yapilara karsi yarigma yetenegini arttirir. Bu
ti¢ fonksiyon dogrudan SD etkilesiminin tek iplikli ribozoma baglanma alanlar1 igin

bir tercihe sahip olmasi ger¢eginden dogar (de Smit ve van Duin, 1994a).

SD etkilesiminin bildirilen diger iki 6zelligi, onun bir ribozomal afinite
elementi olma kavramu ile uyumludur. Ilki, gii¢lii bir SD etkilesiminin ribozoma
translasyonel bir baglama alanina baglanma esnasinda, translasyonel bir represor ile
yarigmada yardimci olabilmesidir (Springer ve ark., 1990). Ayrica aract rRNA’lar
arasindaki serbest ribozomlarin sinirli havuzu i¢in olan yarista, SD dizisinin ¢ok
onemli bir rol oynayabilecegi Onerilmektedir. Buna gore SD dizileri ribozomal
peptidil-tRNA baglanma yerine yakin bir bolgede baglama igliisiiniin yiiksek
konsantrasyonda olmasii saglayabilir (Calogero ve ark., 1988). Dolayisiyla
mRNA’ya tutunmus SD dizisinin islevinin, gegici olarak potansiyel bir baslama

ticliisiinlin kinetik se¢imine izin vermek oldugu da bildirilmistir (Gualerzi and Pon,

1990).

SD dizileri i¢in Onerilen bir diger islev ise: bir translasyona baslama bolgesinde
Shine-Dalgarno tamamlayiciligi ve RNA heliks kararliliginin birlikte evrimidir. Bu
bulgular SD etkilesiminin bir translasyona baslama bolgesi i¢indeki yapiy:r eritmede
ribozoma yardim ettigi ile ilgili daha once bildirilen modeli desteklemektedir
(Olsthoorn ve ark., 1995). Bununla birlikte SD dizisinin uzunlugunun translasyon
diizeyiyle ne kadar iliskili oldugu degisebilmekte olup (Lee ve ark. 1996), SD dizisi
tamamen eksik (Boni ve ark. 1991) ve lidersiz (Moll ve ark. 2002) dogal

mRNA’larin varligi, TIR i¢indeki diger elementlerin 6nemine dikkat ¢ekmektedir.

1.3.2 SD-AUG arasindaki bolge

Baslama kodonu ve SD arasindaki bolgenin (spacer) uzunlugu belli bir 6l¢iide
translasyon verimini etkileyebilmektedir. Bir SD motifine sahip genler arasinda,
ribozom translasyonun baslamasi i¢cin SD dizisi ve baslama kodonu arasinda

miikemmel bir mesafeye gereksinim duymaz. Buna ragmen, SD AUG’den 4
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niikleotit 6tede yer aldiginda ya da 13 niikleotit kadar uzaga yerlestirildiginde, gen
ekspresyonu belirgin bir bigimde azalmaktadir (Chen ve ark., 1994; Kozak, 1999;
Ringquist ve ark., 1992). Aradaki mesafe 6zellikle SD dizisi kisa oldugunda énemli
bir etkiye sahiptir (Gualerzi ve Pon., 1990).

Dolayistyla, goriintise géore SD motifi ve baslama kodonu arasinda optimal bir
mesafeye gereksinim duyan yapisal siirlamalar mevcuttur. SD dizisi genellikle
baslama kodonunun 7-12 niikleotit yukarisinda bulunur (Ma ve ark., 2002; Schurr ve
ark., 1993; Osada ve ark., 1999). En uygun mesafe tahminen baslama kodunu ve
fMet-tRNA’ya ait antikodonun ribozom iizerindeki yakinligina baghdir (Hartz ve
ark., 1991a; Ringquist ve ark., 1992). Ayrica bu bdolgenin niikleotit dizisinin de
translasyon verimini etkiledigi gosterilmistir (Gold ve ark., 1981; de Boer ve ark.,
1983). Scherer ve ark (1980) tarafindan optimal bir ribozom baglanma alan1 igin
onerilen dizi, SD-AUG arasindaki mesafede G ya da C rezidiilerinin eksik ve A/T

rezidiilerinin baskin olmasi araciligiyla tanimlanmaktadir.

1.3.3 Translasyona baslama kodonu AUG’yi takip eden bolge

(Downstream region)

Bakterilerde, c¢esitli prokaryotik ve Okaryotik haberci mRNA’larin
translasyonunu uyaran baslama kodonunun kendisi ve onun yukarisindaki SD
dizisinin yan1 sira bir¢ok translasyonu artirict element bildirilmistir (McCarthy ve
Brimacombe, 1994; Shine ve Dalgarno, 1974). Bu elementlere ilave olarak baglama
kodonunun asagisindaki translasyonu artirict bir bdolge, liderli mRNA’nin
translasyonunu etkileyen bir translasyonel ‘cis-acting element’ olarak tarif edilmekte
olup, translasyonun baslama etkinliginde 6nemli bu alan (Gualerzi ve ark., 2000)
“downstream box” (DB) ya da “downstream region” (DR) olarak isimlendirilmistir

(Stenstrom ve ark., 2001a; Stenstrom ve ark., 2001b).

DR orijinal olarak 16S rRNA’nin heliks 44’i igindeki 1469-1483
niikleotitlerine tamamlayic1t yaklasik 8-13 niikleotitlik translasyonu artirict bir

eleman olarak tarif edilmistir (Etchegaray and Inouye, 1999; Faxen ve ark., 1991,
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Sprengart ve ark., 1990). DR’nin etkisini agiklamaya yonelik olarak birgok farkli
aragtirmaci tarafindan: bu bolgedeki kodon kullaniminin etkisi (Bulmer, 1988), bu
bolgenin ikincil yapiyla olan iligskisi (de Smit ve van Duin, 1994), mRNA
kararliligina etkisi (Kuroda ve Maliga., 2001a), bu bolgedeki peptidil-tRNA diismesi
(Karimi ve Ehrenberg, 1996; Dingbas ve ark., 1999) ya da bu bolgenin 16S rRNA’ya
tamamlayic1 baglanmasi (Sprengart ve ark., 1990; Faxen ve ark., 1991; Hartz ve ark.,
1991; Etchegaray ve Inouye, 1999) gibi olas1 islevlerinin vurgulandigi birgok farkli
Oneri getirilmistir. Bununla birlikte DR elementlerinin lidersiz mRNA’nin
translasyonunu etkilemedigini bildiren deneysel ¢aligmalar da mevcuttur (Resch ve
ark., 1996). Farkli izo-kodonlar igeren DR’nin, benzer bir protein olusturmasina
karsin, gen ekspresyonunda oOnemli farkliliklar gostermesi, bu boélgenin gen
ekspresyonu iizerine etkisinin proteindeki kodlanmis amino asit dizisinden ziyade
mRNA’daki baz dizisinden kaynaklandigina isaret etmektedir (Stenstrom ve
Isaksson, 2002).

1.3.3.1 AUG baslama kodonunu takip eden bolgenin (DR) kodon icerigi

Her bir aminoasit birden fazla kodon tarafindan kodlanir ve her bir organizma
61 mevcut kodonun kullanimi i¢in kendi tercihine sahiptir. Hiicre i¢indeki tRNA
popiilasyonu mRNA popiilasyonunun kodon tercihi ile iliskilidir (Dong ve ark.,
1996). Yiiksek oranda eksprese edilen genler hiicrenin bol miktarda tRNA’ya sahip
oldugu kodonlar1 igermeye egilimli iken; diisiik diizeylerde eksprese edilen genler
diisiik oranda kullanilan ya da nadir kodonlan icermeye egilimlidir (Cizelge 1.1).
Genel olarak optimal olmayan kodonlar etkin olmayan kodon-antikodon
etkilesimlerine ve/veya diisiik hiicre ici tRNA konsantrasyonlarina dayanilarak

tanimlanir.
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Cizelge 1.1. E. coli K12 ve B soylarinda nadir kodon kullanimi (Nakamura ve ark.,
2000).

Rare codons Amino acid Frequency (K12) Frequency (B)
AGG Arg 0.11 0.21
AGA Arg 0.20 0.24
CGA Arg 0.35 0.24
CUA Leu 0.39 0.34
AUA Ile 043 0.50
UGU Cys 0.51 042
CCC Pro 0.54 0.24
CGG Arg 0.54 0.50
UGC Cys 0.64 0.58
ACA Thr 0.70 0.61
CCU Pro 0.70 0.58
UCA Ser 0.71 0.61
GGA Gly 0.79 0.82
CCA Pro 0.84 0.74
uccC Ser 0.86 0.80
AGU Ser 0.87 0.90
UCG Ser 0.89 1.14

Okuyucu aminoagil-tRNA’nin az sayida bulunmasindan dolayi, nadir
kodonlarin varligi onlarin okunmasinda translasyonel giicliige yol agabilir ve
ribozom uygun tRNA igin beklerken yavaslayip duraklayabilir. Bu sekilde
duraklamis ribozom translasyon igin alternatif yollar iiretebilir (Del Tito ve ark.,
1995; Gallant ve Lindsley, 1998). Ribozomun duraklamasi uygun olmayan
aminoacil-tRNA tiirlerinin baglanmasi, cer¢eve kaymasi, tmRNA eylemi ve peptidil-
tRNA’nin serbest kalmasi gibi translasyonel hatalara yol agabilir (Ivanov ve ark.,
2002; Menninger, 1976). Bu nedenle dogada etkili bir sekilde translasyonu yapilan
kodonlar i¢in dogal bir se¢im vardir ve genellikle diisiik oranda kullanilan ya da

nadir kodonlarin varligindan sakinilmaktadir (Faxén ve ark., 1991).

+2 pozisyonundaki kodon degisikliklerinin gen ekspresyonunu 15-20 Kkat
etkileyebilecegi bulunmus olup, E. coli’de +2’de AAA, en genel ve ekspresyonu en
fazla tesvik edici kodon olarak belirlenmistir (Looman ve ark., 1987; Stenstrom ve

ark, 2001). +2 kodonunun gen ekspresyonu iizerine etkisi sonraki ii¢lii tarafindan da
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modiile edilebilmektedir (Stenstrom ve ark., 2001; Stenstrom ve Isaksson, 2002).
Ayrica ardistk NGG kodonlarinin +2 ila +5 pozisyonlarinda yer aldiginda peptidil-
tRNA diismesini tetikleyebildigi gosterilmistir (Gonzalez de Valdivia ve Isaksson,
2005).

Bununla birlikte mRNA’nin baslangic kodlayict bolgesindeki kodon
kullaniminin siklikla genin diger kistmlarindan farkli oldugu bilinmektedir (Bulmer,
1988). Birgok arastirmaci maksimum gen ekspresyonunun baslama kodonunun
asagisindaki bolgenin kodon igerigine bagli oldugunu ve dolayisiyla baslama
kodonunu takip eden DR’nin translasyonun baslama etkinligi {izerine baglama
kodonunun dogasindan bagimsiz hareket edebilecegini onermektedir. Bu nedenle gen
ekspresyon diizeyi mRNA’nin baslama bolgelerindeki kodon kullanimiyla iligkilidir
(Gonzalez de Valdivia ve Isaksson, 2004; Stenstrom ve Isaksson, 2002).

Chen ve Inoue tarafindan (1994) 6nerilen ‘minor-codon-modulator’ hipotezi ile
AGA, AGG, CUA, UCA, AGU, ACA, GGA, CCC ve AUA’nm E. coli genlerinde
ilk 25 kodon iginde tercihen kullanilan minér kodonlar oldugu bildirilmistir. Bir
genin baglangic kisminda bdyle minér kodonlarin tercih edilmesi, translasyonun
erken sonlanmasi araciligiyla gen ekspresyonunu degistirebilmekte ve dolayisiyla

mRNA’nin biiyiik bir kisminin gereksiz translasyonundan kaginilmaktadir.

Diger yandan nadir kodonlarin protein biyogenezi lizerine olan potansiyel
pozitif etkileri de bilinmektedir (Makhoul ve ark., 2002; Thanaraj ve Argos, 1996).
Dikkat ¢ekici iki ¢alismada izole edilen nadir kodonlarin ya daha yiiksek diizeyde
ekspresyon vermeleri (artan mMRNA kararliligi nedeniyle) (Nackley ve ark., 2006) ya
da dogal konformasyonu degistirmeleri nedeniyle (birlikte translasyonel katlanmanin
modifikasyonundan tiirevlenen) (Kimchi-Sarfaty ve ark., 2007) protein aktivitesini
artirdigr  bildirilmistir. Yapilan calismalar nadir kodon kiimelerinin: mRNA
kararlilig1, katlanma, sekresyon ve partner proteinler ile etkilesim gibi bircok yonden
gen ekspresyonunda etkin olabilecegini gostermistir (Clarke ve Clark, 2008).
Ornegin salgilanan ve salgilanmayan proteinler 5' ucunda farkli bir kodon tercihine

sahip olabilmekte, salgilanan proteinlerin sinyal dizilerinde optimal olmayan
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kodonlara yonelik bir egilim bulunmaktadir. Buna gore optimal-olmayan kodonlarin
salgilanan proteinlerin katlanmasini  kolaylastirmak i¢in translasyonel durma

noktalar1 saglayarak protein tasinmasinda yeni ve 6nemli bir rol oynayabilecegi

onerilmektedir (Zalucki ve ark., 2007).

1.3.4 mRNA’nmn ikincil yapisi

Translasyonun baglamasi i¢in birincil dizinin yani sira diger Onemli bir
belirleyicic. mRNA molekiiliiniin yapisidir. mRNA’nin yapisi 30S ribozomal alt
linitenin baglanmasina izin vermesi ya da inhibe etmesi araciliiyla translasyonun
etkinligini belirler (de Smit ve van Duin 1994). Baslama kodonuna yakin bir bolgede
“stem-loop”lar ya da “pseudo-knot”lar olusturan giicli mRNA ikincil yapilar
ribozomal duraklamaya, ¢erceve kaymasina ya da diismeye neden olabilir (Gallant ve
ark., 2003).

Translasyonun baslama etkinligini maksimuma c¢ikarmak ve mRNA ikincil
yapisint minimuma indirgemek i¢in bir¢ok farkli strateji denenmistir. Baslama
bolgesinde yapilan rastgele bir degisiklik sonucu elde edilen kiitiiphane tarandiginda,
translasyonel giiciinde 10-kat farklilik gésteren mutantlarla karsilagilmistir (Simmons
ve Yansura 1996). Lider dizi adenin ve timin niikleotitlerince zenginlestirildiginde
bazi genlerin ekspresyonunda artis gézlenmistir (Chen ve ark. 1994). SD dizisinin
asagisindaki ve yukarisindaki pozisyonlarin mutasyona ugratilmasinin, ikincil
yapilarin olusumunu baskilandig1 ve dolayisiyla translasyonel etkinligi artirdigi
bildirilmistir (Jiang ve ark., 2001). Translasyonu artirict elementler rekombinant
ekspresyonun iyilestirilmesi igin kullanilabilir. Bunun bir 6rnegi E. coli atpE genine
ait SD dizisinin yukarisindaki U-zengin bolgedir (McCarthy ve ark., 1985). Bu 30
bp’lik bolge insan interlokin-2 ve interferon B genlerinin fazla miktarda ekspresyonu

icin basaril1 bir sekilde kullanilmistir (McCarthy ve ark., 1986).
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1.3.5 Ribozomal protein S1 icin mRNA baglanma boélgesi

SD dizisine ilave olarak translasyonun ilk basamaginda ribozomlarin baglama
alanina gelip yerlesmesindeki muhtemel rolleri nedeniyle, translasyon etkinligi
tizerinde dikkate deger bir pozitif etkiye sahip olan DR disindaki diger mRNA cis
elementler, mRNA’da translasyonu yapilmayan liderler i¢ine yerlesmistir (Gualerzi
ve ark., 2000; McCarthy and Gualerzi, 1990; McCarthy and Brimacombe, 1994).

MRNA 5 UTR (translasyonu yapilmayan mRNA bdlgeleri) igindeki
translasyonu artirict bu element (Sekil 1.2), mRNA’ya baglanan ribozomal protein
S1 i¢in bir hedef olarak rol oynamaktadir (Boni ve ark., 1991). S1’in Shine-Dalgarno
dizisinin hemen yukarisindaki mRNA’da yer alan 11 niikleotit ile dogrudan
etkilesimine yonelik kanitlar, mRNA’nin 5' bolgesinin taninmasinda bu proteinin
roliinii agiklamaktadir (Sengupta ve ark., 2001). Sadece serbest S1 degil 30S alt
tinitesi i¢indeki S1’de bu tanimada rol oynayabilmektedir. Ribozomal S1 ve IF3
translasyona baslama kompleksleri ve onlarin liderli mRNA ile kararl iligkisinde
vazgecilmez goriilirken (Boni ve ark.,1991); aksine, lidersiz mRNA’larda S1
goriinlise gore translasyona baglama siiresince IF3 tarafindan ortaya konulan

kararsizlastirict etkiye katkida bulunmaktadir (Moll ve ark., 2002).

1.4 Bakterilerde Protein Tasinmasi

Proteinlerin biyolojik membranlara kars1 tasinmasi hiicre yasaminin en temel
ozelliklerinden biridir. Membrandan tasinmaya yonelecek proteinler, normalde sinyal
peptitler olarak isimlendirilen ve proteini membrandaki 6zgiil bir tasima kompleksine
yonlendiren amino-uglarindaki sinyal dizilerle birlikte sentezlenir. Sinyal dizi tasima

olay1 sirasinda bir siire sonra taginan proteinden ayrilir.

Biitiin bakteriler bir lipid tabakasi tarafindan ¢evrilmis bir sitoplazmaya
sahiptir. Ilave olarak Gram-pozitif bakteriler kalin bir peptidoglikan tabakasi
tarafindan korunurken; Gram-negatif bakteriler ise ¢ok daha ince ve daha farkli

yapilasmis bir peptidoglikan tabakasi ile asimetrik bir lipid-tabakasi tarafindan
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olusturulan ekstra bir dig membrana sahiptir. Sitoplazmik membran ve dis membran

arasinda kalan bosluk periplazma olarak adlandirilir (Sekil 1.3).

outer membrane

cytoplasmic membrane

riplasm

cytoplasm

chromosome

Sekil 1.3. Bir Gram-negatif bakterinin genel goriiniisii ve yeni sentezlenen proteinlerin
yerlesim tercihleri. Oklar bakteri membraninin igini ve disin1 isaret etmekte olup;
peptidoglikan tabaka membranlar arasindaki bosluga yerlesmistir. Turuncu oklar bir

proteinin takip edebildigi farkl: rotalari isaret etmektedir (Strauch, 2007).

Birgok bakteri degradatif enzimler, toksinler ve diger patojenik faktorler gibi
proteinleri hiicre dis1 ortama salgilar (Fernandez ve Berenguer, 2000). Gram-negatif
bakterilerde ise salgilanan proteinler hiicre zarinin esasen kompozisyonu ve islevi
acisindan iki farkli membran ile karsilasmak zorundadir (Koebnik ve ark., 2000).
Buna gore ribozomdan ¢ikan protein farkli rotalar takip edebilir ve farkli yerlere
varabilir. Eger protein sitoplazmaya yonlendirilmemisse, periplazmik yiizeye mi
yoksa hiicre dis1 yiizeye mi yerlesecegine bagli olarak i¢ veya dis membrana ya da bu

membranlardan biri veya her ikisine dogru yonelebilir.

Tip L, IL, III, IV ve V sekresyon yolaklar1 Gram-negatif bakteriler arasinda
oldukca yaygin olup; mekanizmalar1 6nemli oranda farklidir. Farkliliklarina karsin,
bu sistemler genelde hiicre zarinin bariyer islevinden 6diin vermeksizin sekresyonu
tesvik etmeye ve kendilerine ait substratlar1 6zgiil bir bigimde tanimaya gereksinim
duyarlar (Koster ve ark., 2000). Tip I ve tip II, ¢cogunlukla E. coli K-12 ve B
soylarinda rekombinant protein sekresyonu i¢in kullanilan mekanizmalardir. Tip 1II

sekresyon yolagi ise bircok patojenik Gram-negatif bakteri i¢in karakteristiktir
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(Cornelis ve Van Gijsegem, 2000). Tip IV sekresyon genellikle bakteriyel
konjugasyon sistemlerinde bulunan yolaklar1 kapsar (Pallen ve ark., 2003). Tip V ise
ototransporter ve iki-partner sekresyon sistemlerini igerir (Pallen ve ark., 2003).
Bunun disinda besiyeri ortamina protein sekresyonu, periplazmik igerigin sizintisi
araciligiyla da meydana gelebilir ve bu nedenle sekresyon daima spesifik tasima

mekanizmalari araciligiyla olmak zorunda degildir.

E. coli’de protein sekresyonu kompleks bir siire¢ olup (Economou, 1999;
Pugsley, 1993), rekombinant proteinlerin sekresyonuyla ilgili tesebbiislerde bir¢ok
problem ile karsilagilmaktadir. Bunlardan siklikla en fazla goriileni i¢ membrana
karsi tamamlanmamis translokasyon (Baneyx, 1999), tasima sisteminin yetersiz
kapasitesi (Mergulhao ve Monteiro, 2004; Mergulhao ve ark., 2004a; Rosenberg,
1998) ve proteolitik degredasyondur (Huang ve ark., 2001). E. coli’de birgok faktor
rekombinant bir proteinin sekresyonunu etkileyebilir. Protein biyiikliigiiniin
sekresyon etkinligini etkileyebildigi (Koster ve ark., 2000) ve biiyiik sitoplazmik
proteinlerin tasinmasinin fiziksel olarak miimkiin olmadigi (Baneyx, 1999; Feilmeier
ve ark., 2000) bildirilmistir. Lider peptitin (Khokhlova and Nesmeyanov, 2004) ve

hedef proteinin (Kajava ve ark., 2000) amino asit kompozisyonu da énemlidir.

Heterolog proteinlerin yiiksek diizeyde sekresyonu i¢in optimal bir translasyon
oran1 vardir (Simmons ve Yansura, 1996) ve seckresyon daha yiiksek oranlarda
siddetli bir bi¢imde diisebilmektedir. Bu etki muhtemelen E. coli tasima makinasinin
siirli sekresyon kapasitesinin bir sonucudur (Rosenberg, 1998). Bu kapasitenin
istiine ¢ikildiginda, eksprese edilen rekombinant proteinin fazlasi genellikle
inkliizyon cisimciklerinin i¢inde birikmektedir (Mergulhao ve Monteiro, 2004,
Mergulhao ve ark., 2004). Bu nedenle translasyonun, ekspresyon diizeyini optimize
eden ve promotor giicii ile genin kopya sayisin1 dikkatli bir sekilde dengeleyen bir

hizda siirdiiriilmesi 6nemlidir (Mergulhao ve ark., 2003a, b).

E. coli tarafindan ¢ok sayida dogal proteini salgilamak i¢in tercih edilen Tipl
ve Tipll sekresyon mekanizmalar1 ayn1 zamanda rekombinant protein {iretimi i¢in de

biiyiik oranda kullanilmaktadir. Tip II sekresyon mekanizmasi genel salgilama yolag:
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olup; bakteriyel sitoplazmik membrana karsi sekresyonda SecB-bagimli yolak, Tat
yolagi ve sinyal tanima partikiili (SRP) olmak iizere genellikle 3 yolak etkindir
(Sekil 1.5).

1.4.1 Sitoplazmik Membrandaki Tasima Sistemleri

1.4.1.1 Sinyal dizi

Bir membrana kars1 tasinan bir¢ok protein N-ucunda bir sinyal peptite sahip bir
onciil olarak sentezlenir. Sinyal peptitler evrimsel olarak iyi korunmus N-terminal
uzantilardir. Bir sinyal peptit 3 farkli bolgeye sahiptir (Sekil 1.4). N bolgesi pozitif
bir yiik tagirken; hidrofobik H-boélgesi merkezi ve sinyal peptitin en uzun pargasini
olusturur. Tat sinyal peptitlerinin H-boélgesi daha az hidrofobik bir karaktere sahiptir
ve tipik olarak Sec sinyal peptitlerine gorece daha uzundur. Tat sinyal peptitlerinin
N-terminal pozitif yiikli bolgesi S/T-R-R-X-F-x-K korunmus dizisi ile karakterize
edici iki arjinin amino asiti icerir. Sec ve Tat sinyal peptitlerinin her ikisinde de C-
bolgesi sinyal peptidaz tip I tarafindan taninan sinyal peptidaz kesim bolgesi tasir
(Paetzel ve ark. 2002). Genellikle, Tat sinyal peptitleri Sec’den kagis dizisi (Sec
avoidance sequence) olarak tarif edilen bir bolge icinde bir lizin ya da arjinin
rezidisi icerir (Blaudeck ve ark., 2003). Daha pozitif yiiklii bir C-bdlgesine ve olgun
proteinin baslangi¢ kismina sahip bir sinyal dizi, Sec yolagina yonelmemek i¢in daha
yiiksek sansa sahiptir (Tullman-Ercek ve ark., 2007).
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Higly hydrophobic

. H C  secsignal
ec signa
1525 amino acids

Tat signal
35-50 amino acids

+ 4 ST-RRX-F-L-K

Sekil 1.4. Sinyal peptitler. Sec ve Tat sinyal peptitleri arasindaki karsilastirma. N, H
ve C bolgesi belirtilmistir. Bir Tat sinyal peptitinin C-bolgesi i¢indeki pozitif yiik,

Sec’den kagis sinyali olarak isaretlenmistir (Tullmann, 2006).

1.4.1.2 SecB-bagimh yolak

Sec sistemi prokaryotlar ve Okaryotlar tarafindan proteinleri sitoplazma
icindeki sentezlendikleri yerden sitoplazmik ya da endoplazmik retikulum (ER)
membranina kars1 tasimada kullanilir. E. coli’de salgilanan proteinler ve membran
proteinlerinin biiylik bir ¢ogunlugu translokaz olarak adlandirilan multimerik bir
enzim kompleksinin yardimiyla i¢ membrana yerlesmekte ya da i¢ membrana karsi
tasinmaktadir (Osborne ve ark., 2005). Bu enzim kompleksinin ¢ekirdegi, i¢
membranda yiiksek oranda korunmus bir protein-iletici kanal olusturan SecY, SecE
ve SecG proteinleri tarafindan olusturulur (SecYEG), ve ATPaz SecA motor proteini
(Economou ve ark., 1994), periferal olarak sitoplazmik taraftan bu SecYEG
kompleksine baglanir (Hartl ve ark., 1990). Diger bilesenlerin (SecD, SecF, YajC)
roli tam olarak anlasilamamakla birlikte; s6z konusu Sec bilesenlerinin
diizenlenmesinde gerekli olabilecekleri onerilmektedir (Economou ve ark, 1994;
Hartl ve ark, 1990).

Protein substratlar translasyonla es zamanli ya da translasyon sonrasinda
tasinirlar. E. coli i¢ membran proteinleri SRP tarafindan translasyonla es zamanl
tasinmaya yonlendirilirken; periplazmik, dis membran ya da salgilanan proteinler
SecB tarafindan translasyon sonrasi taginmaya yonlendirilir (Luirink ve ark 1994).
Sec yolaginda, salgilanan proteinlerin ribozomla iliskili ilk sentezlenen zincirleri,

ribozomlara bagh tetikleyici faktore baglanir. Bu iligki onciil protein ribozomdan
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ayrilincaya kadar siirdiiriiliir. Boylece SRP bilesenlerinin ilk sentezlenen zincire
translasyonla es zamanli baglanmasi 6nlenir (Maier ve ark., 2003). SecB yolagi ayni

zamanda rekombinant protein {iretimi igin kullanilan en genel yolaktir.

E. coli SecB proteini, salgilanan proteinlerin biyogenezinde gerekli sitoplazmik
bir saperondur (Laskowska ve ark., 2004). SecB homoglar1 Gram-negatif
bakterilerde bulunmakla birlikte; Gram-pozitif bakteriler, arkealar ve okaryotlarda
yoktur. Daha 6nceki ¢alismalar SecB’nin galaktoz baglayici protein, maltoz baglayici
protein, OmpA, OmpF, OppA ve PhoE’nin etkili translokasyonu igin gerekli
oldugunu; B-laktamaz, PhoA ve riboz baglayici proteinin translokasyonunun ise
SecB’den bagimsiz oldugunu gostermistir (Marani ve ark., 2006; Laskowska ve ark.,
2004; Peltier ve ark., 2002; Bessonneau ve ark., 2002; Traxler ve ark., 1996).
Salgilanan proteinler Onciil proteinle etkilesime gegerek onun erken katlanmasini
onleyen (Khokhlova ve Nesmeyanov, 2003) ve SecA’ya yonlendiren SecB saperonu

araciligiyla translokasyona yeterli safhada tutulur (de Gier ve Luirink, 2001).

Onciil proteinin varliginda, SecB SecA’ya baglanir (Fekkes ve ark., 1998),
dolayisiyla serbest kalan onciil protein SecA’ya transfer edilir (Fekkes ve Driessen,
1999). SecA’nin 6nciil proteine baglanmasi onu spesifik olarak taniyan sinyal peptit
araciligiyla kolaylagtirilir (Kebir ve Kendall, 2002). Bu noktada SecA SecYEG
kompleksinin SecY alt iinitesine baglanir. SecA iizerindeki iki ATP-baglanma
alanindan birine ATP’nin baglanmasi SecB’nin membrandan ayrilmasma neden olur
(van der Wolk ve ark., 1998). Sec bilesenlerinin nasil iglevsel bir translokon
olusturdugu ftizerine bir fikir birligi bulunmamakta olup (Pugsley ve ark., 2004),
monomerik (Yahr ve Wickner, 2000), dimerik (Tziatzios ve ark., 2004) ve

oligomerik (Manting ve ark., 2000) translokonlar onerilmektedir.

Onciil proteinin membrana-bagli SecA’ya baglanmasi yaklasik 20 amino asitin
translokasyonu ile sonuglanirken, sonrasinda ATP’nin SecA’ya baglanmasi,
SecA’nin membrana yerlesmesini ve ilave 15-20 amino asitin daha translokasyonunu
tesvik eder. ATP hidrolizi, SecA’dan onciil proteinin translokasyon kanalina

birakilmasini saglar (Driessen ve ark., 1998). ADP serbest kalir ve SecA sitozolik
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SecA ile degis-tokus olabilecegi yerde membrandan ¢ikar. SecA’nin membrana
yerlesmesi ve c¢ikmasmi takip eden ¢ok sayidaki dongiisii translokaz kanah
araciligiyla protein translokasyonunu tesvik eder (de Keyzer ve ark., 2003b;
Economou, 1999). Proton-itme giicii (proton-motive force, PMF) 06nciil proteinin
translokazdan gecisini, yar1 yoldayken SecA’nin yoklugunda saglayabilir (Nishiyama
ve ark., 1999). PMF’nin translokasyonu siirdiirme mekanizmasi bilinmemekle
birlikte; protein translokasyonunun baslama fazina yardimer oldugu (Mori and lIto,
2003) ve SecA’nin membrandan ¢ikmasini hizlandirdigi 6nerilmektedir (Nishiyama
ve ark., 1999; van der Wolk ve ark., 1998). Bu sistemde ATP ve GTP’ye ilave olarak
PMF’in her iki bileseni, ApH ve AW translokasyon i¢in gereklidir.

Sec sistemi rekombinant protein {iretimi igin genis oranda kullanilmasina
ragmen, ciddi bir engeli vardir. Bu sistem katlanmis proteinleri tasiyamaz ve bu
yiizden tasima biiyilk oranda translasyon sonrasi olup, sitoplazma ic¢inde hizli
katlanan proteinlerin sekresyonu sorun yaratir. Bu durumda proteinler SRP ya da

TAT yolaklarina yonlendirilmelidir.

1.4.1.3 SRP yolag:

E. coli SRP, 4.5S RNA ve protein Ffth olmak iizere iki esas bilesenden olusan
bir riboniikleoprotein komplekstir. Sinyal tanima partikiil (SRP) yolagi, E. coli
tarafindan birincil olarak i¢ membran proteinlerinin yonlendirilmesi i¢in kullanilir
(Economou, 1999). Bu sistem Mtla-OmpA fiizyonlari (Neumann-Haefelin ve ark.,
2000), MalF-LacZ fiizyonlar1 (Tian ve ark., 2000), maltoz-binding protein,
kloramfenikol asetil transferaz (Lee ve Bernstein, 2001; Peterson ve ark., 2003) ve
hemoglobin proteaz (Sijbrandi ve ark., 2003) gibi bircok rekombinant proteinin

sekresyonunda kesfedilmistir.

SRP yolag1 ¢ok sayida protein ve bir RNA molekiilii igerir. SRP, substratlarini
hidrofobik bir sinyal dizinin varligi araciligiyla tanir (bu yilizden sinyal tanima
partikiilii adim1 almistir). Yiiksek oranda hidrofobik bir merkezi ¢ekirdege sahip olan

N-terminal bir sinyal dizinin tetikleyici faktor (SecB sisteminde yer alan) baglanma
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alanmin eksikligi ile birlikte varolmasi (Patzelt ve ark., 2001), ilk sentezlenen
zincirin Ffh’a translasyonla es zamanli olarak baglanmasiyla sonuglanir (Beck ve
ark., 2000). Onciil protein ve Ffh arasindaki iiretici bir etkilesim i¢in 4.5S RNA
gereklidir (Herskovits ve ark., 2000). SRP ve sinyal dizi arasindaki etkilesimin ilk
sentezlenen zincirin hidrofobisitesine bagli oldugu ve bu nedenle sinyal dizisi daha
fazla hidrofobik olan onciil proteinlerin translokasyonunun daha yiiksek etkinlikte
yapildig1 Onerilmistir (Fekkes ve Driessen, 1999). SRP’nin tetikleyici faktoriin
baglanma bolgesiyle ortiisen bir alanda ribozoma baglandigi gosterilmistir (Gu ve
ark., 2003). Buna gore ilk sentezlenen peptidin 6zelligine bagli olarak SRP ya da
tetikleyici faktoriin baglanmasi stabilize edilmekte, dolayisiyla peptidin membrana
SRP yolag: aracilifiyla m1 ya da translasyon sonrasinda SecB yolag: tarafindan mi

yonelecegi belirlenmektedir (Gu ve ark., 2003).

Rekombinant protein {iretiminde, SRP’ye yonelme sinyal dizinin
hidrofobisitesi degistirilerek basarilabilir (Peterson ve ark., 2003). Bu olay hedef
proteinin sitoplazma iginde ¢ok hizli katlandigi durumlarda, SecB-bagimli sistem ile
sekresyon i¢in uyumsuz bir konformasyona adaptasyonda avantajlidir (Lee ve

Bernstein, 2001).

1.41.4 TAT yolag:

Bir¢ok bakteri Sec sisteminden oldukg¢a farkli ikinci bir genel protein tagima
yolagina daha sahiptir (Berks, 1996; Santini ve ark., 1998; Weiner ve ark., 1998).
Sec-bagimsiz bu yolak, onciillerin iki ardisik ve degismez arginin rezidiisii igeren,
karakteristik bir dizi motifine sahip sinyal peptitleri araciligiyla bu yolaga
yonelmeleri nedeniyle, Tat (twin-arginine translocation) sistem olarak adlandirilir.
Tat yolag: bakterilerde yaklasik 15 yi1l (Berks 1996), bitkilerin tilakoid membraninda
ise 20 yil once (Cline ve ark. 1992) kesfedilmistir. Tat poru araciligiyla protein
translokasyonunun detayli mekanizmas1 hakkindaki bilgi siirlidir. Tat yolag
katlanmis proteinleri i¢ membrana karsi (Stanley ve ark., 2000) ATP’den bagimsiz
olarak (Yahr ve Wickner, 2001) ve transmembran proton itici gii¢ kullanarak (de

Leeuw ve ark., 2002) tastyabilir.
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Bu yolak, birgok bakteride, arkealarda ve bitkilerin kloroplastlarinda oldukga
korunmustur. Bununla birlikte ¢cogunlukla 6karyot mitokondrisinde korunmamis olup
sadece birkag protozoa mitokondriyal genomunda Tat bilesenlerini kodlamaktadir.
Tat yolagi antikor fragmanlart (De Lisa ve ark., 2003); glukoz-fruktoz
oksidorediiktaz (Blaudeck ve ark., 2001), riboz baglayict protein (Pradel ve ark.,
2003), alkalin fosfataz (Masip ve ark., 2004) ve Yesil Floresans Protein (Barrent ve

ark., 2003) olmak tizere bir¢ok rekombinant proteinin sekresyonunda kullanilir.

Pek ¢ok durumda bu yolagin substratlari olan proteinler sitoplazmada bulunan
cok sayidaki kofaktorden birine baglandigi ve bu sayede tasinmadan once katlandig
icin; bakteriyel Tat yolag: orijinal olarak taginmadan 6nce sitoplazmadaki kofaktor
molekiillerini baglayan proteinleri tasima yetenegi araciligiyla taninir (Berks, 1996).
Bununla birlikte, daha sonraki ¢aligsmalar Tat sisteminin proteinlerin diger tiplerinin

tasinmasi i¢in de esdeger 6neme sahip oldugunu gostermistir (Dilks ve ark., 2003).

Gram-negatif bakterilerde, Tat sistem temelde minimal olarak TatABC alt
uinitelerinden olusmakla beraber; ayni zamanda tatABC operonunun disindaki bir
monosistronik gen tarafindan kodlanan bir TatE alt {initesini de igermektedir. Fakat
bu alt inite minor 6neme sahip bir TatA paralogu oldugu goriilmektedir (Sargent ve
ark., 1999). TatABC genleri operonda dordiincii bir gen TatD ile birlikte bulunsa da;
TatD’nin DNAaz aktivitesi igeren ve translokasyonda gerekli olmayan sitoplazmik

bir protein oldugu gosterilmistir (Wexler ve ark., 2000).

Mevcut modelde TatA homo-oligomerizasyon araciligiyla por-olusturan alt
tinite olarak tanimlanirken; TatB TatC ile siki bir kompleks olusturmakta (Bolhuis ve
ark., 2001) ve TatBC substrati taniyan ve tasiyan ara¢ olarak tanimlanmaktadir.
Polipeptit substratlar, lider peptit dizilerinde RR-motifine sahip onciil proteinler
olarak sentezlenirler. Bu proteinler translokasyona hedef olmadan ve tagimmadan
once uygun konformasyonu alacak sekilde katlanirlar (Feilmeier ve ark., 2000).
Katlanmamis proteinler tanimlanmamis bir kalite kontrol mekanizmasi araciligiyla
TatBC reseptor kompleksi tarafindan geri cevrilirler (Barrett ve ark., 2005).

Substratlar sitoplazmik membrana yonelerek, tam olarak bilinmeyen bir siralamayla
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fosfolipidler ve TatBC reseptor kompleksi ile iligki kurarlar (Palmer ve Berks, 2003).
Sinyal peptitin baglanmast meydana geldiginde proton itici giic (PMF) TatBC
kompleksi ve TatA oligomerleri arasindaki ayrilmayi tesvik eder. PMF ayni zamanda
TatA oligomerlerinin olusumu icin de gereklidir (Frobel ve ark., 2011). Katlanmig
onciil protein daha sonra TatA kanalina transfer edilerek lider peptit kesilir.

Translokasyonu takiben TatA, TatBC kompleksinden ayrilir (Palmer ve ark., 2004).

Tat yolagi araciligiyla tasinmanin Sec yolagindan daha az etkili ve daha yavas
oldugu gosterilmistir (Santini ve ark., 1998). Ilave olarak bu yolak vasitasiyla
translokasyon, yiiksek diizeyde enerji sarfiyati nedeniyle sekresyon igin asiri
olabilmekte ve bu da dogasinda var olan diisiik kapasiteyi agiklamaktadir (De Lisa ve
ark., 2004). Bu dezavantajlarina karsin; Tat yolagi SecB ya da SRP yolaklarina
benzemeksizin katlanmis proteinleri i¢ membrana karsi tasiyabilme kapasitesine
sahiptir (De Lisa ve ark., 2003).

Periplasm

Sekil 1.5. Esherichia coli Sec- ve Tat translokazlarinin sematik gosterimi. a) translasyonla
es zamanli, b) translasyon sonrasi hedeflenen rotalar ve Sec-translokaz aracilifiyla
katlanamayan proteinlerin translokasyonu. c¢) Tat translokaz araciligiyla katlanmis Onciil

proteinlerin translokasyonu (Natale ve ark., 2008).
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Ayrica bu sekresyon yolaklar1 diginda uygulanan bir takim stratejiler ile E.
coli’de hiicre disina salgilama (extracellular secretion) miimkiin olabilmektedir. E.
coli’de hiicre disina sekresyon; saflastirma ve sonraki siire¢leri basitlestirmesi, daha
az proteoliziz, iyilestirilmis protein katlanmasi ve disiilfit bagi olusumu, salgilanan
proteinlerin artan ¢oziiniirliighi ve biyoaktivitesi ile ekspres edilen polipeptitin N-

ucunun gercekligi agisindan avantajlhidir (Gottesman, 1996).

D1s membranin gegirgenligini artirmak i¢in uygulanan stratejiler mekaniksel
(ultrasonik), kimyasal (magnezyum, kalsiyum, EDTA, glisin ve Triton X-100) ve
enzimatik (lizozim) muameleleri i¢cermektedir (Choi ve Lee, 2004). Hiicre disina
salgilama gesitli fiziksel ve kimyasal parametreler (sicaklik, kiiltlir ortaminin igerigi,
pH ve havalandirma) ya da membran bilesenlerinin iiremeyle-eslesen etkilerinin
avantaji dikkate alinarak (Rinas and Hoffmann, 2004) artirilabilir. Rekombinant
protein iiretimi membran lizerindeki gecirgenligi uyarabilir (Pugsley ve ark., 1997),
onun secici gecirgenligini artirarak (Slos ve ark., 1994) sizintiy1 kolaylastirabilir.
Rekombinant protein sekresyonu igin sizint1 yapan soylarin kullanilmast da (Orn. dis
membran bilesenlerinin sentezinde bozukluk gosteren mutantlar) diger bir

uygulamadir.
1.5 Penisilin Asilaz (PA)

Penisilinler yillik iretimleri ve regetelerde kullanim sikliklar1 nedeniyle,
giderek artan miktardaki alternatif antimikrobiyallerin varligina karsin, en 6nemli
antibiyotiklerdir (Penalva ve ark.,, 1998). Bu antibiyotiklerin asir1 kullanimi
patojenlerde direnclilik gelisimine yol agmakta ve direnglilik probleminin iistesinden
gelebilmek i¢in daha yeni yari-sentetik antibiyotikler iiretilmektedir. Penisilin
asilazlar, penisilinlerin yari-sentetik penisilinlerin biiyiik bir kismmin yapildigi -

laktam nukleusu olan 6-APA’ya hidrolizini katalizleyen enzimler olarak kullanilir.

Penisilin asilazlar substrat 6zgiilliigiine dayanilarak ii¢ gruba ayrilmistir: Tip 1
enzimler tercihen penisilin V’yi, tip II enzimler birincil olarak penisilin G’yi ve tip

Il enzimler ise ampisilini hidroliz ederler. Giiniimiize kadar endiistriyel olarak
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kullanilan enzimlerin biiylik bir ¢ogunlugu E. coli soylart ATCC 9637 ve ATCC
11105°den izole edilen tip 1l enzimlerdir.

Penisilin G asilaz (PA, benzilpenisilin asilaz, penisilin amidaz, penamidaz, agil
transferaz, penisilin parcalayict ya da sentezleyici enzim, benzil penisilin
amidohidrolaz, EC 3.5.1.11) yari-sentetik P-laktam antibiyotiklerin {iretimi igin
kullanilan degerli bir biyokatalisttir. PA endiistriyel olarak énemli bir ara form olan
6-amino-penisillanik asiti (6-APA) ve fenilasetik asiti iiretmek igin penisilin G’yi
hidroliz etmede kullanilir. Aynm1 zamanda 6-APA ile fenilglisin ya da
hidroksifenilglisin etil esteri kullanilarak yar1 sentetik B-laktam tiirevleri ampisilin ve
amoksisilinin sentezini katalizlemek i¢in de kullanilmaktadir (Ulijn ve ark., 2002;
Goncalves ve ark., 2002) (Sekil 1.6).

Hydrolysis
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Sekil 1.6. PA’nin katalizledigi reaksiyonlar. PAA: Fenilasetik asit, 6-APA: 6-amino-

penisillanik asit, PenG: Penisilin G, Amp: Ampisilin.

PA, E. coli (Cole, 1969), Kluyvera citrophila (Barbero, 1986), Providencia
rettgeri (Klei, 1995) ve Alcaligenes faecalis (Verhaert, 1997) gibi gram-negatif
bakterilerde periplazmik yiizeyde birikirken; Arthrobacter viscosus (Ohashi, 1989)
ve Bacillus megaterium (Chiang, 1967) gibi gram-pozitif bakterilerde hiicre disina
salinmaktadir. Bunlarin yani sira son zamanlarda Bacillus sp. soyuna ait hiicre i¢i bir

PA’nin varlig1 da bildirilmistir (Rajendhran, 2002).
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Maya, mantar, gram negatif ve pozitif bakterileri iceren mikrobial diinyada
yaygin olan bu enzimin in vivo’daki rolii ise heniiz kesinlik kazanmamis olup, E.
coli’de in vivo ekspresyonunun hem sicaklik ve hem de fenilasetik asit tarafindan
diizenlenmesi ve pac geninin 4-hidroksifenilasetik asit kiimesine yakin olmasi (Prieto
ve ark., 1996) nedeniyle, enzimin organizmalarin ‘serbest-yasayan’ formlarinda,
karbon kaynagi olarak aromatik bilesiklerin asimilasyonu ig¢in gerekli olabilecegi

tizerinde durulmaktadir (Valle ve ark., 1991).
1.5.1 PA’nin Yapi ve Islevi

E. coli’ye ait PA, iki alt liniteden (a- ve B- alt tiiniteleri, sirasiyla 24 ve 63 kDa)
olusan periplazmik heterodimerik bir enzimdir (Lee ve ark., 2000). Olgun enzim
periplazmada yer almakta olup, PA’nin olusumu translokasyon ile periplazmik
islenme/katlanma adimlarin1 da igeren bir seri translasyon sonrast basamagi
gereksinmektedir (Sizmann ve ark., 1990). E. coli ATCC11105’¢ ait pac yapisal geni
bir sinyal peptit (S), a alt tinitesi (a), birlestirici peptit (C) ve B alt {initesi (B) olmak
tizere yaklasik 95 kDa’luk dnciil bir polipeptidi (preproPA) kodlamaktadir.

Onciil enzim periplazmik yiizeye tasinarak, periplazmada birlestirici peptidi
uzaklastirmak ve olgun enzimi iiretmek igin otokatalitik olarak islenir (Kasche ve
ark., 1999). Periplazmik islenme mekanizmasi, ilk olarak proPA’nin kesimi igin
(baglayict peptit ve [-alt TUnitesi arasindaki kesim yerinden) molekiil i¢i
otoproteolizizi, sonrasinda ise iki ya da {i¢ adimdan olusan ardisik C-terminal
proteolitik  islenme  araciligiyla a-alt {initesinden  birlestirici  peptidin
uzaklastirilmasini icermektedir (Kashe ve ark., 1999; Sizmann ve ark., 1990, Chou
ve ark., 2000). Proteolitik kesim alanlar1 Ala-235-Ala236 ve Thr-289-Ser-290 ciftleri
arasina yerlesmistir (Oh ve ark., 1987).

Buna gore, sinyal peptit preproPA’nin periplazmaya taginmasini
yonlendirmekte ve translokasyondan sonra PA Onciiliiniin diger bir tipini (proPA, 92
kDa) olusturacak sekilde uzaklastirilmaktadir. Periplazmik islenmeyi birlestirici
peptidin atilmasi izlemekte ve iki alt {inite (o, 24 kDa ve B, 63 kDa) olgun PA’nin
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olusumu i¢in hazir hale gelmektedir (Sekil 1.7). a ve B alt tinitelerinden olusan olgun
PA’da her iki alt {initenin de enzimatik aktivite i¢in gerekli oldugu ispatlanmistir
(Bock ve ark., 1983). Bu ¢esit bir olgunlasma siireci viral proteinlerin ya da
okaryotik polipeptit hormonlarin olusumunda gériillmekte olup; nadiren bakterilerde
bulunmaktadir. Bununla birlikte her bir islenme adimi siiresince gerekli olan
enzimler ve bunlarin hiicre i¢indeki yerlesimi halen tam olarak tanimlanmamistir

(Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. E. coli’de PA’nin sentezi ve islenmesi (Chou ve ark., 1999).

E. coli penisilin asilaz geninin yapisi ile ilgili gerceklestirilen ¢alismalarda 26
amino asit uzunlugundaki sinyal peptitin periplazmaya translokasyon igin gerekli
oldugu ve tasinma sonrasi Ala26-Glu27 arasindan kesildigi onerilmistir. Sinyal peptit
uzun bir hidrofobik bdlge, proteaz kesim yerinden hemen once yiikli olmayan
aminoasitler ve lider peptitlerin amino ucuna 6zgii ti¢ adet pozitif yiiklii amino asit
icermektedir. PA’nin iglenmesi Okaryotik preprohormonlarin 6rnegin, insilinin
islenmesine analog olmakla birlikte; okaryotlarda kesim yerlerinin siklikla dibazik
rezidiiler arasinda yer almasi nedeniyle, kesim yerlerinin 6zgiilligii agisindan, tipik

okaryotik prohormon kesiminden farklilik gostermektedir (Bruns ve ark., 1985).

In vitro’da PA alt birimlerinin yeniden katlanmasina yonelik caligmalar,

heterodimer katlanmasi siiresince o-alt biriminin anahtar bir rol oynadigini
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diistindiirmiistiir. Ancak protein alt birimlerinin sitoplazmada ayr1 ayri1 ekspres
edildigi durumda, islevsel enzimin basarili bir sekilde olugmasi (Burtscher ve
Schumacher, 1992), ayn1 polipeptit onciilii igindeki a-alt biriminin varhigmin, B-alt
biriminin katlanmasina yardim i¢in gerekli olmadigina isaret etmistir (Flores ve ark.,
2004). Kinetik ve biyokimyasal ¢aligmalar PA enziminin en yiiksek 6zgiil aktiviteyi
fenilasetil yan zinciri i¢in gosterdigini, penisilin yan zinciri i¢in 6zgilligiin kiigtik alt
tiniteye yerlestigini ve biiyiik alt birimin enzimin katalitik aktivitesinde anahtar rol
oynayan bir fenilmetan-siilfonil florid (PMSF)-duyarli serin rezidiisiine sahip
oldugunu ortaya g¢ikarmistir (Daumy ve ark., 1985). Endopeptitin ise in vivo’da
protein katlanmasi igin gerekli olabilecegi Onerilmektedir (Schumacher ve ark.,
1986). Yapilan deneylerle endopeptitin boyunun islenme ve katlanmanin dogru bir

bicimde gerceklesmesi icin 6nemli oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Sizmann ve ark.,

1990).

PA, Ntn katlanmasi1 olarak bilinen iki anti-paralel  tabakasiyla dort katmanh
bir a+f yapist i¢inde katalitik rezidii olarak (bu durumda, B-Serinl) aktivite gdsteren
N-terminal bir niikleofilden olusan N-terminal-nukleofil hidrolazlar ailesine aittir
(Brannigan ve ark., 1995) (Sekil 1.8). PA’nin kristal yapisi, enzimin dimerik, onciil
ve substrat-bagli formlari i¢in bilinmektedir (Duggleby ve ark., 1995; Done ve ark.,
1998; Alkema ve ark, 2000; Hewitt ve ark., 2000; McVey ve ark., 2001) (Sekil 1.9)
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Sekil 1.8. PA’nin ikincil yapisal elementlerini, a-heliksler ve B-tabakalarini gosteren
sekli. a) Olgun enzim (McVey, 1999). b) Onciil: A domain yesil, B domain mavi ve
birlestirici peptit kirmizi renktedir. N-terminal niikkleofilik serin rezidiisii sar1 bir top

olarak gosterilmistir (BOBSCRIPT, Esnouf, 1997).

Katalitik serinin sisteine modifiye edilmesi (Choi ve ark., 1992) enzimi inaktif
hale getirirken; treonin, arginin, glisin ya da alanin (McVey, 1999) ile vyer
degistirmesi enzimin in Vvivo islenmesini Onlemektedir (Choi ve ark., 1992). Bu
nedenle yapilan ¢aligmalarla Ser290’nin E. coli W’yi de igeren birgok Gram negatif
ve Gram pozitif bakteride kesinlikle, Lys299’un ise ¢ogunlukla korunmus oldugu
gosterilmistir. Lys299 ve Ser290, PA onciiliinlin otokatalitik iglenmesinde kritik
oneme sahip rezidiilerdir. Bu iki birbirine yakin rezidiiniin periplazmada otokatalitik
islenmenin pH bagimli aktivasyonundan sorumlu en muhtemel adaylar olabilecegi

tizerinde durulmaktadir (Lee ve ark., 2000).
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Sekil 1.9. PA enziminin kristal yapis1 (Hewitt ve ark., 2000).

1.5.2 Enzimin katalitik mekanizmasi

PA’nin katalitik mekanizmasi aktif merkezdeki serinin, BS1, substratin amid ya
da ester baginin karbonil karbonu iizerine niikleofilik atagi ile baslar ve bir
oksianyon tetrahedral gecis durumunun olusumuyla sonuglanir (Alkema ve ark.,
2002, 2003). Olusan bu oksianyon, oksianyon boslugundaki rezidiiler (Asn241:B,
GIn23:B) ile ara formun negatif yiiklii oksijeninin hidrojen bagi ve Ala69:B’nin
peptit gatist araciligiyla stabilize edilir (McVey ve ark., 2001; Alkema ve ark., 2003).
Gegis durumunun bozulmasi agil-enzimin olusumuyla sonuglanir ve beraberinde ilk
iiriin fenilasetik asit aktif merkezden serbest kalir (Alkema ve ark., 2000). Agil-
enzim ara formu daha sonra su tarafindan hidrofilik bir atak ile hidroliz edilir ve
benzer bir gegis safhasi araciligiyla ikinci lirin, 6-aminopenisillanik asit (6-APA),
aktif merkezden serbest kalarak, enzim yeniden iretilir (Alkema ve ark., 2002,
2003).

1.5.3 pac geninin ekspresyonu ve regiilasyonu

Penisilin asilaz yapisal geni (pac) 846 amino asiti sifreleyen 2538 niikleotitten
olusmaktadir (Schumacher ve ark., 1986). 1-78. niikleotitler sinyal peptit, 79-705.
niikleotitler alfa alt birimi, 706-867. niikleotitler baglayici peptit ve 868-2538.

niikleotitler beta alt biriminin sentezi i¢in kalip olusturur (Sekil 1.10).
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1-78 706-867 868-2538
H «

Sekil 1.10. pac yapisal geni

E. coli’de pac geninin ekspresyonunda bir¢ok diizenleyici mekanizma rol
oynamaktadir: sicaklik baskisi, glukoz tarafindan katabolit represyon, oksijen
araciligiyla represyon ve fenilasetik asit (PAA) tarafindan uyarilma (Graftkova and
Sobotkova, 2002) (Sekil 1.11). E. coli yaban-tipi soylarda pac geninin ekspresyonu
PAA tarafindan uyarilir ve glukoz tarafindan baskilanirken; bu iki faktor

transkripsiyonel diizeyde gen ekspresyonunu etkiliyor olarak goziikmektedir (Merino
ve ark., 1992).

pac geni i¢in islevsel bir promotor, transkripsiyon baslangic alani ve iki
varsayillan CRP baglanma bolgesinin varlig ilk kez Valle ve ark. (1986) tarafindan
rapor edilmis, ilk ATG kodonundan 30 bp yukarida genin transkripsiyona baslama
noktas1 tanimlanmistir. Bu bolgenin analizi transkripsiyonel diizenlemede gerekli
olabilecek varsayilan iki CRP-cAMP baglanma alaninin ve ii¢ palindromik dizinin
tanimlanmasina izin vermis olup, yapisal genin 34 bp yukarisinda oOnerilen islevsel
bir promotorun varligr dogrulanmistir (Valle ve ark., 1986). Daha sonra Robas ve
Branlant tarafindan, Valle ve ark’nin saptadigi baslangi¢c alanmin 2 niikleotit
asagisinda farkl bir baslangi¢ alan1 tanimlanmis (Robas ve ark., 1993), ayrica Oh ve
ark. (1987) tarafindan da bu gen i¢in Valle ve ark’nin tarif ettigi bolgeye gorece daha

asagida yer alan alternatif bir promotorun varligi 6nerilmistir.
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Sekil 1.11. pac geninin genetik organizasyonu ve E. coli’de PA sentezi igin gerekli olan

genetik adimlar (Rajendhran ve Gunasekaran, 2004).

Katabolit represyon pac yapisal geninin yukarisina yerlesmis, varsayilan CRP
baglanma alanlarinin varligiyla agiklanmaktadir (Valle ve ark., 1986). Daha sonra
basgka aragtirmacilar tarafindan da (Roa ve Garcia, 1999) genin 5' ucunda kodlayict
olmayan yaklasik 170 bp uzunlugundaki bdlgede yer alan olasi iki CRP baglanma
alaninin, katabolit represyon aracilifiyla promotor diizenlenmesinde etkili oldugu
onerilmistir (Sekil 1.12). Diger bir ¢alismada ise 150 bp uzunlugundaki bir DNA
segmentinin E. coli pac geninin transkripsiyonunun CRP ve PAA tarafindan
diizenlenmesi i¢in esas oldugu bildirilmistir (Radoja ve ark., 1999). pac’daki
yerlesim, dogal olarak meydana gelmis ardisik CRP-baglanma alanlarinin goriildiigii

birka¢ 6rnekten sadece biridir (Scott ve ark., 1995).
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PEC2 > CRE1

-171 TCATCAGCGGTGAATAAAGCGATTCGTTTTTAGATCACATTAATGAAATTITTIGTIATIC

-35P1
L [ ] ®

-113 AAAAATTAGTTATCGCGCTCACAGTITCATAATGAAACAATTCTCTGCAAATAGATAAC

-35p2 -10P1 -10P2 +1 +1 -35p3
primer
HindIII ® 4 PEC1
-55 CGAAGCTTCGTTGCTAGTATCAATTCGCTAATTATACACCTGCCAGAAGGATACAATG |
-10P3 +1 RBS pac

Sekil 1.12. E. coli W ATCC 11105 pac geninin 5' kodlayici olmayan bolgesinin dizisi.
CRP1 ve CRP2, varsayilan CRP baglanma bdlgelerini isaret etmektedir. P1, P2 ve P3
promotorlarinin -35 ve -10 bolgeleri alt1 ¢izili olarak gosterilmistir. Koyu yazilmis ATG, pac
geninin translasyona baslama kodonunu gostermektedir. RBS, ribozom baglanma bolgesinin

yerini gosterir. +1 ise promotorlarin transkripsiyona baslama bdlgelerini temsil etmektedir
(Roa ve Garcia, 1999).

PA iretimi besiyerinde %0.2 PAA varliginda uyarilirken, glukoz varliginda ve
30 °C’1n tizerindeki tireme sicakliklarinda baskilanir (Meevootisom ve ark., 1987;
Oh ve ark., 1987). PAA uyariminin pac transkripsiyonu igin gerekli oldugu
ispatlanmigtir ancak PAA diizenleme mekanizmasi hala tam olarak bilinmemektedir
(Dai ve ark., 2001).

PA genellikle optimal sicaklik araligi olan 24-30 °C’ta iretilirken 37 °C’ta
iretilmez. Bu nedenle PA iiretimi ic¢in bakteri kiiltiirleri diisiik bir sicaklikta (30
°C’tan az) gerceklestirilir. Sicakligin bu dikkat cekici etkisi enzimin inaktivasyonu
nedeniyle degildir, ¢linkii enzimin aktivitesi i¢in optimal sicaklik yaklasik olarak 50
°C’tir (Savidge ve ark., 1975). Aktif enzim iretiminde sicakliga-duyarli proteolitik
islenme g6z Oniinde tutulmaktadir (Oh ve ark., 1987). Anti-f alt {initesi serumu ile
yapilan Western blot analizi 37 °C’ta pac geninin transkripsiyonunun ve
translasyonunun yapildigimi1 fakat onciil polipeptidin dogru olmayan bir bigimde
katlanmaya bagladigini, daha sonra da aktif PA formuna islenemedigini
dogrulamaktadir (Dai ve ark., 2001). Pen G’nin enzimatik hidrolizi i¢in penisilin

G’nin pH, sicaklik ve konsantrasyonunun etkisi etkilesimli olarak calisildiginda,
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optimum kosullarin pH 8, 28 °C ve %12 (w/v) PenG konsantrasyonu oldugu
bulunmustur (Ghassempour, 2002).

Ayrica pac operonunun, transkripsiyonel diizeyde pac yapisal geni igindeki
yaklagik 2 kb’lik bir bolgeye, pac geni transkripsiyon yoniine ters bicimde yerlesmis
oldugu diisiiniilen ve diizenleyici bir pacR geni tarafindan kodlanan, 86 amino asitlik
pac’a 0Ozgii baskilayict bir protein tarafindan negatif olarak kontrol edildigi de
onerilmektedir (Jiang ve ark., 1997). Bu baskilayici proteinin oto-kontrol 6zelligine
sahip oldugu varsayilmakta; pacR transkripsiyonunu sicaklik, PAA ve farkli E. coli
soylarina gore degisebilen oranlarda etkileyebilmektedir (Dai ve ark., 2001).
Bununla birlikte promotorsuz bir lacZ, pac geni promotoru ile fiizyona
ugratildiginda, B-galaktozidaz ekspresyonu PAA tarafindan uyarilmaya baslar (Rao
ve ark., 1999). Bu sonug pac geninin biitiinsel olarak varliginin PAA ile uyarim igin
esas olmadigmi oOnermekte ve pac yapisal geni icindeki pacR’nin varligimi

reddetmektedir.

E. coli’de birgok protein Sec translokaz araciligiyla i¢c membrandan
taginmaktadir. Aktif PA olusumunun SecB saperonunu gereksindigi bildirilmistir.
SecB’nin fazla miktarda ekspresyonu aktif PA iiretimini artirmaz ancak
sitoplazmadaki inkliizyon cisimciklerinin olusumunu azaltir. Bu nedenle SecB
saperonunun etkili bir sekilde preproPA’y1 periplazmaya tasidigi gosterilmistir
(Chou ve ark., 1999). E. coli preproPA’sinin sinyal dizisi bir asparajin tarafindan
ayrilmis iki arjinin rezidiisii tasir ve bu nedenle bilinen Tat tanima motifine
benzemez (Sekil 1.12). Bununla birlikte Ignatova ve ark (2002) tarafindan yapilan bir
caligmayla, E. coli preproPA’sinin periplazmaya tasinmasinin Tat-bagimli bir

yolakla gerceklestigi onerilmistir.
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Sekil 1.13. Tat sinyal peptitlerinin 6rnekleri. Gfo, Zymomonas mobilis’ten glukoz-fruktoz
oksidorediiktaz. Diger sinyal dizilerin timii E.coli proteinlerinden tiirevlenmistir: HyaA,
hidrojenaz I’in kiiclik alt iinitesi; TorA, trimetilamin N-oksit rediiktaz; FdnG, format
dehidrojenaz-N’in katalitik alt iinitesi; Sufl, bilinmeyen fonksiyona sahip bir protein; DmsA,
dimetilsiilfoksit rediiktazin katalitik alt tinitesi; ppPA, prepropenisilin asilaz. Rezidiiler, koyu
harfle gosterilen korunmus twin-arginin motifiyle kiyaslanmistir. h-bolgesinin alt1 ¢izilmis

(Palmer and Berks, 2003).

1.5.4 Penisilin asilazin endiistriyel 6nemi

Penisilinler, diinya antibiyotik marketi degerlendirildiginde; yaklasik %19’luk
pay1 olusturmakta olup; bakteriyel hiicre duvari {izerine {istiin inhibe edici eylemleri,
genis bir spektrumda antibakteriyel aktivite gdstermeleri, diisiik toksisiteleri ve
cesitli bakteriyel soylara karsi dstiin etkileri ile en yaygin kullanilan B-laktam
antibiyotiklerdir. Bununla birlikte, bu antibakteriyellerin asir1 kullanimi, direngli
patojenlerin gelisimine izin verir. Halen, direnclilik probleminin iistesinden gelmek
icin en etkili metotlardan birisi, yeni yar1 sentetik antibiyotiklerin kullanimidir. Bu
yeni yar1 sentetik antibiyotikler, daha az yan etkiye, azaltilmis bir toksisiteye,
patojenlere kars1 daha biiyiikk secicilige, daha genis antimikrobiyal etkiye ve

tyilestirilmis farmakolojik 6zelliklere sahiptir.

Yeni yar1 sentetik penisilinlerin bircogu, esas olarak dogal benzil penisilinin
enzimatik veya kimyasal deasilasyonu (Chisti and Moo-Young, 1991) araciligiyla
ortaya ¢ikan 6-aminopenisilanik asitten (6-APA) olusur. 6-APA iretmek igin
kimyasal metotlar ¢evresel agidan sorumluluk ister. Ciinkii piridin, fosfor pentaklorid

ve nitrosilklorid gibi zararli kimyasallarin kullanimini gereksinir (Matsumotko,
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1993). Aksine, enzimatik degisim bolgesel- ve stereo-spesifik olup, reaksiyon
kosullar1 1limlidir. Kimyasal ve enzimatik islemler aracilifiyla 6-APA iiretiminin
maliyeti kiyaslandiginda, enzimatik siire¢ en azindan %9 daha ucuzdur (Anon,
1992). Eger enzimatik hidroliz sonucu elde edilen 6-APA iiretimi, fermentasyon
araciligiyla penisilin G {iretimiyle biitiinlestirilirse, daha yiiksek (%20) kazang

saglanabilir.

6-APA icin SCRIP (1987) tarafindan tahmin edilen talep 2000 yilinda 7000
ton’dur. 6-APA’nin {icreti, yari-sentetik penisilinlerin iiretim maliyetini etkilemekte
olup, 6-APA iiretim teknolojisini iyilestirmeye yonelik siirekli bir c¢aba soz
konusudur. lyilestirilmis o6zgiilliigii, aktivitesi, safligi ve kararhligi ile pahali
olmayan enzim katalistlerinin mevcut olmasi, 6-APA ve yari-sentetik penisilinlerin
{iretim masrafi ile immolize enzim maliyetini azaltabilir. Immobilize edilmis
penisilin G asilaz esas olarak bu siire¢ i¢in gerekli olup, diinya c¢apinda 6-APA
tretiminin %88’ini saglarken, geriye kalan kisim immobilize penisilin V asilaz
tarafindan tretilmektedir (Vandamme, 1998). Penisilin V’nin maliyetinin penisilin
G’den yaklagik olarak %10-15 daha yiiksek olmasi nedeniyle (Shewale ve ark.,
1997), 6-APA iiretimi i¢in substrat olarak penisilin G tercih edilmekte olup; penisilin
asilazin immobilizasyonu i¢in adsorpsiyon, fiber entrapment, mikroenkapsiilasyon,
capraz baglama, birlikte polimerizasyon ve kovalent baglanma gibi metotlar

kullanilmaktadir (Shewale and Sivaraman, 1989).

1.5.5 PA’nin fazla miktarda iiretimi icin stratejiler

pac genini tasiyan soylarin Uretimini artirmak i¢in geleneksel mutasyon
teknikleri bagaril1 bir sekilde uygulanmigtir. Rastgele mutagenezi takiben PA’y1 fazla
miktarda {ireten soylarin taramasi  gergeklestirilmistir.  N-metil-N'-nitro-N-
nitroguanidin (MMNG) muamelesi sonrasi Serratia marcescens yayma teknigi
kullanilarak olusan inhibisyon zonunun biiyiikliigline dayali bir tarama yapilmis ve
E. coli ATCC 11105 soyundan 4 kat daha fazla PA iireten bir mutant izole edilmistir
(Erarslan ve ark., 1991). Bunun yani sira penisilin G’ye asir1 duyarliliga dayanilarak

bircok mutant soy izole edilmis ve ana soya gorece daha yiiksek aktivite veren
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soy/soylar belirlenmistir. Diger bir uygulama ise katabolit represyona direngli
mutantlart olusturmak icin kiiltiir ortamina glukoz eklenmesi ve daha yiiksek PA

tiretiminin elde edilmesidir (Shewale ve ark., 1989).

Ancak pac geninin kesin ve dogrudan bir bigimde klonlanmas1 ve ekspresyonu
rekombinant DNA teknolojisi sayesinde olmustur. En dogrudan strateji gen dozajini
artirmaya yoOnelik olarak pac genlerinin ¢ok kopyali plazmit vektorlerine
klonlanmasidir. E. coli (Oh ve ark., 1987; Chou ve ark., 1999; Giimiisel ve ark,
2001), A. viscosus (Ohashi ve ark., 1989), P. rettgeri (Daumy ve ark., 1985), K.
citrophila (Barbero ve ark., 1986), B. megaterium (Meevootisom ve ark., 1987,
Martin ve ark., 1995) ve A. faecalis (Verhaert ve ark., 1997)’den pac genleri basarili
bir sekilde klonlanmustir.

Cesitli kaynaklar arasindan E. coli PA’s1 en iyi tanimlanmis ve endiistriyel
uygulamalar i¢in en genel kullanilanlardan biri olup; tiretimi i¢in yeni teknolojilerin
gelistirilmesinin gerekliligi énemle vurgulanmaktadir. Bunun nedeni PA iiretiminin
bazi faktorler tarafindan sinirlandirilmasidir: 1) PA’nin sentezi i¢in disiik sicakligin
tercih edilmesi nedeniyle, kiiltiirleme genellikle bakteri hiicre iiremesi i¢in optimal
olmayabilecek diisiik bir sicaklikta (30 °C’tan az) gergeklestirilir. 2) Uyarim
amaciyla, bakteri kiiltiirliniin biiytitiildigi besiyerine genellikle asiditeyi uyarmasi
nedeniyle hiicre iiremesini inhibe etmeye egimli fenilasetik asit (PAA) eklenir. 3)
Yine bircok E. coli kiiltiirii i¢in etkili bir enerji saglayici olarak hizmet eden
glukozun eklenmesinden; PA’nin sentezi glukoz tarafindan katabolit represyona
meyilli oldugundan sakimilir. 4) Uygun bir konakg¢i/vektor sisteminin kullanilmasi
kompleks translasyon sonrasi adimlar nedeniyle PA iiretiminde ¢ogunlukla Kritiktir.
5) E. coli PA’sinin fazla miktarda iiretimi proteinin toksik etkisi nedeniyle hiicre
fizyolojisi ve tremeyi negatif olarak etkiler. 6) Klonlamada kullanilacak pac
operonunun DNA fragmaniin se¢imi rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak

aktif PA tretilmesinde Kritiktir.

E. coli’nin pac geninin transkripsiyonu pac diizenleyici bolgesindeki belli

DNA bazlar1 nedeniyle, pac mRNA’smin translasyonu ise ribozoma baglanma
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bolgesi (RBS) ve baglama kodonu arasindaki sadece 4 bazlik kisa mesafe nedeniyle
smirhdir. pac geninin giiclic promotorlarin kontrolii altina yerlestirilmesi ve RBS ile
baslama kodonu arasindaki mesafenin degistirilmesi transkripsiyon ve translasyon
etkinligini iyilestirmekte, sonugta PA iiretimi 6nemli oranda artmaktadir (Chou ve

ark., 1999).

PA diretimi translasyon sonrasi diizeyde ise birbiri ile yarisan iki siireg
tarafindan kontrol edilmektir: preproPA’nin hiicre i¢i proteolizizi ile PA’nin aktif
translokasyonu ve olgunlagsmasi. Sentezlenen pre-pro-enzimin %80’den fazlasinin
sitoplazmada meydana gelen hiicre i¢i proteoliziz tarafindan kaybolabilecegi
gosterilmistir (Ignatova ve ark. 2000). E. coli’de PA’nin fazla miktarda tretimi
sirasinda karsilagilan bir diger 6nemli problem ise PA Onciillerini igeren ve esas
olarak periplazmaya yerlesmis inkliizyon cisimciklerinin olusumudur (Scherrer ve
ark., 1994; Sriubolmas ve ark., 1997). Hiicrenin tasima kapasitesinin artmasi ya da
hiicre i¢i proteoliziz oraninin azalmasi PA iriiniinii ciddi oranda artirabilmektedir
(Ignatova ve ark., 2000). Yapilan ¢alismalarla, disaridan DegP eklenmesinin énemli
Olclide periplazmik proPA inkliizyon cisimciklerinin miktarini azalttigi, hiicre
fizyolojisini iyilestirdigi ve E. coli’de rekombinant PA {iretimini artirdigt
ispatlanmistir (Lin ve ark., 2001; Pan ve ark., 2003). Dolayisiyla etkin bir PA {iretimi
icin, gen ekspresyon adimlar1 (transkripsiyon, translasyon ve translasyon-sonrasi
modifikasyon) siiresince her bir adimin etkinliginin iyilestirilmesine ilave olarak

dengelenmis bir protein sentez akis hizinin saglanmasi 6nemlidir.

1.6 Tezin Amaci

Esherichia coli halen biyomedikal sektoriinde proteinlerin gen ekspresyonu
icin faydali bir konak¢i olmayi siirdiirmektedir. E. coli’nin molekiiler biyolojisi
oldukca temel ve biyoteknolojik amacghi kullanima elverisli olmasina karsin;
translasyon stirecinin ilk asamalarinin ¢alisilmasi translasyon mekanizmasi ve gen

ekspresyonunun baslangicinin daha iyi anlagilmasi agisindan ¢ok 6nemlidir.
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Bakterilerde gen ekspresyon diizeyi, hiicre i¢i mRNA konsantrasyonu ve
kararliligi, ikincil yapi, tRNA havuzu, kodon igerigi ve ribozom translasyon
kompleksi araciligiyla bu kodonlarin translasyonunun etkinligi gibi bir¢ok faktoriin
birlikteligi neticesinde ortaya ¢ikar. Daha Once yapilan c¢alismalar translasyon
etkinligi ve gen ekspresyonu iizerine biitiin bu faktorlerin 6nemini gostermistir. Bu
calismada SD bolgesi, SD ve AUG baglama kodonu arasindaki ara bolge (spacer
region) ve baslama kodonunun hemen asagisindaki bolgenin (downstream region)
kodon igerigine odaklanarak, bu boélgelerin penisilin asilaz gen ekspresyonu iizerine
etkileri aragtirllmistir. Buna gore tez c¢alismasinda temel olarak sunlar analiz

edilmistir:

e Penisilin asilaz geninde birbiriyle Ortiistigii varsayilan iki SD bolgesinden
birinin elimine edilerek, daha kisa bir SD motifi varliginin,

e Literatiire gore normalden daha kisa olan AUG baslama kodonu ve SD
arasindaki mesafenin kodon igeriginin AT ce zenginlestirilerek uzatilmasinin,

e Daha onceki g¢alismalara dayanilarak E. coli gen ekspresyonunda onemli
oldugu ifade edilen ve tercthen AAA olan ikinci kodonun, daha az kullanilan
nadir bir kodon AGA’ya degistirilmesinin,

e +4 pozisyonundaki arjinin rezidiisiinin lizine degistirilerek baglama
kodonundan hemen sonraki bolgenin (DR) kodon igeriginin A’ca
zenginlestirilmesinin,
gen ekspresyonu lizerine etkilerinin incelenmesi ve,

e Ozellikle pac geni sinyal dizisinde yapilan mutasyonlarm, PA’nin
translokasyonu {izerine etkisinin irdelenmesi,

e pac geninin TIR bdlgesine PCR araciligiyla yerlestirilen mutasyonlarin PA
tiretimi tizerine etkilerinin yaban ve -35 bolgesi mutasyona ugratilmis Pjac
tasiyan yiliksek kopya sayili pUC19/pUC19,,. vektorlerinde, 6nciil enzimin
taginmasi lizerine etkilerinin ise diisiik kopya sayili pMMB208-temelli

klonlarda degerlendirilmesi.
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2 Gerec¢ ve Yontemler

2.1 GERECLER

2.1.1 Kimyasallar

2.1.1.1 Kaullanilan kitler ve enzimler
DNA orneklerinin izolasyonu ve saflastirilmasi i¢in Promega Wizard PCR
Preps kit (A7170) ve Wizard MiniPrep kit (A7100) kullanildi. Dizi analizi

calismalarinda kullanilan materyaller, Beckman Coulter®’dan saglandi.

Cizelge 2.1. Kullanilan restriksiyon enzimler ve tamponlari

Kullanilan Enzimler | Tamponlari

Hind III (40 U/ul) | Buffer B (Roche)

EcoRI (40 U/ul) Buffer H (Roche)

EcoNI (10 U/ul) | Buffer R (MBI Fermentas)

PstI (40 U/ul) | BufferH (Roche)

Hpal (10 U/ul) | Buffer A (Roche)

Ncol (10 U/ul) Buffer H (Roche)

Kpnl (10 U/ ul) | Buffer L (Roche)

Xbal (10 U/ ul) | BufferH (Roche)

2.1.2 Besiyerleri

Bakteri kiiltiirlerinin  biiyiitiilmesi i¢in asagidaki besiyerleri hazirlandi.

Besiyerlerinin timii otoklavda 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilerek kullanildu.
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e LB Besiyeri (11t)
(Luria-Bertani)

10 g Nutrient Broth (Difco, 234000); 5 g maya oziitii (Merck, 1.03753); 8 g NaCl
(Merck, 1.06400.1000); 0.52 g Tris base (Sigma, T-1503) distile su ile 1 It’ye
tamamlanir.

e LB Agar Besiyeri (1 It)

10 g Nutrient Broth (Difco, 234000); 5 g maya o6ziitii (Merck, 1.03753); 8 g NaCl
(Merck, 1.06400.1000) 1 1t’ye su ile tamamlanir. 15 g agar (BD, 214010) eklenir.

e Kazein Besiyeri (1 It)

8 g maya oziti (Merck, 1.03753); 4 g kazein hidrozilat (Gibco, 50014-026); 4.2 g
K,HPO4 (Merck, 1.05101.1000); 3 g KH,PO, (Riedel, 04243) dH,0 ile 1 litreye
tamamlanir.

e Top agar (200 ml)

2 g Nutrient broth, 1 g yeast extract, 1.6 g NaCl, 0.104 g Tris base 200 ml dH,O
icinde c¢oziilerek 1.4 g agar eklenir.

2.1.3 Tampon ve soliisyonlar

e TE buffer
10 mM Tris-HCI (pH 7.5)

0.1 mM EDTA (Sigma, E 5134)

e TAE (50X)
242 g Tris baz (Sigma, T-1503)
57.1 ml Glasiyel asetik asit (Merck, 1.00063)
100 ml 0.5 M EDTA

Soliisyon kullanmadan 6nce dH,0 ile 1X’e seyreltilir.
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e 2M Tris

24.2 g Tris baz (Sigma, T-1503) 50 ml dH,O ile ¢o6ziiliir. Konsantre HC1 (Merck,
1.00314) eklenerek pH istenilen degere getirilir. Hacim dH;O ile 100 ml’e
tamamlanir. 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir ve +4 °C’ta saklanir.

e Agaroz Jel yiikleme boyasi (6X)

%0.15 Bromofenol Blue (Sigma, B-6131)

%30 Sukroz (Sigma, S-0389) veya gliserol (Riedel 15524)
dH-0 ile hazirlanir.
e Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

1 g etidyum bromiir (Sigma, E-7637) 100 ml deiyonize suya eklenir. Manyetik
karistiricida birkag saat karistirilarak ¢oziildiikten sonra filtre edilir. Koyu renkli bir
sisede saklanir.

e Maksiprep plazmit DNA izolasyonu icin GET (50 ml)
50 mM Glukoz (Sigma, S-8270)
10 mM EDTA
25 mM Tris-HCI, pH 8.0

dH,0 ile ¢oziilerek, 121 °C’ta 20 dk. otoklav yapilir.

e TENS

0.5mM EDTA

50 mM NaOH (Merck, 1.06462)
9%0.25 SDS (Sigma, 5750)

40 mM Tris-HCI, pH 8.0

dH,0 ile ¢oziilerek, 121 °C’ta 20 dk. otoklav yapilir.
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e STET
%8 sukroz
%?5 TritonX100 (Sigma, T8532)
50 mM Tris-HCI, pH 8.0
50 mM EDTA
e 3M NaAc, pH5.2

81.64 g NaAc.3H,0 (Riedel, 25022) 100 ml dH,0 iginde ¢oziliir. Glasiyal asetik asit
ile pH 5.2°¢ ayarlanarak, hacim 200 ml’e tamamlanir. 121 °C’ta 20 dk. otoklav
yapilir.

e Kompetan hiicre hazirlamak i¢cin TSS

%85 LB

%10 PEG 8000 (Sigma, P-2139)

%5 DMSO (Sigma, D-5879)

50 mM MgCl, (Merck, 1.05832)
Cozelti otoklavlanip +4 °C’ta 2 haftaya kadar saklanabilir.
e IPTG

0.119 g IPTG (Fermentas, R0392) 5 ml dH,0 iginde ¢oziilerek, 0.2 uM’lik filtreden
gecirilir. -20 °C’ta saklanir.

e %30 Akrilamit/%1 Bisakrilamit
30 g akrilamit (Sigma, A 8099)
1 g bisakrilamit (Biorad, 161-0201)

70 ml dH,0O ile ¢oziilerek, hacim 100 ml’e tamamlanip Whatman 3MM filtre
kagidindan siiziiliir. +4’ta 15181 ge¢irmeyen koyu renkli bir sisede saklanilir.
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e %10 APS (Amonyum persiilfat)

0.1 g amonyum persiilfat (Biorad, 161-0700) 1 ml dH,O ile ¢oziilerek, -20 °C’ta
saklanir.

e SDS-PAGE o6rnek tamponu
% 10 Gliserol (v/v)
2 mM EDTA
%1 2-mercaptoethanol (v/v) (Sigma, M-6250)
%1 SDS (w/v)
% 0.02 Bromophenol blue (w/v) (Sigma, B-6131)
50 mM Tris-HCI, pH 6.8

e SDS yiiriitme tamponu (5x)

15.1 g Tris baz, 72 g Glisin (Sigma, G 7126), 5 g SDS dH,0 i¢inde ¢6ziilerek; hacim
11t’ye tamamlanir. 1x yiiriitme tamponu hazirlamak i¢in 5x stok tamponundan 50 ml
450 ml dH,O’ya eklenir.

e SDS-PAGE jelleri icin boyama cozeltisi

Coomassie blue R250 (Sigma, B-7920) boyasi, %45 (v/v) saf etanol, %45 (v/v)
dH,O and %10 (v/v) glasiyal asetik asit (Riedel, 27225) iginde %0.25 (w/v)
Coomassie blue R250 igerir.

e SDS-PAGE jelleri icin aritma ¢ozeltisi

%5 asetik asit, %50 etanol (Merck, 1.11727) igerir.



e Western-blot transfer buffer
Tris Base 17.4 g (48 mM)
Glisin 8.7 g (39 mM)
SDS 1.11 g (% 0.037)
%20 Metanol (600 ml) (Riedel, 32313)

Hacim 3 litreye tamamlanir.

e Phosphate Buffered Saline (PBS)
8 g NaCl
0.2 g KCI
1.44 g Na,HPOA4

0.24 g of KH,PO

pH 7.4’e ayarlanarak dH,0O ile 1 litreye tamamlanir.

e NaCl/Tris
150 mM NacCl
50 mM Tris base

dH-,0 ile hacim 500 ml’e tamamlanir.

e Doyurma cozeltisi
% 5 BSA (Sigma, A7906)

% 0.01 Antifoam A

48
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% 0.02 NaN3 (Sigma, S-2002)
% 0.02 Tween 20 (Sigma, P-1379)

PBS ile ¢oziilerek hacim 35 ml’e tamamlanir.

e Anti-antikor ¢ozeltisi
%5 BSA (Sigma, A7906)
5 ul Anti-antikor (Sigma, Anti-Mouse 1gG A3688)

Hacim NaCl/Tris ¢ozeltisi ile 10 ml’e tamamlanir.

e Alkalen Fosfataz Tamponu
100 mM NaCl
5 mM MgCl,
100 mM Tris base

pH 9.5’a ayarlanarak hacim dH0O ile 100 ml’ tamamlanir.

e Lizozim (10 mg/ml)

10 mg lizozim (Roche, 1 243 004) 1 ml 10 mM Tris-HCI (pH 8.0) i¢inde ¢oziilerek,
0.2 um’lik filtreden gegirilip, -20 °C’ta saklanir.

e Tris-HCI/Gliserol Tampon

25 ml 2 M Tris-HCI, pH 8.0 ve 0.575 ml %80 gliserol (10 mM) dH,0 ile 500 ml’e
tamamlanir.

e 100 mM CaCl,

7.35 g CaCl; (Sigma C-3306) dH,0 iginde ¢oziilerek hacim 500 ml’e tamamlanir.
121 °C’ta 20 dk. otoklav yapilir.
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e 0O5MEDTA,pHS8.0

37.22 g EDTA 150 ml dH,0 iginde ¢oziiliir. NaOH kullanilarak pH 8.0’¢ ayarlanir.
Hacim dH0 ile 200 ml’e tamamlanir. 121 °C’ta 20 dk. otoklav yapilir.

e 50 mM Fosfat Tampon, pH 8.0

50 mM KH,PO,4 dH,0 iginde ¢oziilerek pH 8.0’¢ ulasincaya kadar tizerine 50 mM
K;HPO, yavasca eklenir.

e Asetat Tampon

240 ml asetik asit (Riedel, 27225) dH,0 ile 1200 ml’e tamamlanir. Diger yandan, 1.2
g NaOH dH,0O iginde c¢oziillerek 600 ml’e tamamlanir. Hazirlanan iki ¢ozelti
birlestirilerek karistirilir.

e p-dimetilaminobenzaldehit (PDAB) cozeltisi

PDAB (Sigma, D-2004)’in metanoldeki (Riedel, 32313) % 0.5 (agirlik/hacim)
¢Ozeltisi taze olarak hazirlanir.

e Penisilin G

PenG soliisyonu, son konsantrasyonu 15 mM olacak sekilde 50 mM pH 8.0
potasyum fosfat tampon igerisinde ¢oziilerek hazirlanir.

2.1.4 Antibiyotikler

e Ampisilin (10 mg/ml)

1 g ampisilin (Roche, 10 835 269 001) 100 ml distile su i¢inde ¢oziiliir. 0.2 pm’lik
filtreden (Sartorious, 0102 1103) gecirilerek sterilize edilir. Alikotlar halinde -20
°C’ta saklanir.

e Kloramfenikol (20 mg/ml)

100 mg kloramfenikol (Sigma, C0378) 5 ml %100 etanol i¢inde ¢oziiliir. Alikotlar
halinde ve 1s1iktan koruyarak -20 °C’ta saklanir.

2.1.5 Bakteriyel soylar ve plazmitler

Calismada kullanilan bakteriyel soylar Cizelge 2.2°de verildigi gibidir.



Cizelge 2.2. Bakteriyel soylar ve plazmitler

o1

Soy, plazmit Genotip Referans/ Kaynak
Escherichia coli
JM109 F' traD36 proA™B* lacl® Pharmacia
A(lacZ)M15/A(lac-proAB) ginV44 el4-
gyrA96 recAl
relAl endAl thi hsdR17
MC4100 F araD139 AlacU169 relAl rpsL150 Dr. Albert Bolhuis
thi mot flb5301
deoC7 ptsF25 rbsR
JARV15 (MC4100 AtatA AtatE) Dr. AlbertBolhuis
B1LKO (MC4100 AtatC) Dr. Albert Bolhuis
DADE (MC4100 AtatABCDE) Dr. Albert Bolhuis

S. marcescens
27117
Plazmit
pUC19

pUC19|ac-

pUCpac2.6

pUC, -pac2.6

pPMMB208

Cok amagl klonlama vektorii, Ap'

-35 bolgesinde mutasyon tastyan

pUC19 vektorii, Ap'

2.6-kb pac geni Xbal-Kpnl sitleri
arasinda pUC19 iizerinde, Ap'

2.6-kb pac geni Xbal-Kpnl sitleri
arasinda pUC19),. lizerinde, Ap'

Ekspresyon vektorii, Cm'

ATCC

Vieira and Messing,
1985

Issever Oztiirk, 2002

Bu c¢alisma

Bu c¢alisma

Dr. Michael
Bagdasarian
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pac9.5-pEMBLY"

pac3.5/pUC19
(Pacw)

Spac/pUC19

pUCIac-'
pac2.60A4

PUC -
pac2.60A5

pUCIac-'
pac2.60A6

pUCIac-
pac2.6-OA7

ATCC 11105 soyuna ait pac genini
iceren 9.5 kb’lik fragmani tagiyan
vektor, Ap'

Yaban tipi pac genini igeren 3.5-kb’lik
fragman1 ECORI-HindIII sitleri arasinda

tastyan pUC19 tiirevi, Ap'

SD-AUG arasindaki bolgede mutasyona
sahip pac genini igeren 3.5-kb’lik
fragman1 ECORI-HindIII sitleri arasinda

tastyan pUC19 tiirevi, Ap'

SD dizisi kisaltilmis ve SD-AUG arasi
degistirilmis 2.6-kb pac genini Xbal-
Kpnl sitleri arasinda tagiyan pUC19j5c
tiirevi, Ap"

SD-AUG arasi uzatilmis 2.6-kb pac
genini Xbal-Kpnl sitleri arasinda tasiyan
pUC19|aC- tﬁreVi, Apr

SD-AUG aras1 ve 2. kodonu
degistirilmis 2.6-kb pac genini Xbal-
Kpnl sitleri arasinda tagiyan tasiyan

PUC19),. tiirevi, Ap'

SD-AUG aras1 ve 4. kodonu
degistirilmis 2.6-kb pac genini Xbal-
Kpnl sitleri arasinda tagiyan tasiyan

pU Clg|ac- tﬁreVi, Apr

Giimiisel ve ark.,
2001

Glimiisel ve ark.,

2001

Issever Oztiirk, 2002

Bu calisma

Bu c¢aligma

Bu ¢alisma

Bu calisma
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pU C|ac-'PACOA4

pU C|ac-'PACOA5

pUC,,c -PACOAG

pU C|ac-'PACOA7

pUCpac2.60A4

pUCpac2.60A5

SD dizisi kisaltilmis ve SD-AUG arasi
degistirilmis pac genini i¢eren 3.5-kb
fragmani1 Xbal-ECORI sitleri arasinda

tastyan pUC19y,. tiirevi, Ap'

SD-AUG arasi uzatilmig pac genini
iceren 3.5-kb fragman1 Xbal-EcoRI
sitleri arasinda tasityan pUC19)y " tiirevi,

Ap'

SD-AUG aras1 ve 2. kodonu
degistirilmis pac genini i¢eren 3.5-kb
fragman1 Xbal-EcoRI sitleri arasinda
tastyan pUC19y,. tiirevi, Ap'

SD-AUG arasi ve 4. kodonu
degistirilmis pac genini i¢eren 3.5-kb
fragman1 Xbal-EcoRI sitleri arasinda

tastyan pUC19y,. tiirevi, Ap'

SD dizisi kisaltilmis ve SD-AUG arasi
degistirilmis 2.6-kb pac genini Xbal-
Kpnl sitleri arasinda tagiyan pUC19
tiirevi, Ap'

SD-AUG arasi uzatilmis 2.6-kb pac
genini Xbal-Kpnl sitleri arasinda tasiyan
pUCI109 tiirevi, Ap'

Bu calisma

Bu calisma

Bu ¢alisma

Bu calisma

Bu calisma

Bu calisma
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pUCpac2.60A6

pUCpac2.60A7

pUC-PACOA

pUC-PACOA4

pUC-PACOA5

pUC-PACOA6

PUC-PACOA7

SD-AUG aras1 ve 2. kodonu
degistirilmis 2.6-kb pac genini Xbal-
KpnlI sitleri arasinda tagiyan tagiyan

pUC19 tiirevi, Ap'

SD-AUG aras1 ve 4. kodonu
degistirilmis 2.6-kb pac genini Xbal-
Kpnl sitleri arasinda tagiyan tasiyan

pUCI109 tiirevi

Yaban tipi pac genini igeren 3.5-kb’lik
fragman1 Xbal-EcoRl sitleri arasinda

tastyan pUC19 tiirevi, Ap'

SD dizisi kisaltilmis ve SD-AUG arasi
degistirilmis pac genini i¢eren 3.5-kb
fragman1 Xbal-EcoRI sitleri arasinda
tastyan pUC19 tiirevi, Ap'

SD-AUG arasi uzatilmis pac genini
iceren 3.5-kb fragmani Xbal-EcoRl
sitleri arasinda tagiryan pUC19 tiirevi,

Ap'

SD-AUG aras1 ve 2. kodonu
degistirilmis pac genini i¢eren 3.5-kb
fragman1 Xbal-EcoRI sitleri arasinda
tastyan pUC19 tiirevi, Ap'

SD-AUG aras1 ve 4. kodonu
degistirilmis pac genini i¢eren 3.5-kb
fragman1 Xbal-EcoRI sitleri arasinda
tastyan pUC19 tiirevi, Ap'

Bu calisma

Bu ¢alisma

Bu calisma

Bu calisma

Bu calisma

Bu calisma

Bu caligma
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pMMB-PACwt

pMMB-PACOA4

PMMB-PACOAS5

PMMB-PACOA6

pMMB-PACOAY

pacy:’a ait 3.5-kb’lik fragman
EcoRI/Hindll1 sitlerinden pMMB208

iizerinde, Cm'

Mut4’ii tasiyan pac genini igeren 3.5-
kb’lik fragman EcoRI/HindllI
sitlerinden pMMB208 {izerinde, Cm'

Mut5’1 tagtyan pac genini igeren 3.5-
kb’lik fragman EcoRI/HindllI
sitlerinden pMMB208 iizerinde, Cm'

Mut6’y1 tagiyan pac genini igeren 3.5-
kb’lik fragman EcoRI/HindllI
sitlerinden pMMB208 iizerinde, Cm'

Mut7’yi tagiyan pac genini igeren 3.5-
kb’lik fragman EcoRI/HindllI
sitlerinden pMMB208 iizerinde, Cm'

Bu calisma

Bu ¢alisma

Bu calisma

Bu calisma

Bu ¢alisma

Satl

Sspl

Sekil 2.1. pUC19 vektor haritas1 (Vieira and Messing, 1985).

HindIIl
Sph
P=d
Sal
Thal
EamHL
Smal
Eprl
Sacl
EccRI
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Sekil 2.2. pMMB207 vektor haritasi (Morales ve ark., 1991). pMMB208,
pMMB207°den farkli olarak ¢oklu klonlama bélgesini Hindlll siti Ptac’a yakin olacak
sekilde icermektedir.

Cizelge 2.3. Primer dizileri

Ismi Dizisi (5'—3") EKB

PA6  5-TACGCCTGCCAGAGGTAATTATATGAAAAATAGAAATCG -3 EcoNI
PA7 5-TACGCCTGCCAGAGGAAAAATTATATGAAAAATAGAAATCG-3' EcoNI
PA8 5-TACGCCTGCCAGAGGAAATTATATGAGAAATAGAAATCG-3' EcoNI
PA9 5-TACGCCTGCCAGAGGAAATTATATGAAAAATAAAAATCG-3' EcoNI

PA10 5-TACGCCATGGTGCCCACAAATATCAT-3 Ncol
PA1l 5-TGCCGTCTAGACGTTGCTAGTATCAATTCG-3' Xbal
PA12 5-TCCGGGGTACCTTATCTCTGAACGTGCAACAC-3' Kpnl
PAl14 5-TACGTGGTACCTTAAGCCCGAAAGCCCTCA-3 Kpnl
PA16 5-TACGTGAATTCCGGCGAAGTCTCCGTTG-3' EcoRl

*EKB: Primerin icerdigi Enzim Kesim Bolgesi
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2.2 YONTEMLER

2.2.1 Bakteriyel iireme kosullar

Siv1 kiiltiirler -20 °C stoktan asilanarak baslatildi ve DNA izolasyonu i¢in 37
°C’ta gece boyu 200 devir/dakika c¢alkalama ile uygun antibiyotik igceren LB
besiyerinde biiyiitiildii. Ekspresyon c¢alismalar1 i¢in 100 ml ve 250 ml’lik erlenler
kullanilarak, -20 °C’tan asilanan kiiltlirler 26 °C’ta 100 devir/dakika ¢alkalama ile
uygun antibiyotik eklenmis kazein besiyerinde biiyiitiildii.

2.2.2 Plazmit DNA izolasyonu

2.2.2.1 Maksiprep plazmit DNA izolasyonu

Maksiprep plazmit DNA izolasyonunun bir giin dncesinde 2 ml LB-ampisilin
besiyerlerine -20 °C stoktan E. coli pUC19 ve pUC19j,. kiiltiirlerinden 20 pl
eklenerek 37 °C’ta 220 devir/dakika’da calkalanarak giin boyu ¢ogalmaya birakildi.
Aksam biiyliyen kiiltiiriin 500 pl’si, 50 ml LB-ampisilin besiyerine eklenerek, 37
°C’ta 220 devir/dakika calkalama ile gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin, biiyiiyen
50 ml’lik kiiltiir, 7000 devir/dakika’da 4 °C’ta 15' santrifiij edildi. Ust sivi
dokiildiikten sonra, 1250 pl GET iginde ¢oziilen pelete 5 mg lizozim eklenerek, oda
1s1sinda 5 ' bekletildi. Daha sonra 2.5 ml 0.2 M NaOH, % 1 SDS eklenerek 5', 1875
ul 3M NaAc (pH 5.2, son konsantrasyonu 1 M) eklenerek 35' buzda inkiibe edildi.

10 000 devir/dakika’da 10' santrifiij sonrasi, ~ 5 ml {ist s1v1 yeni bir santrifijj
tiipline aktarilarak tizerine 2 kati hacimde % 100 etanol (-20 °C) eklendi ve -20 °C’ta
15' bekletildi. Siire bitiminde 8000 devir/dakika’da 15' santrifiij edilen tiiplerden iist
stvi atildi ve pelet 500 pl TE i¢inde ¢oziilerek eppendorf tiiplerine 250°ser pl
dagitildi. 65 °C’ta 5' inkiibe edilen ve 1' kuvvetlice vortekslenen her bir tiipe 0.3 M
son konsantrasyonda NaAc (pH 5.2) ve % 100 EtOH eklenerek -20 °C’ta 15-20
dakika birakildi. 13.000 devir/dakika’da 4 °C’ta 15' santrifiij edildikten sonra {ist siv1
atilarak, pelet % 100 EtOH ile yikandi. Tekrar 13.000 devir/dakika’da 15'
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santrifiijden sonra iist siv1 pastor pipeti ile ¢ekilerek, pelet liyofilizatorde kurutuldu.
Her bir tiipe ait pelet 50 pl dH,O ile ¢oziilerek tek bir tiipte toplandi. Tiipler tekrar 50
ul dH,O ile yikand1 ve yikama soliisyonu da ayni tiipe eklenerek, 65 °C’ta 5' inkiibe
edildi. Elde edilen DNA’nin 1 pl’si % 1’lik agaroz jele yiiklenerek DNA miktari
kontrol edildi.

2.2.2.2 AlKkali Liziz (TENS) Yontemi ile miniprep plazmit DNA izolasyonu

Ampisilin iceren 2 ml LB besiyerine tek koloni asilanarak 12-16 saat siireyle
37 °C’ta 200 devir/dakika ¢alkalama ile biiyiitiildii. ~1.5 ml biiylimiis hiicre kiiltiirii
eppendorf tiipe aktarilarak 4 °C’ta 13 000 devir/dakika’da 20 saniye santrifiijlenerek
¢oktiiriildii. Ust sivi tiipte 50-100 pl besiyeri kalacak sekilde dokiildii. Pelet tiipte
kalan LB besiyeri iginde c¢alkalanarak c¢oziildii. Olusan karigima 300 pul TENS
cozeltisi eklenerek kuvvetlice vortekslendi. Daha sonra 150 pul 3 M sodyum asetat
(pH 5.2) eklenerek 13 000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiijlendi ve {ist siv1 temiz
bir ependorf tiipiine aktarilarak, plazmit DNA kromozomal DNA ve hiicre
kalintilarindan arindirildi. Elde edilen DNA ¢o6zeltisine 900 pl -20 °C’ta sogutulmus
%100 etanol eklenerek 15 dakika -20 °C’ta bekletildikten sonra, tiipler 13.000
devir/dakika’da 15 dakika santrifiijlendi. Ust sivi vakumla gekilip atildiktan sonra
DNA peleti 50 pl -20 °C’ta sogutulmus %70 etanol ile yikanarak 13.000
devir/dakika’da 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi st sivi vakumla alinarak,

pelet liyofilizatorde kurutulduktan sonra 50 pl dH,O ile ¢oziilerek kullanildi.

2.2.2.3 Kaynatma ile lizis (STET) yontemi ile miniprep plazmit DNA

izolasyonu

10 ml ampisilinli (10pug/ml) LB besiyeri tek koloni ile asilanarak 37 °C’ta
calkalayicilt inkiibatérde gece boyu biiyiitiildii. Hiicreler 4 °C’ta 4000 devir/dakikada
20 dk. santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Ust s1vi vakum ile ¢ekilip atildiktan sonra pellet
400 pl STET ¢ozeltisi icinde ¢oziildii. Eppendorf tiipe aktarilan hiicrelere spatiil
ucuyla az miktarda toz lizozim ya da 25 pl lizozim soliisyonu (10 mg/ml)

eklendikten sonra, tiipler hemen vortesklenerek, kaynayan su banyosunda 45 saniye
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bekletildi. Oda 1sisinda 13000 devir/dakikada 15 dakika santrifiij edilen ornekteki
kromozomal DNA ve hiicre kalintilari, steril bir kiirdan ile alinarak atildi. Plazmit
DNA’ya 2.5 M amonyum asetat ve 1 ml izopropanol (-20 °C’ta sogutulmus)
eklenerek, -20 °C’ta 15-20 dk. bekletildikten sonra 13000 devir/dakikada, 4 °C’ta 20
dakika santrifiij edildi. Ust siv1 vakumla cekildikten sonra liyofilizatérde kurutulan

DNA peleti 50 ul dH,0 i¢inde ¢oziildii.

2.2.2.4 Wizard® plazmit miniprep Kkit. kullanarak plazmit DNA izolasyonu

Yiiksek kopya sayili pUC19 vektoriinden tiiremis plazmitleri igeren E. coli JM109
soyunun 5 ml’lik kiiltiirt, diisiik kopya sayili pMMB208 vektoriinden tiiremis
plazmitleri igeren E. coli soylarinin ise 10 ml’lik kiiltiiri, 37 °C’lik ¢alkalayici
inkiibatorde 12-16 saat siireyle biiyiitiildi. Elde edilen kiiltir 4°C'ta 4000
devir/dakika’da, 20 dakika siireyle ¢oktiirildii. Olusan st sivi atilarak hiicre
peletinden DNA izolasyonu, miniprep plazmit DNA izolasyon kitindeki protokole

uygun olarak gergeklestirildi.

2.2.3 PCR-temelli mutagenez

Yonlendirilmis mutagenez proteinlerin yap1 ve islevlerini, protein katlanmasi
ve enzim mekanizmasini analiz etmek i¢in kullanilan ¢ok gii¢lii bir aractir (Botstein
ve ark., 1985). Tez calismasinda planlanan mutasyonlarin olusturulmas: ig¢in
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) araciligiyla yonlendirilmis mutagenez yontemi
kullanildi. PCR araciligiyla yonlendirilmis mutagenez yapmak lizere yayimlanmis
bircok protokol bulunmaktadir (Barettino ve ark.,1994). Tez kapsaminda hedeflenen
mutasyonlarin gerceklestirilmesi i¢in Enzim Molekiiler Genetigi Grubu tarafindan
daha 6ncede uygulanmis bir yontem kullanildi (Issever Oztiirk, 2002). Bu metot iKi
asamadan olugmaktadir: Ilk basamakta istenilen mutasyonu ve restriksiyon
endoniikleaz kesim bolgesini tasiyan bir primer kullanilarak hedef genin bir boliimii
PCR araciliyn ile gogaltilir. ikinci basamakta ise ilgili mutasyonu ve her iki ucunda
uygun kesim bolgelerini tasiyan PCR iiriinii, genin biitlinlinii tasiyan ve PCR ile

cogaltilan parcaya kars1 gelen gen bolgesi ¢gikarilmis olan vektore yerlestirilir.
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2.2.3.1 Primer tasarim ve sentezi

Mutajenik primerler istenilen mutasyonlari tagiyacak sekilde Integrated DNA

Technologies’e sentezlettirildi ve 100 nmol konsantrasyonda saglandi.

Primer tasariminda asagidaki esaslar dikkate alindi:

a) Primerler 25-45 baz uzunlugundadir.

b) Niikleotit degisikligi primerin 5' ucuna ya da ortasina yerlestirildi. Ugtaki
niikleotitler G ya da C olarak tercih edildi.

c) % GC yaklagik olarak % 50°dir.

d) Erime sicaklig1 (Tm) 60 "C’m iizerindedir.

e) Primer ikincil yapilarinin olusumuna ve primer dimerlesmesine engel olmak
icin, 3' tamamlayici uglara sahip primerlerden kacinildi.

f) Saflastirilmis ve tuzlardan uzaklastirilmis mutajenik primerler kullanildi.

Bir mutajenik primer niikleotit dizisi, niikleotit yer degistirmeleri, kiigiik
eklemeler ya da ¢ikarmalar icerecek sekilde tasarlanabilir. Primerler sonugta
olusacak PCR iirlinlerine ekleneceginden, yapilmak istenen degisiklik/degisikliklerde
elde edilen iirinde yer alacaktir. Tez ¢alismasinda istenilen mutasyonlar tasarlanan

mutajenik primerler ile pac geni {izerine yerlestirilmistir.
2.2.3.2 PCR kosullar1 ve reaksiyonlar

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), 6zgiin bir DNA parcasinin kopyalarinin
primerler tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde
tanimlanan in vitro bir yontemdir. PCR’in temel bilesenleri kalip olarak kullanilan
DNA molekiili, DNA polimeraz, primerler, dNTP karistmi ve reaksiyonun
gerceklesmesini saglayacak uygun bir tampondur. Bir PCR dongiisii denatiirasyon,
primerin baglanmasi (annealing) ve uzama (extension) olarak isimlendirilen ii¢
asamadan olusur. Tez calismasinda planlanan PCR reaksiyonlarini gerceklestirmek

tizere oncelikle ilgili oligoniikleotitler sentezlettirildi (Cizelge 2.3). Yapilan tiim PCR
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caligmalarinda kalip olarak pac9.5-pEMBLY" plazmit DNA’s1 (Giimiisel ve ark.,
2001) kullanildi.

2.6 kb’lik pac genini ¢cogaltmak i¢in: 40 ng kalip DNA, 160 ng primer (PA11/PA12),
100 uM dNTP, 0.9 U Tag DNA polimeraz ile 1.5, 3 ve 5 mM MgCl;, igeren
tamponun kullanildigi PCR reaksiyonlari, 95 °C’ta 2' 6n denatiirasyonun ardindan 94
°C’ta 1 dakika denatiirasyon, 68 °C’ta 1 dakika tutunma ve 72 °C’ta 2.5 dakika
sentez olmak tizere 30 dongii sonrasinda 72 °C’ta 10 dakika sonlanma reaksiyonu

olacak sekilde ger¢eklestirildi.

2.6 kb’lik pac geninden hemen sonra gelen 0.9 kb’lik fragmani ¢ogaltmak i¢in; 40 ng
plazmit DNA’s1, 160 ng primer (PA14/PA16), 100 uM dNTP, 0.9 U Taq DNA
polimeraz ile 1.5 mM, 3 mM ve 5 mM MQgCl; igeren tamponlar kullanildi. PCR
dongiileri, 95 °C’ta 2 dakika On denatiirasyondan sonra, 94 °C’ta 1 dakika
denatiirasyon, 62 °C’ta 1 dakika tutunma, 72 °C’ta 1 dakika sentez olmak iizere 30
dongli sonrasinda, 72 °C’ta 10 dakika sonlanma reaksiyonu olacak sekilde

diizenlendi.

pac geni TIR bolgesinde gergeklestirilmesi planlanan 4 farkli mutasyon igin, pac
geni tizerinde ECONI-Ncol restriksiyon enzimleri arasinda kalan ve kullanilan primer
ciftleri ile asagida belirtilen mutasyonlarin yerlestirilecegi ~550 bp’lik bolge; Mutd
icin primer PA6/PA10; Mut5 igin primer PA7/PA10; Mut6 igin primer PA8/PA10 ve
Mut7 igin PA9/PA10 primer ciftlerinin kullanildigi PCR reaksiyonlar1 araciligiyla
cogaltildi.

e Mutd:pac geninde birbiri ile Ortiisen iki SD dizisinden (GAGG ve AGGA)
AGGA degistirildi.

e Mut5:pac geninde SD-ATG arasindaki uzaklik 9 niikleotite artirildi.

e Mut6:pac geninin 2. kodonu Lizin Arjinine degistirildi (K2R).

e Mut7: pac geninin 4. kodonu Arjinin Lizine degistirildi (R4K).
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PCR ig¢in reaksiyon kosullarini belirlemeye yonelik optimizasyon ¢alismasinda;
kalip olarak 40 ng plazmit DNA’s1, 160 ng primer, 100 uM dNTP, 0.9 U Taq DNA
polimeraz ile 1.5 mM, 3 mM ve 5 mM MgCI; igeren tamponlar kullanildi. PCR
dongiileri, 95 °C’ta 2 dakika On denatiirasyondan sonra, 94 °C’ta 1 dakika
denatiirasyon, 64 °C’ta 1 dakika tutunma, 72 °C’ta 1 dakika sentez olmak {izere 4
dongii ve 94 °C’ta 30 saniye, 64 °C’ta 30 saniye, 72 °C’ta 1 dakika olmak tizere 25
dongii sonrasinda 72 °C’ta 10 dakika sonlanma reaksiyonu olacak sekilde

diizenlendi.

2.2.4 Restriksiyon endoniikleaz kesimi

Klonlama g¢aligmalarinda restriksiyon enzimleri ile yapilan kesimlerin tiimiinde 1 pg
DNA basina 3 iinite (U) restriksiyon endoniikleaz kullanildi. Enzim kesimleri i¢in
uygun son hacim ayarlanarak kesimler 37 ©°C’ta 1-2 saat inkiibasyon ile
gerceklestirildi. Calismada kullanilan restriksiyon enzimlerinin listesi Cizelge 2.1’de

gosterildigi gibidir.

Restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonlarinda, STET yontemi ile izole
edilen plazmit DNA’larimin kullanildigt durumda, inkiibasyon siiresi sonunda
orneklere RNaz (0.5 ug/ml) eklenerek, 37 °C’ta 15-20 dakika daha inkiibe edildi.
Daha sonra tiiplere son konsantrasyonu 0.3 M olacak sekilde Na-asetat ve 2.5 hacim
soguk % 100 etanol (-20 °C) eklenerek, tuz-alkol ¢oktiirmesi yapildi. Tiipler sivi
azotta 1-2 dakika veya -20 °C’ta gece boyu ya da -80 °C’ta 30 dakika birakildiktan
sonra, 13000 devir/dakikada 4 °C’ta 15 dakika santrifiij edildi. Ust sivi vakumla
cekilip atildiktan sonra, liyofilizatorde ~15-20 dakika kurutulan pelet uygun hacimde
steril dH,0 iginde ¢6ziildii.

2.2.5 Agaroz jel elektroforezi
DNA parcalarinin molekiiler agirliklarina gore analitik ve preparatif ayirimi

%1°lik (0.5-10 kb i¢in) ya da daha kiiciik parcalar icin %2’lik agaroz ile hazirlanan

jellerin kullanildig: elektroforez ¢alismalarinda gergeklestirildi.
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Buna gore agaroz (Sigma, A-6013) jel konsantrasyonu % 1 ya da %2 olacak
sekilde 1X Tris-asetik asit EDTA (TAE) tamponu i¢inde 1sitilarak eritildi. Eritilen
agaroz 45-50 °C’a kadar sogutulduktan sonra son konsantrasyonu 1 pg/ml olacak
sekilde etidyum bromiir eklenerek karistirildi. Jel, taraklar yerlestirilmis elektroforez
kasetine dokiildiikten sonra, 30-40 dakika stireyle polimerize olmaya birakildi. Daha
sonra jelden taraklar ¢ikartilarak, kaset 1XTAE ve 0.5 pg/ml etidyum bromiir igeren
elektroforez tankma yerlestirildi. Orneklere jele yiiklemeden &nce 6x boya eklendi.
Molekiiler belirte¢ olarak HindIIl ile kesilmis A DNA’s1 kullanildi. Analitik
calismalar icin elektroforez, ilgili fragmanlarin boyu da gozetilerek 80 V’da 30-60
dakika, klonlamaya yonelik hazirlik ¢alismalarinda ise 50 V’da ~1-2 saat siireyle

gerceklestirildi. Elektroforez sonunda gerekli goriildiigiinde jelin fotografi ¢ekildi.

2.2.6 Agaroz jelden DNA izolasyonu

Agaroz jelden DNA izolasyonu Promega ‘Wizard® SV Gel and PCR Clean-up
System’ kiti kullanilarak gerceklestirildi. Klonlama c¢alismalarinda kullanilacak
uygun restriksiyon enzimleri ile kesilmis PCR firlinleri ve plazmit vektorler, belirteg
olarak HindIII ile kesilmis A DNA’s1 ile birlikte % 1’lik agaroz jele yiiklendi ve
istenilen DNA fragmanm diger bantlardan ayrilincaya kadar 50 V’da ylriitiildiikten
sonra ilgilenilen fragmani tasiyan jel parcasi steril bir bistiiri yardimiyla agaroz
jelden kesilip ¢ikartildi. DNA izolasyonu kit protokoliine uygun olarak

gerceklestirildi.

2.2.7 Ligasyon

Istenilen mutasyonlar1 tasiyan gen parcalarina (insert) ve bu gen pargalarmimn
klonlanacagi uygun plazmit sistemlerine (vektor) ait DNA’larin agaroz jelden
izolasyonu sonrasinda, konsantrasyonlar1 % 1°lik agaroz jel elektroforezi ile
belirlendi. Ligasyon ¢alismalar1 150 ng plazmit (vektor) i¢in pmol diizeyinde 10 kat
gen parcast (insert) kullanilacak sekilde planlanildi. Ligasyonlar 60 pl reaksiyon
hacminde ve 1 iinite T4 DNA ligaz (Roche) kullanilarak gerceklestirildi. Buna gore

enzim diginda kalan ligasyon bilesenleri tiipe konulduktan sonra, ligasyon materyali
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37 °C’ta 10 dakika ve daha sonra 0 °C’ta 10 dakika inkiibe edildi. 1 pl T4 DNA ligaz
(1U/ul) eklenmesinin ardindan ligasyon karigimi 0°C’ta 30 dakika ve ardindan 16
°C’ta gece boyu birakildi. Ertesi giin ligasyon tiipleri 70 °C’ta 10 dakika inkiibe
edilerek ligazin inaktivasyonu saglandi. Hazirlanan ligasyon karigimi transformasyon

icin kullanildi.

2.2.8 Transformasyon

2.2.8.1 TSS yontemi ile kompetant hiicre hazirlanmasi

2 ml LB besiyeri kompetan yapilacak hiicrenin -20 °C’taki stok kiiltiiriiniin 20
ul’si ile bir gece once asilandi. 37 °C’ta 200 devir/dakikada ¢alkalanarak gece boyu
biiyiitiildii. Ertesi giin kiiltlirtin 1 ml’si 500 mI’lik erlendeki 100 ml LB besiyerinin
asilanmasi i¢in kullanildi. Hiicreler 37 °C’ta 200 devir/dakikada calkalanarak,
ODgpo=0.5 oluncaya kadar biiyiitiildii. ODggo= 0.5’e ulastig1 zaman kiiltiir buzda 20
dakika sogutuldu ve hiicreler 4 °C’ta 10000 devir/dakikada 10 dakika santrifiij
edilerek c¢oktiriildii. Hiicreler buzda sogutulmus 10 ml TSS icinde c¢oziilerek
transformasyona hazir hale getirildi. Hemen kullanilmayacak olan kompetan

hiicreler, daha sonraki kullanimlar i¢in -80 °C’a kaldirildi.

2.2.8.2 DNA’nin kompetan hiicrelere transferi

Eppendorf tiiplerine uygun hacimde (1-5 pl) ligasyon karigimi dagitildiktan
sonra, hazirlanan kompetan hiicreler (100-200 pl) bu tiiplere eklendi ve tiipler 30-60
dakika buzda bekletildi. Daha sonra 42 °C’ta 2 dakika 1s1 soku uygulanan orneklerin
her birisine 1 ml LB besiyeri eklenerek, calkalamali inkiibatorde 37 °C’ta 1 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 10.000 devir/dakikada 2 dakika santrifiij
edilen Orneklerin st sivis1 atildiktan sonra dipte kalan besiyeri (~100 pl) icinde
¢oziilen hiicreler taze hazirlanmig ampisilin (100 pg/ml) ya da kloramfenikol (20

mg/ml) igeren LB petri kaplarina yayildi ve 37 °C’ta gece boyu tiremeye birakildi.
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2.2.9 Klon adaylarinin se¢imi ve dogrulanmasi

Transformasyon sonrasinda uygun antibiyotigi iceren LB petri kaplarinda
biliylimiis kolonilerden ilk asamada 10 koloni secilerek, plazmit DNA’st STET
yontemi ile izole edildi. Elde edilen DNA’larin uygun enzimler kullanilarak
restriksiyon enzim kesimleri yapildi. Kesim sonucunda %1°lik agaroz jelde beklenen
bantlar1 gosteren klon adaylart segildi. Petrilerdeki koloniler uygun klon adaylari
bulununcaya kadar tarandi. Her bir mutasyon i¢in segilen en az iki klon aday1 dizi

analizi ¢calismasina alindi.

Planlanan mutasyonlarin varligi Beckman Coulter CEQy 8000 Genetik Analiz
Sistemi kullanilarak dogrulandi. Her bir dizi analizi reaksiyonu 20 upl’lik bir son
hacim i¢inde son konsantrasyonu 6.4 pmol olan tek bir primer ile 0.5 pg kalip DNA
karisimini igerecek sekilde, DNA dizi analizi kitinde belirtilen protokole uygun

olarak hazirlandi ve analiz edildi.

2.2.10 pac geninin klonlanmasi1 ve mutasyonlarin TIR i¢ine PCR

araciligiyla yerlestirilmesi

Plazmit pac9.5-pEMBLY" (Giimiisel ve ark., 2001), pac geninin translasyona
baslama bdlgesine Mut4, Mut5, Mut6 ve Mut7 mutasyonlarin1 (Cizelge 2.4)
yerlestirmek icin kalip olarak kullanildi. Kullanilan primerler Cizelge 2.3 de verildi.
Oncelikle 2.6 kb’lik pac geni ileri primer PAIl ve geri primer PA12 cifti
kullanilarak pac9.5-pEMBLY" plazmitinden PCR ile ¢ogaltildi. Elde edilen fragman
Xbal-KpnI ile kesilerek agaroz jele yiiklendi ve jelden izolasyon sonrasi ayni
restriksiyon enzimleriyle kesilmis pUCI19 ve pUC19j,. vektorleriyle ligasyona
ugratildr (Sekil 2.3). Ligasyon materyali TSS yontemi ile hazirlanan E. coli JM109
kompetan hiicrelerini transforme etmek iizere kullanildi. Transformasyon sonucunda
secilen petrilerden alinan kolonilere ait miniprep plazmit DNA’lar1 STET yontemi
kullanilarak hazirlandi ve kontrol restriksiyon enzim kesimlerine alindi. Olusturulan

yeni plazmit pUCpac2.6 ve pUCy -pac2.6 olarak adlandirildi.
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Cizelge 2.4. Yaban tipi ve mutant pac genlerinde SD, SD-ATG arasi ve DR

bolgelerinin niikleotit dizileri

SD Ara bolge Kodlayici bolge Mutasyonlar Kaynak
SD2
-10.....GAGGA TACA ATG AAA AAT AGA AAT..... —paCut Giimusel ve
SD1 4nt Met Lys Asn Arg Asn ark., 2001
SD2
-10.....GAGGA AATTAT ATG AAAAATAGAAAT.... Sy Issever
SD1 6nt Met Lys Asn Arg Asn Oztiirk, 2002
-10...... GAGG TAATTAT ATG AAA AAT AGA AAT.... —Mutd Bu ¢alisma
SD1 7nt Met Lys Asn Arg Asn
SD2
-10.....GAGGA AAAATTAT ATG AAA AAT AGAAAT....  —Muts Bu caligma
SD1 8 nt Met Lys Asn Arg Asn
SD2
-10.....GAGGA AATTAT ATG AGA AAT AGA AAT.....  SMuté Bu caligma
SD1 6 nt Met Arg Asn Arg Asn
SD2
-10.....GAGGA AATTAT ATG AAA AAT AAA AAT..... SMut? Bu caligma
SD1 6 nt Met Lys Asn Lys Asn

Cizelge 2.4°de gosterilen mutasyonlarin pac genine yerlestirilmesi i¢in pac9.5-
PEMBL9"dan pac geninin icindeki 550-bp’lik bir bdlge ileri primer PA6 (Mut4),
PA7 (Mut5), PA8 (Mut6) ve PA9 (Mut7) ile tiim mutasyonlar i¢in geri primer PA10
kullanilarak ¢ogaltildi. Elde edilen PCR iriinleri EcCoNI ve Ncol enzimleriyle
kesilerek agaroz jele yiiklendi. Jelden izole edilen fragmanlar pUCpac2.6 ve pUCy -
pac2.6 vektorlerinin ECONI-Ncol kesimi sonucunda elde edilen ~4.8 kb’lik pargasiyla
ligasyona ugratildi. E. coli JIM109 hiicreleri ligasyon karsimiyla transforme edilerek,
transformantlarin  ampsilin igeren besiyerinden secimi ve miniprep plazmit
DNA’larmin hazirlanmasindan sonra, kontrol restrikSiyon enzim kesimleri yapildi.
Secilen klonlara pUCpac2.60A4, pUCpac2.60AS5, pUCpac2.60A6, pUCpac2.60A7
ve pUC-pac2.60A4, pUC-pac2.60A5, pUC) -pac2.60A6, and pUCiy -
pac2.60A7 ad1 verildi.
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2.6 kb’lik pac geninin hemen asagisindaki 0.9 kb’lik bir fragmanin PA
aktivitesini iyilestirdigi bilinmekte olup (Glimiisel ve ark., 2001), bu fragman pac9.5-
PEMBLY" plazmitinden ileri primer PA14 ve geri primer PA16 kullanilarak
cogaltildi. Elde edilen PCR iiriinii pUC19 ve pUC19,c vektorlerinin Kpnl-EcoRI
sitlerine klonlanarak, pUC19-900 ve pUC19j,:-900 plazmitleri olusturuldu. Daha
sonra pUCpac2.6’dan yaban tipi ve pUCpac2.60A4-7 plazmitlerinden ilgilenilen
mutasyonlar1 tasiyan 2.6 kb’lik pac genleri Xbal-Kpnl sitlerinden pUC19-900 ve
pUC19,c-900’e klonlanarak, pUC-PACOA, pUC-PACOA4, pUC-PACOAS, pUC-
PACOAG ve pUC-PACOAT olarak isimlendirilen plazmitler olusturuldu (Sekil 2.3).

Olusturulan tiim klonlar dizi analizi ile dogrulandi.
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e R e pac9.5-pEMBL9+

oligo
l PCR
EcoNI Ncol Xbal Kpnl Kpnl ECoR|
ryrmwys) —_ —
Mut4
Muts (550 bP) Ps2 k0 apt pucts ont o
Mut6 (2.7 kb) Xbal
Mut7 \OYL HindlIl

Xbal-Kpnl Kpnl-EcoRI

EcoNI Ncol
- —

EcoNI-Ncol pUCpac2.6 pUC19-900

Isolate Large
Fragment (4.8 kb)
EcoRL

Kpnl

ApP® pUCpac2.60A
(5.3kb) pac

Xbal-Kpnl

Isolate
pac2.6 kb

EcoR1
Kpnl

R
AP" LUCPACOA
(62kb) pac

Sekil 2.3. pUCpac2.6, pUCpac2.60A4, pUCpac2.60A5, pUCpac2.60A6, pUCpac2.60A7 ve pUC-
PACOA, pUC-PACOA4, pUC-PACOAS, pUC-PACOAG ve pUC-PACOAY klonlarimin olusturulmasinda
izlenen klonlama stratejisinin sematik gosterimi.
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2.2.10.1 Yaban tipi ve mutant pac genlerinin tac promotor temelli bir vektore

klonlanmasi

E. coli yaban tipi MC4100 ve ¢esitli Tat genleri delesyona ugratilmis Tat’
soylarin (JARV15, BILKO, DADE), yaban tipi ve mutant pac genlerini igeren 3.5
kb’lik farkli fragmanlar1 tasiyan yiliksek kopya sayili pUC19 plazmitleriyle
transformasyonunda karsilasilan plazmit kararsizligi problemi nedeniyle; bu 3.5
kb’lik fragmanlar pacy,: ve pUC-PACOA4-7 plazmitlerinden EcoRI-Hindlll
enzimleriyle kesilerek ¢ikarildi ve bir tac promotorunun kontrolii altindaki diisiik
kopya sayili plazmit pMMB208’¢ (Morales ve ark., 1991) yeniden klonlandi.
Olusturulan plazmitler pMMB-PACwt, pMMB-PACOA4, pMMB-PACOAS5,
pPMMB-PACOAG ve pMMB-PACOAY7 olarak adlandirildi.

2.2.11 Rekombinant protein ekspresyonu

Klonlama sonucu elde edilen ve dizi analizi ile istenilen mutasyonlar1 tagidigi
belirlenen klonlar, yaban tipi klon ve klonlamalarin gerceklestirilmesinde vektor
olarak kullanilan, iizerinde gen tasimayan plazmit ile birlikte konstitiitif ve uyarimli
gen ekspresyon calismalarina alindi. Ekspresyon ¢alismalarinda farkli sicakliklar (26
ve 37 °C) ve IPTG konsantrasyonlari (25, 50, 75 ve 100 uM) denendi. En iyi PA
aktivitesi veren kosullar belirlenerek, kiiltiirleme c¢alismalart asagidaki gibi

gerceklestirildi.

Ekspresyon calismalarinda, ana kiiltiiri baglatmadan 6nce, daha iyi bir iireme
saglamak amaciyla, iki on kiiltiirleme yapildi. -20 °C’tan alinan bakteri stogunun 20
ul’sinin ampisilin i¢eren (100 pg/ ul) 2 ml kazein besiyerine asilanmasi ile baglatilan
I. 6n kiiltiir 26 °C’ta 100 devir/dakika calkalama ile gece boyu iiremeye birakildi.
Ertesi giin biiyiimiis I. 6n kiltiiriin 100 pl’si 100 m1’lik erlendeki ampisilinli 10 ml
kazein besiyerine asilanarak, kiiltiir yine 26 °C’ta (veya 37 °C’ta) 100 devir/dakika
calkalama ile gece boyu biiyiitiildii. Bir sonraki giin ise 1/3 havalandirma ile, 33 ml
ampisilinli kazein besiyeri, 5/100 oraninda II. 6n kiiltiir ile asilanarak, 26 °C’ta 100

devir/dakika ¢alkalama ile ODgyo= 0.6-0.8 oluncaya kadar iiremeye birakildi. IPTG
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uyarimli ekspresyon calismalarinda, 0Dgoo degerleri bu seviyeye ulagtiginda 100 mM
IPTG (son konsantrasyonu 100 pM) ile uyarim gergeklestirildi. Ekspresyon
caligmalarinin baslangicinda IPTG ile uyarimin hemen dncesi, uyarim sonrasi 3. saat,
5. saat, kiiltiriin 20. saati, 30. saati, 46. saati ve 55. saatlerinde SDS-PAGE ve
aktivite i¢in Ornek alinarak, lireme ve aktivite takibi gergeklestirildi. Ekspresyon

calismalarina en iyi aktivite veren kosullarda devam edildi.

Aktivite i¢in cam tiiplere alinan 10 ml kiiltiir 6rnegi, 4000 devir/dakika’da 4
°C’ta 20 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriildii. Ust siv1 vakumla cekilip atildiktan sonra
hiicre peleti aktivite testinden dnce en az bir gece -20 °C’ta bekletildi. Diger yandan
alan orneklerin ODggg degerleri spektrofotometrede Olciilerek belirlendikten sonra
SDS-PAGE &rnekleri ODggo=0.3 i¢in 500 pl hiicre olacak sekilde ayrildi. Ornekler
10 000 devir/dakika’da 10 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriildiikten sonra, pelet SDS-
PAGE’de kullanilmak iizere -20 °C’ta saklandi.

2.2.12 Protein analizi

2.2.12.1 SDS-PAGE

2.2.12.1.1 SDS-PAGE jelinin hazirlanmasi

SDS-PAGE (Laemmli, 1970) proteinin biiyiikliigiiniin belirlenmesi, proteinin

tanimlanmasi ve sonraki blotlama uygulamalar1 gibi, protein analizinde bir¢ok

kullanima sahip bir yontemdir. Jeller Cizelge 2.5’de belirtildigi gibi hazirlandu.
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Cizelge 2.5. SDS-PAGE jel igerigi

%12 Ayirma Jeli  Derisim jeli
H20 (ul) 750 1050
Akrilamit/bisakrilamid (ml) (30:1) 3 0.39
0.75 M Tris-HCI/%0.2 SDS, pH 8.8 (ml) 3.75 -
0.25M Tris-HCI/%0.2 SDS, pH 6.8 (ml) - 15
TEMED (ul) 6 3

% 10 Amonyum persiilfat (APS) (ul) 90 60

APS ve TEMED akrilamidi polimerize etmek i¢in karisima daima en son eklendi.
Jeller Miniprotean II (Biorad) dikey elektroforez sistemi kullanilarak yapildi. Ayirma
jeli hava kabarcig1 olusumundan sakinilarak APS ve TEMED eklenmesinden hemen
sonra iki cam arasina dikkatli bir sekilde dokiildii. Jelin lizeri ylizeyi ortmek ve hava
ile temasin1 kesmek amaciyla izopropanol ile kapatilarak polimerlesmeye birakildi.
Yaklasik 50 dakika sonra, jelin polimerlesmesi tamamlaninca tizerindeki izopropanol
dokiilerek, jelin yiizeyi dHO ile yikandi. Kalan su Whatmann 3MM filtre kagid1 ile
alindi. Sonrasinda hazirlanan derisim jeli polimerlesmis ayirma jelinin iizerine
dokiilerek, 10 kuyuluk bir plastik tarak hizla kuyulara yerlestirildi. Derisim jelinin
polimerlesmesi igin 50 dakika beklendi.

2.2.12.1.2 Ornek hazirlanmasi ve jele yiiklenmesi

SDS-PAGE’de kullanilacak ekspresyon calismasindan alinan Ornekler
yiikklemeden once 45 pl 6rnek yiikleme tamponu i¢inde ¢oziilerek 95 °C’ta 5 dakika
kaynatildi. Jelin iizerindeki tarak ¢ikarildiktan sonra, kuyular 1x SDS-PAGE yliriitme
tamponu ile yikanarak temizlendi. Jeller, her bir kuyuya orneklerden 20 pl ve bir
kuyuda daima bir molekiiler agirlik belirteci olacak sekilde yiiklendi. Blotlama
calismalarinda, jellerden biri SDS-PAGE sonrasi boyama reaksiyonunda, digeri ise
isaretleme reaksiyonunda kullanilmak tizere 2 adet birbirine es SDS-PAGE jeli

hazirlandi.
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Jeli tastyan sistem elektroforez tankina yerlestirildikten sonra, tank 1xSDS-
PAGE yiiriitme tamponuyla dolduruldu. Jeller 6nde yiiriiyen boya ayirma jeline
erisinceye kadar 100 V’da ylriitiildiikten sonra, elektroforez 200 V’da siirdiiriildii.
Jelden bromofenol blue ¢iktiktan sonra, elektroforez 20 dakika daha siirdiiriilerek
tamamlandi. Jelin iist kismindaki derisim jeli kesip atildiktan ve bir kdsesi
isaretlendikten sonra, jel boyama ¢ozeltisi icine alindi. Yaklasik 60 dakika
calkanarak boyanan jel daha sonra aritma ¢ozeltisine aktarilarak, boyasi arinincaya
kadar birkag¢ kez yikandi. Kurutmak i¢in, Whatmann 3MM kagid1 {izerine alinan jelin

iistii seffaf film ile kapland1 ve vakumlu kurutucuda 80 °C’ta 1 saat kurutuldu.

2.2.12.2 Western Blot

Bu yontemde, nitroseliiloz bir membran (0.45 pm, Sartorius) jel {izerine
yerlestirilerek elektroblot yontemi ile protein bantlarinin nitroselilloz membrana
aktarimi gerceklestirildi (Towbin ve ark., 1979). Filtre kagitlar1 ve siingerler transfer
oncesinde bir siire oda sicakliginda transfer tamponunda bekletilerek 1slatildi. Jel ve
filtre sandvi¢ yontemi ile elektroblot kasetine (Biorad) yerlestirildi. Transfer igin
sirastyla; elektroblot sistemine ait kasetin seffaf tarafina once transfer tamponunda

1slatilmis stingerlerden biri yerlestirildi.

Jelden biraz biiyiik kesilmis ve transfer tamponunda islatilmis 3 adet Whatman
3MM kagidi siingerin {lizerine konuldu. Daha 6nce tamponda 1slatilmis nitroseliiloz
filtre Whatmanlarin iizerine yerlestirildi. Elektroforez sonrasi edinilen SDS-PAGE
jel, filtre tizerine aktarilarak, varsa jel ve filtre arasindaki hava kabarciklari ¢ikarildi.
Jelin istii yine 3 adet transfer tamponunda islatilmis Whatman 3MM kagidi ile
kapatildi. Ikinci siinger de transfer tamponunda 1slatildiktan sonra en iiste yerlestirildi
ve kaset kapatildi. Kaset, transfer cihazina jel negatif, membran pozitif yonde
kalacak sekilde yerlestirildi. Manyetik karigtiricinin iizerine yerlestirilen tank,
Western blot transfer tamponu ile doldurulduktan sonra 30 V’da 4 °C’ta gece boyu
kanigtirilarak transfer gerceklestirildi. Transfer sonrasi ¢ikarilan jel transfer

etkinligini kontrol etmek amaciyla, boyama ¢o6zeltisine alinirken, filtre kuyularin
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yoniinii belirleyebilmek i¢in ucundan kesilerek isaretlendi ve 1 saat oda sicakliginda

kurutuldu.

Daha sonra filtre hazirlanan 35 ml doyurma ¢ozeltisinin 25 ml’ine alinarak 37
°C’ta 1 saat yavagca calkalandi. Kalan 10 ml doyurma ¢ozeltisi cam petri kabina
konularak, poliklonal antikor (Kaynak F. Giimiisel, Tibitak-MAM) eklendi ve bu
karisima aktarilan filtre 37 °C’ta 2 saat ¢alkalandi. Siire sonunda 3 kez 10 dakika 50
ml PBS ile yikanan filtre, 50 ml 150 mM NaCl+50 mM Tris, pH 7.5 ¢ozeltisinin
icine alinarak 37 °C’ta 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan filtre anti-
antikor ¢ozeltisine (1/30000 diliisyon) alinarak 37 °C’ta 1 saat daha ¢alkalandi. Daha
sonra 50 ml 150 mM NaCl+50 mM Tris, pH 7.5 ¢6zeltisi i¢inde 3 kez 10 dakika 37
°C’ta yavasga calkalanarak yikanan filtre NBT-BCIP (Roche, 11 681 451 001)
soliisyonundan 100 ul igeren 10 ml alkalen fosfataz tamponu i¢ine konuldu. Bu
karisimda oda sicakliginda yaklasik 2-3 dakika protein bantlar gézleninceye kadar
karigtirildt ve 50 ml PBS+200 ul 0.5 M EDTA i¢inde yikanarak, temiz bir filtre

kagid1 iizerinde kurutuldu.

2.2.13 Enzim aktivitesinin belirlenmesi

2.2.13.1 Hiicre ozutiniin hazirlanmasi

Ekspresyon calismasi esnasinda alinip, ¢oktiiriilerek -20 °C’ta muhafaza edilen
10 mI’lik hiicre kiiltiirlerine ait peletler, 1 ml (kiiltiir hacminin 1/10’u olacak sekilde)
100 mM CaCl; (soguk) i¢inde ¢oziildi. 1 saat buzda bekletildi. 7000 devir/dakikada
30 dk santriflyj edildi. Ust sivt atildi. Pelet 1100 ul 100 mM Tris-HCI, 10 mM
gliserol pH 8.0 iginde ¢oziilerek, 55 ul 10 mg/ml lizozim (son konsantrasyonu 0.5
mg/ml) eklendi. Ornekler buzda 15 dakika orbitral karistiricida hafifce calkalanarak
kanigtirildi. 2,31 pl 0,5 M EDTA, pH 8.0 (son konsantrasyonu 1mM) eklenen
ornekler buzda 45 dk daha karistirilmaya devam edildi. Sonrasinda 42 'C’ta 1 dakika
bekletilerek soka ugratilan hiicreler sonikatdrde pargalandi. Sonikasyon islemi 15 sn

vurus 20 sn durus olarak 64 mikronda ~1-2 dakika siirede gergeklestirildi.
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Sonikasyon sonrasinda drnekler 10 000 devir/dakikada 30 dk santrifiij edildi. Ust siv1
alinarak aktivite testine gecildi.

Besiyerinde enzim aktivitesine bakildigi durumda ise; biiytimiis kiiltiirlerden
alman 10 ml 6rnek ¢oktiiriildiikten sonra, {ist stvidan 1 ml alinarak eppendorf tiipte

santrifiijlendi ve slipernatantin 100 pl’si aktivite testinde kullanildi.

2.2.14 PA aktivite testi

2.2.14.1 PDAB yontemi ile aktivite testi

PA enzim aktivitesi Balasingham (1972)’a gore ol¢iildii. 10 ml’lik kapakli cam
tip i¢inde 487.5 ul 15 mM penisilin G ¢dzeltisi ve sonikasyon sonrasi elde edilen
total hiicre proteininden 12.5 ul hafif¢e vortekslenip karistirildiktan sonra, tiipler 40
°C’lik su banyosunda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda reaksiyon 3 ml
asetat tamponu eklenerek durduruldu ve karisima 500 ul PDAB  (p-
dimetilaminobenzaldehit) ¢ozeltisi eklendi. Sekil 2.4’de gosterildigi gibi penisilin
G’nin hidroliz trtinlerinden 6-APA, PDAB ile reaksiyona girerek A4;5’de 6lgiilebilen
renkli bir shift baz olusturur. Enzim icermeyen bir blank ve saf PA’nin kontrol olarak
kullanildig1 aktivite testinde, PA aktivitesi olusan bu renk reaksiyonunun 415 nm

dalga boyunda okunmasiyla 6l¢iildii.

H H -
S HNG = s _— )
ﬂ + H =N H g
P o]
H H );I[l,
PNy O 0
o OH
PDAB 6-APA Schiff base chromogenic compound

Sekil 2.4. PDAB (p-dimetilamino-benzaldehit), 6-APA ile reaksiyona girerek 415
nm’de gozlenebilen bir Schift baz olusturur.
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Bir iinite enzim aktivitesi, 40 °C’ta pH 8.0’de 15 mM PenG’den dakikada 1
umol 6-APA iiretebilen enzim miktar1 olarak kabul edildi.

2.2.14.1.1 6-APA Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

10 mg 6-APA, 10 ml 50 mM pH 8.0 fosfat tamponunda ¢oziildii. 75 mg PDAB
ise 15 ml metanolde ¢oziildii. Her sette 11 tiip ve 1. tiip blank olmak tizere, 2 set
deney tiipii hazirlandi. Tiiplere son konsantrasyonlart 0.1-1.0 mg/ml olacak sekilde,
50 pl’lik artiglarla sirasiyla, 50-500 pl araliginda 6-APA (1mg/ml) eklendi. Toplam
hacim dH,0 ile 500 pl’ye tamamlanarak tiipler vortekslendi. Daha sonra her bir tiipe
3 ml asetat tampon eklenerek reaksiyon durduruldu. Tiiplere 500 ul PDAB soliisyonu
eklenerek vortekslendi. Olusan sar1 renk spektrofotometrede 415 nm dalga boyunda
Ol¢iildii. Her iki set i¢in bulunan aktivite degerlerinin ortalamasi alinarak 6-APA
kalibrasyon egrisi ¢izildi ve egrinin egim degeri hesaplandi. Bu deger aktivite
calismalarinda, orneklerin aktivitelerini hesaplamak icin asagidaki formiile gore

kullanildi.

Ays 1000 , .
X X Reaksiyvon hacmi (ml)

Egim 216.28 (g mal)

Alktivite =
(U/ml/dk) Enzim Hacmi (ml) x Reaksivon Zamani (dakika)

2.2.14.2 Serratia marcescens kullanilarak aktivite testi

Ekspresyon ¢aligmasina alinan pacy: ve mutant klonlarin PA aktivitesi Serratia
marcescens ATCC 2717 soyu araciligiyla da test edildi (Meevootisom ve ark., 1983).
LB agar petri kaplarinin yiizeyine 40 pl IPTG (100 mM) iceren 80 pl LB karigimi
yayilarak kurutuldu. Biiyiiyen kiiltiirlerin 2’ser mikrolitresi, hazirlanan bu LB-agar
petri kaplarinda ayr1 bolmelere damlatildi. Kiiltiirler gece boyu 26 °C’ta
biiyiitiildiikten sonra iizerlerine 3 ml H-top agar (Serratia marcescens’in gece boyu
biiyiitiilmis kiiltiirtinden 15 ul, son konsantrasyonu 100 uM IPTG ve 4 mg/ml PenG
igeren) yayilarak 26 °C’ta 10-12 saat daha tiremeye birakildi. S. marcescens penisilin
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G’ye direngli olup; onun hidroliz iiriinii 6-APA’ya duyarhidir. Bu nedenle PA’y1
tireten soylarda, PA’nin penisilin G’yi 6-APA’ya pargalamasi nedeniyle petride
belirgin bir zon olusur ve S. marcescens’in liremesi bolgesel olarak inhibe edilmis
olur. Yaban tipi klon ve mutantlara ait kiiltiirlerin farkli saatlerinden (5 ve 10. saatler)
alman Orneklerle yapilan bu analizle pMMB-temelli klonlarda hiicre disi PA

aktivitesinin varlig1 petri diizeyinde gosterilmis oldu.
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3 BULGULAR

Tez ¢alismasinin baglangicinda pac geni TIR bolgesine planlanan mutasyonlari
yerlestirmek i¢in pac3.5-pUC19 plazmiti ve ucunda EcoNI kesim yerini tasiyan ileri
primerler (Cizelge 2.3) ile BglII restriksiyon enzim bdolgesini tagiyan geri primer
kullanildi. PCR mutagenez sonrasindaki klonlama c¢alismalarinda, elde edilen
transformantlar arasindan klon adaylarinin 6n se¢imi i¢in yapilan restriksiyon enzim
(Bglll) kesimlerinde agaroz jelde beklenenden farkli bantlar goriildi. Bglll enzimiyle
karsilasilan bu kesim problemi nedeniyle, onun yerine Ncol kesim sitini igceren yeni
bir geri primer, primer PA10 sentezlettirilerek; tasarlanan mutasyonlari tagiyacak pac
geninden ~550 bp’lik bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasina yonelik optimizasyon
calismalarina baslandi. PCR optimizasyon ¢alismalar1 sonrasinda optimal kosullarda
biiyiik Olgekte cogaltilan mutajenik fragmanlar pUCI19 iizerindeki pac3.5’a
yerlestirildi. pac geninin dizisi bilinen ~2.6 kb’lik bolgesine ait restriksiyon
haritasina gore, Ncol enziminin gen ilizerinde tek bir kesim bdlgesi bulunmaktadir.
Ancak klon adaylarinin se¢imi i¢in Ncol ile yapilan kontrol restriksiyon enzim
kesimlerinde iki farkli bantin gériilmesi, pac genini de iceren 3.5 kb biiylikligiindeki
genomik parcanin genden geriye kalan ~0.9 kb’lik bolgesinde bu enzime ait kesim
yerinin bulunabilecegine isaret etmistir. Bu amagla 6ncelikle ~0.9 kb’lik bélgenin
dizi analizi yapilarak, restriksiyon enzim haritas: ¢ikarilmstir. Beklenildigi gibi Ncol
enziminin 2.6 kb’lik pac geninin yani sira, 900 bp’lik bolge iginde de kesim yeri
bulunmaktadir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. 900 bp’lik bolgeyi tek yerden kesen enzimler.

Bu bulgu planlanan klonlama stratejisi i¢in sorun yarattigindan; pac3.5-pUC19
(pacwt)’u olusturan 2.6 kb’lik pac yapisal geni ile genin 3’ ucundaki 900 bp’lik
fragmanin ayr1 ayri ve birlikte pUC19 vektori lizerinde yer alacagi yeni bir klonlama
stratejisi gelistirilmistir. Bunun nedeni Enzim Molekiiler Genetigi Grubu’nun daha
once yapmis oldugu deneysel g¢alismalardan; pac,: genindeki 2.6-kb’den hemen
sonra gelen bu 900 bp’lik par¢anin pac,:’in aktivitesinde pac2.6-kb’yi tasiyan
Klonlara gorece iyilesme sagladiginin bilinmesidir (Glimiisel ve ark., 2001). Diger
yandan P4 -35 bolgesi degisikligi tasiyan pUC19 vektori lizerindeki pac klonlarinin
yaban tipe goreceli IPTG ile uyarim sonucunda daha iyi aktivite verdigi
belirlenmistir (Issever Oztiirk, 2002). Bu veriler nedeniyle pUC19 lac promotorunda
yapilan s6z konusu degisikligin pac geni ekspresyonu iizerine etkisi, bu ¢alismada
olusturulan klonlar 6zelinde de irdelenmistir. Bu amagla 6ncelikle pac9.5-pEMBL9"
plazmit DNA’smin (Giimiisel ve ark., 2001) kalip olarak kullanildigi PCR
reaksiyonu ile g¢ogaltilan 2.6-kb’lik pac geni pUC19 ve pUC19,. vektorleri iizerine
klonlanarak  pac2.6-pUC19 (pUCpac2.6), pac2.6-pUC19,c (pUCy -pac2.6)

olusturulmustur.

Ayn1 zamanda PCR ile ¢ogaltilan 900 bp’lik fragmanin pUC19 ve pUC19y
vektorleri tizerine klonlanmasiyla pUC19-900 ve pUC19;,.-900 plazmitleri de elde



79

edilmistir. Bu klonlarin olusturulmasindan sonra, pac geninde yapilmasi 6n goriilen
her bir mutasyona ait mutajenik gen fragmani PCR araciligiyla ¢ogaltilarak pUC19
vektorl tizerinde tasinan 2.6 kb’lik pac genine yerlestirilmistir (Sekil 2.3). Daha
sonra istenen mutasyonlar1 tasiyan mutajenik 2.6-kb’lik pac genleri pUC19,,
pUC19-900 ve pUC19,.-900 vektorleri lizerine aktarilarak, planlanan mutasyonlarin
farkli biiyiikliikkte fragmanlar (2.6 kb ve 3.5 kb) i¢inde farkli vektorler iizerinde yer
aldig1 varyantlar1 olusturulmus (Cizelge 2.2), elde edilen klonlar gen ekspresyonu

calismalarina alinmistir.

3.1 2.6 kb-pac geninin PCR ile c¢ogaltilarak pUC19 ve

pUC19,,. vektorlerine klonlanmasi

Tez caligmasinda PCR temelli mutagenez ve klonlama caligmalar1 i¢in pac
genini de iceren yaklasik 9.5 kb’lik genomik parcay! tasiyan pac9.5-pEMBL9*
vektori (Giimiisel ve ark., 2001) temel biyolojik kaynak olarak kullanilmistir.
Klonlanma i¢in yapilacak biiyiik 6lgekte iiretim oncesinde her bir PCR reaksiyonu

icin optimal PCR kosullar belirlenmistir.

Buna gore 2.6-kb pac geninin PCR ile ¢ogaltiminda yontem kisminda (2.2.3.2)
belirtilen miktarlarda kullanilan kalip DNA, primerler (PA11-PA12), dNTP ve
enzimin yani sira, 3 mM MgCl, konsantrasyonunun optimal kosullar1 sagladig
bulunmustur. Klonlama amagli olarak 2.6 kb’lik pac geni belirtilen PCR kosullarinda
bliyiik o6l¢ekte cogaltilmistir. PCR reaksiyonu tamamlandiktan sonra her bir PCR
tiipline 0.45 {inite Taq DNA polimeraz eklenerek, tiipler 72 °C’ta 10 dakika daha
inkiibe edilmistir. Elde edilen PCR f{iriiniinden 5 pl alinarak agaroz jele yiiklenmis ve
miktar tayini yapilmistir. PCR {irinii primerlerin uglarinda tasinan Xbal-Kpnl
restriksiyon enzimleriyle kesilerek, ayni enzimlerle kesilmis pUC19 ve pUCI19,
(Issever Oztiirk, 2002) vektorleri iizerine klonlanmistir. Ligasyon materyalinin yarist
TSS yontemi kullanilarak taze hazirlanmig JM109 kompetan hiicrelerinin

transformasyonunda kullanilmistir.
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Transformasyon sonucu pUCpac2.6 ve pUCi,-pac2.6 ait klon adaylarmin
taranmas1 i¢in; petri tabaklarindan alinan koloniler (toplam 34 koloni), STET
yontemi ile plazmit miniprep DNA’larinin eldesi i¢in kullanilmistir. Hazirlanan
miniprep DNA’lar Kpnl enzimi ile kesilmis ve agaroz jelde beklenen fragmanin
boyu, yani 5.3 kb ile uyumlu ger¢ek klon adaylarinin varligi arastirllmistir (Sekil
3.2). Incelenen adaylar arasindan pUCpac2.6’a ait 2 [(pac2.6-pUC19 (1-2) ve (1-6)];
pUC)yc -pac2.6’a (pac2.6-pUC19,,c) ait 1 aday, gercek klon adayr olarak
belirlenmistir (Sekil 3.2). pUC19 ve pUC19,,. tizerine klonlanan 2.6 kb’lik par¢anin
pac geni oldugunu dogrulamak iizere; pUCpac2.6 ve pUC,-pac2.6 plazmitleri
ayrica geni iki yerden kesen (837 ve 2532) Hpal enzimiyle de kesilmistir. Kesim
sonucunda beklenen parca biiylikliikleriyle uyumlu fragmanlarin eldesiyle, pac

geninin varligi segilen klonlarda dogrulanmistir (Sekil 3.2).

—3.6 kb

—1.7 kb

Sekil 3.2. pUCpac2.6 ve pUCi,c-pac2.6 klon adaylarinin se¢imine yonelik yapilan
agaroz jel elektroforezi. 1) pac2.6-pUC19 (1-2)/Kpnl kesim, 2) pac2.6-pUC19 (1-
6)/Kpnl kesim, 3) pac2.6-pUC19;,c /Kpnl kesim, 4) A/HindIII belirteg (23.1, 9.4, 6.6,
4.3,2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbp) 5) pac2.6-pUC19 (1-2)/Hpal kesim, 6) pac2.6-pUC19 (1-
6)/Hpal kesim, 7) pac2.6-pUC19,. /Hpal kesim.
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3.2 pac geninin 3' ucundaki 0.9 kb’hk bélgenin PCR ile
cogaltilarak pUC19 ve pUC19,. vektorlerine

klonlanmasi

3.5 kb biiytikliigiindeki genomik pargay1 yasiyan pacy:’da pac geninden geriye
kalan genin 3' ucundaki ~0.9 kb’lik bdlge, yapilan optimizasyon ¢alismasi sonrasinda
Yontem kisminda (2.2.3.2) belirtilen miktarlarda kalip DNA, primerler (PA14-
PA16), dNTP ve enzimin yani sira, 1.5 mM MgCl, konsantrasyonu kullanilarak PCR
ile ¢cogaltilmistir. 0.9 kb’lik PCR iiriinii (insert), Kpnl-EcoRI enzimleriyle kesilerek,
ayni enzimlerle kesilmis pUC19 ve pUC19j,c vektorleriyle birlikte agaroz jele
yiiklenmis ve jelden izole edilmistir. Jelden izole edilen insert ve vektorler miktarlar
belirlendikten sonra ligasyona ugratilarak, ligasyon materyalinin yaris1 JM109
kompetan hiicrelerin transformasyonunda kullanilmistir. Transformasyon sonrasi
petrilerden  secgilen klon adaylar1 Kpnl-EcoRl kesimine alinarak jelde
degerlendirilmis ve dizi analizi sonrasinda dogrulanan klonlar adaylar1 pUC19-900

ile pUC19,-900 olarak adlandirilmigtir (Sekil 3.3).

4000 bp
3500 bp
3000 bp
2500 bp

2000 bp

1500 bp

1000 bp

500 bp

Sekil 3.3. 900 bp’lik fragmanin pUCI19 iizerine klonlanmasin1 gosteren agaroz jel
elektroforezi. 1) 900 bp’lik fragman, 2) pUC19, 3) pUC19-900
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3.3 PCR-temelli mutagenez ¢calismalari

SD dizisi ve/lveya SD-ATG arasindaki bolgede (Mut4, Mut5) ve SD-ATG
arasindaki bolgenin yan1 sira DR’de (Mut6, Mut7) olusturulacak mutasyonlarin aktif
PA iiretimi {izerine etkisini incelemek amaciyla dncelikle planlanan mutasyonlar pac
geni TIR bolgesine PCR araciligiyla ayr1 ayri yerlestirilmistir. Cizelge 2.3’de dizisi
verilen primerler kullanilarak yapilan PCR-temelli yonlendirilmis mutagenez icin ilk
asamada PCR kosullar1 optimize edilmis, daha sonra optimize edilen PCR
kosullarinda klonlama amaghi biiyiikk Olgekte liretim  gergeklestirilmistir.
Sentezlettirilen primerler 5' uglarinda PCR iiriinlerinin vektor sistemleri {izerindeki
pac genlerinin ilgili boliimlerine aktarimini saglayacak restriksiyon enzim kesim
bolgelerini icermektedir (Cizelge 2.3). Olusturulan klonlarin restriksiyon enzim
kesimleriyle on segilimleri yapilirken; pac geninde planlanan mutasyonlarin varligi

dizi analizi calismalariyla dogrulanmistir (Boliim 3.3.3).

3.3.1 PCR aracihigiyla pac geni TIR bolgesine mutasyonlarin

yerlestirilmesi

3.3.1.1 PCR kosullarimin optimizasyonu

pac geni tlizerinde ECONI-Ncol restriksiyon enzimleri arasinda kalan ve
kullanilan primer giftleri ile Mut4 (PCR4 i¢in primer PA6/PA10), Mut5 (PCRS i¢in
primer PA7/PA10), Mut6 (PCR6 igin primer PA8/PA10) ve Mut7 (PCR7 igin primer
PA9/PA10) mutasyonlarinin (Cizelge 2.4) yerlestirilecegi ~550 bp’lik bolge; kalip
olarak pac9.5-pEMBLY" plazmit DNA’smin  kullanildigi PCR reaksiyonlari
araciligiyla ¢ogaltilmistir. Yapilan optimizasyon c¢alismalarinin iiriinleri agaroz jelde
degerlendirilmis ve 4 farkli PCR i¢in yapilan biiyiik 6l¢ekte tiretim reaksiyonlarinin
Yontem kisminda (2.2.3.2) belirtilen miktarlarda kullanilan kalip DNA, primer,
dNTP ve enzimin yani swra, 1.5 mM MgCl, iceren tampon kullanilarak

gerceklestirilmesine karar verilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. PCR4, PCR5, PCR6 ve PCR7 i¢in PCR optimizasyon ¢aligmasinin sonuglarini
gosteren agaroz jel elektroforezi. Jelin alti: 1) PCR 4-1 (1.5 mM MgCl,), 2) PCR 4-2 (3 mM
MgCl,), 3) PCR 4-3 (5 mM MgCl,); 4) /HindIII belirteg (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5,
0.1 Kbp) , 5) PCR 5-1 (1.5 mM MgCl,), 6) PCR 5-2 (3 mM MgCl,), 7) PCR 5-3 (56 mM
MgCl,), 8) PCR 6-1 (1.5 mM MgCl,), 9) PCR 6-2 (3 mM MgCl,), 10) PCR 6-3 (5 mM
MgCly), 11) M/HindIII belirteg. Jelin stii: 1) PCR 7-1 (1.5 mM MgCl,), 2) PCR 7-2 (3 mM
MgCl,), 3) PCR 7-3 (5 mM MgCl,), 4) M/HindIII belirteg.

3.3.1.2 Mutajenik pac fragmanlarimin pUCpac2.6’ya klonlanmasi

Optimal PCR kosullar1 belirlendikten sonra, istenen mutasyonlari tasiyan ilgili
fragmanlarin klonlanlama amacli daha biiylik 6lgekte tiretimi yapilarak EcCoONI-Ncol
enzimleriyle kesilip agaroz jelden izole edilmis ve ayni muameleden gegmis
pUCpac2.6 vektoriiyle ligasyona ugratilmistir (Sekil 2.3). Ligasyon materyali E. coli
JM109 kompetan hiicrelerin transformasyonunda kullanilmistir. Transformasyon
sonrasi petrilerden secilen 68 transformanta ait plazmit DNA izole edilerek, HindllI
enzimiyle kesilmistir. Mutasyonlart  tagiyan  fragmanlarin  pUCpac2.6’ya
yerlestirilmesi durumunda; beklenen jelde ~5.3 kb biiyiikliiglinde tek bir bandin
gozlenmesidir. Yapilan kesim sonucunda agaroz jel goriintiisiine gore bu biiyiikliikte
bant veren Mut4, Mut5, Mut6 ve Mut7 i¢in klon adaylar1 belirlenmistir. Sekil 3.5’de
Mut6’ya ait segilen klon adaylari (6-1, 6-2, 6-3, 6-4, 6-6, 6-7, 6-8, 6-9, 6-14)
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goriilmektedir. Mut4, Mut5 ve Mut7 i¢in de klonlanan fragmanlari tasimasi
durumunda pUCpac2.6 ile ayni biiyiikliikte (~5.3 kb) tek bir bant vermesi beklenen
klon adaylari, agaroz jelde degerlendirilerek, her bir mutasyon icin Sekil 3.5’dekine

benzer bir profil veren adaylardan ikisi dizi analizi ¢alismasina alinmstir.

12 3 45 6.7 8 8 10:11
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Sekil 3.5. Mut6 mutasyonuna ait klon adaylarinin 6n se¢imine yonelik yapilan
agaroz jel elektroforezi. 1) 6-1, 2) 6-2, 3) 6-3, 4) 6-4, 5) pUCpac2.6/Hindlll kesim,
6) MHindIII belirteg (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbp), 7) 6-6, 8) 6-7, 9) 6-8,
10) 6-9, 11) 6-14

Secilen klon adaylar1 daha sonra Mut 4, 5, 6 ve 7 i¢in bu mutasyonlarin pac2.6
kb’ye yerlestirildigi enzim bolgeleri olan ECONI-Ncol kesimine alinmistir. Agaroz
jelde beklenenle uyumlu olarak 4.8 kb ve ~550 bp biiyiikliigiinde iki bant
gozlenmistir. Boylece Mut4 (pUCpac2.60A4), Mut5 (pUCpac2.60A5), Mut6
(pUCpac2.60A6) ve Mut7 (pUCpac2.60A7) icin Sekil 3.6 ve Sekil 3.7°de gosterilen

uygun klon adaylarindan ikisi secilerek dizi analizi ¢alismasina alinmstir.
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<550 bp—

Sekil 3.6. Mut4 ve Mut6 mutantlaria Sekil 3.7. Mut5 ve Mut7 mutantlarina
ait klon adaylarinin 6n segimine yonelik ait klon adaylarinin 6n segimine yonelik
yapilan agaroz jel elektroforezi. 1) 4-4, yapilan agaroz jel elektroforezi 1) 5-1,
2) 4-5, 3) 6-1, 4) 6-2, 5) 6-3, 6) 2) 5-2, 3) 5-3, 4) 5-4, 5) pUCpac2.6, 6)
pUCpac2.6, 7) M/Hindlll kesim (23.1, 5-5, 7) MHindlll kesim (23.1, 9.4, 6.6,
9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbp), 8) 4.3,2.3,2.0,0.5, 0.1 Kbp), 8) 7-1, 9) 7-
6-4, 9) 6-5, 10) 6-6, 11) 6-7, 12) 6- 2, 10) 7-3, 11) 7-4 /EcoNI-Ncol kesimi

8/EcoNI-Ncol kesimi

3.3.2 Mutajenik pac fragmanlarmm pUC19,., pUC19-900 ve
pUC19,,.-900 vektorlerine klonlanmasi

Planlanan tiim mutasyonlarin (Mut4-7), pUC19;,., pUC19-900 ve pUC19, -
900 vektorlerine yerlestirilmesi i¢in; Oncelikle ilgili mutasyonlar1 tasiyan
pUCpac2.60A4-7 klonlar1 Xbal-Kpnl enzimleriyle kesilerek; mutajenik 2.6-kb pac
geni fragmanlar1 jelden izole edilmistir. Sonrasinda vektor olarak kullanilacak
pUC19;,., pUC19-900 ve pUC19,,-900 plazmitleri Xbal-Kpnl enzimleriyle
kesilerek, jelden izole edilen fragmanlar: hazirlanan insertler ile daha 6nce belirtilen
kosullarda ligasyona ugratilmistir. Ligasyon karigtminin yarist E. coli JM109
kompetan hiicrelerin transformasyonunda kullanilarak, transformasyon sonucunda
segilen 46 transformanta ait miniprep DNA hazirlanmis ve Kkontrol restriksiyon
enzim kesimine alinmigtir. Kesim sonrast uygun biiyiikliige sahip klon adaylarinin

dogrulugu agaroz jelde degerlendirilmistir.
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Yapilan Ncol kesimi sonrasinda, mutajenik 2.6-kb pac genini tagiyan pUCqc -
pac2.60A4-7 klon adaylari jelde gosterdikleri ~5.3 kb biiyiikliigiindeki tek bir banta
(Sekil 3.8-B), pUCi,c-PACOA4-7 ve pUC-PACOA4-7’a ait klon adaylar ise, bu
enzimin hem pac geni hem de 900 bp’lik fragman iizerinde kesim yerinin bulunmasi
nedeniyle; 3.5-kb’lik parcay1 tasiyan pacy:’a benzer olarak jelde gosterdikleri 2.2 kb
ve 3.9 kb’lik iki banta (Sekil 3.8-A) dayanilarak klon adaylar1 olarak secilmistir.
Sekil 3.8-A’da gosterilen pUC-PACOAA4-7 klonlarindan Mut4 igin (4-1), Mut5 i¢in
(5-1), Mut6 i¢in 6-1, Mut7 igin (7-1), pUCjoc -PACOA4-7 klonlarindan Mut4 i¢in (4-
6), Mut5 igin (5-5), Mut6 igin (6-2) ve Mut7 igin (7-4, sekilde yok) dogru klon
adaylar olarak secilmistir. Sekil 3.8-B’de gosterilen mutasyonlar1 tastyan pUC,. -
pac2.60A4-7 klon adaylarindan Mut4 i¢in (4-1, 4-2), Mut5 i¢in (5-1, 5-2), Mut6 icin
(6-1, 6-2) ve Mut7 igin (7-1, 7-2) segilmistir. Ncol kesimi ile segilen tiim bu klon
adaylar1 ayrica pac2.6-kb genini iki yerden kesen Hpal enzimiyle yapilan kesim
sonucunda da dogrulanmigtir. Bu klonlamalarla es zamanli olarak yaban tipi 2.6-kb
pac geni de pUCpac2.6 klonundan Xbal-KpnI enzimleriyle kesilmis ve pUC19-900
ve pUC19,.-900 vektorleri tizerine klonlanarak, pUC-PACOA ve pUCi,.-PACOA

plazmitleri olusturulmustur.
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Sekil 3.8. Ncol enzimiyle kesilmis Mut4, Mut5, Mut6 ve Mut7’e ait pUCy,. -pac2.60A4-7,
pUC-PACOA4-7 ve pUC,,-PACOA4-7 klon adaylarmin 6n secimine ydnelik yapilan
agaroz jel elektroforezi. A) pUC-PACOA4-7 ve pUC,-PACOA4-7 klon adaylariin
secilmesi 1) 4-1, 2) 4-2, 3) 5-1, 4) 6-1, 5) 7-1, 6) pacw, 7) AMHindlll belirteg (23.1, 9.4, 6.6,
4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbp) , 8) 4-6, 9) 4-7, 10) 5-5, 11) 6-2, 12) 6-3, 12) 7-2. B) Mut4-7
mutasyonlarini tagityan pUC,,. -pac2.60A klon adaylarinin segilmesi 1) 4-1, 2) 4-2, 3) 5-1, 4)
5-2, 5) 6-1, 6) 6-2, 7) 7-1, 8) 7-2, 9) M/Hindlll belirte¢ (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1
Kbp), 10) pac.:
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pUCpac2.60A4-7 ve pUCi,-pac2.60A4-7 ile pUC-PACOA4-7 ve pUCy -
PACOAA4-7 klonlarinin Sekil 2.3’de sematize edilen ve daha oOnce aciklanan

klonlama stratejisi basamaklarina gore olusturulmasi Sekil 3.9’da gosterilmistir.

8000 bp
6000 bp
5000 bp
4000 bp

500 bp

250 bp

Sekil 3.9. Klonlama stratejisini gosteren agaroz jel elektroforezi. 1) Mut4, Mut5,
Mut6 ve Mut7 mutasyonlarinin ayr1 ayri yerlestirildigi 550 bp’lik PCR {irtini
fragman, 2) 2.6-kb pac geni, 3) pUCpac2.6’dan 550 bp’lik fragman ¢ikarildiktan
sonra geriye kalan 4.8 kb’lik biyik fragman, 4) Mutasyonlara ait
pUCpac2.60A4-7 klonlar1 (5.3 kb), 5) pUC-PACOA4-7 klonlar1 (6.2 kb).

3.3.3 Mutasyonlarin dizi analizi ile dogrulanmasi

Yaban tipi pac genini tasiyan pUCpac2.6, pUCiy -pac2.6, pUC-PACOA ve
pUC s -PACOA klonlariyla, mutajenik pac genini tastyan pUCpac2.60A4-7, pUC
-pac2.60A4-7, pUC-PACOA4-7 ve pUCiyc -PACOA4-7 klonlarinda Mut4, Mut$,
Mut6 ve Mut7 mutasyonlarinin varligi yapilan dizi analizi c¢alismalariyla

dogrulanmistir. Bu dizi analizlerinden bazilarina ait sonuglar Sekil 3.10, 3.11, 3.12

ve 3.13°de verilmistir.



1| GTAACCTTTGTTTCACGATCATACGATTTC TATTT T CATATARTTACHTC TEGCAGE TG TATAATTAGCGARTTEATACTAGCARCGT
90 | CTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCARGCTTGECGTAATCATCGTCATAGC TGTTTCCTE TG TGAAATTGTTATCCGCTCACRATTCCACA

Sekil 3.10. Mut4-pac3.5/pUC19 (pUC-PACOA4) klonunun tasidig

Mut4 mutasyonu gosterilmistir.

] m £l 7] 100 11 120 180 14
E0 T TATAGAL COT G CCAG AD G ARAAAT TATA T BAAAALTA GAART COTATGATCOT OARCTOTOT TACTOCTT COBTE ATGTAT TAT TGGAGCITA

1 |CTGTACATGGCCTGCAGGTCGACTCTAGTACGTTGC TAGTATCAATTCGC TAATTATACACC TGCCAGAGHARRRATTATRATGARAART
90 | AGRAATCGTATGATCGTGRACTGTGTTACTGC TTCCC TGATGTATTATTGGAGC TTACCTECAC TGGC TGAGCAGTCGTCARGTGAGAT
179 | ARRGATTGTTCGCGATGRATACGGCATHCCGCATATTTATGCCAATGATACATGECACCTATTTTATGGC TATGEC TATGTAGTAGCAC

Sekil 3.11. Mut5-pac3.5/pUC19 (pUC-PACOAS) klonunun tasidigi

Mut5 mutasyonu gosterilmistir.

3] 7] il El ] m 11 [ &l ]
GAT TGO GT AATT AT (L GCT G GORO ADG MU ATT ATAT GA DA MMTADALAT COTATOAT GOTORAGTOTOT TR GTEGTT GOGTO ATOTAT 14T T4

1| GCCAATGCTGACATGCCTGCATGTCGAC TCTAGACGTTGE TAGTATCATTCGC TAATTATACAC CTGCCAGAGGARATTATAT!
89 | ATAGAAATCGTATGATCGTGAAC TETETTAC TGCTTCCCTGATGTATTATTGGAGCTTACC TGCACTGGC TGAGCAGTCGTCARGTGA

Sekil 3.12. Mut6-pac2.6/pUC19, (pUCiqc -pac2.60A6) klonunun
tasidigr Mut6 mutasyonu gosterilmistir.
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Analyzed Data
20

10 20 &0
GBH A AT|TIB cAAC B G BT B CB AT CATA CG AT TTTTAT T TTTCATATAATTT CCT CT G B

—
GGANAATTGCAACCAGTCTCACGATCATACGAT TTTTRTTTTTCATATARTCTTCC TC TGGCAGGTGTATART TAGCGAATTGATAC!
90 | GCAACGTCTAGAGTCGTACCTGCAGGCATGCAR GCGETAATCATGETCATAGC TETTTCC TG TETCGARATTE TTATCCGCTCA

Sekil 3.13. Mut7-pac2.6/pUC19,c (pUCis -pac2.60A7) klonunun
tasidigt Mut7 mutasyonu gosterilmistir.

3.34 Yaban tipi ve mutant pac genlerini tasiyan pUC

varyantlarimin Tat” ve Tat soylara aktarilmasi

pac geni TIR bolgesinde ve 6zellikle sinyal dizisinde yapilan mutasyonlarin
PA’nin sekresyonu {izerine etkisini irdelemek i¢in yaban tipi E. coli MC4100 ve Tat’
(BILKO, JARV15 ve DADE) soylarin yaban tipi ve mutant pac genlerini tagiyan
pUC-PACOA klonlartyla transformasyonu denenmistir. Ancak yaban ve mutajenik
pac genlerini tasiyan pUC-temelli plazmitler bu soylarda kararlilik géstermemis ve
transformasyon sonucu elde edilen kolonilerin plazmit DNA’lar1 restriksiyon enzim
kesimine alinarak agaroz jelde degerlendirildiginde; pac geninin tamaminin ya da bir
kismimin delesyonu veya plazmitin kaybi1 gozlenmistir. Yaban tipi ve mutant pac
genlerini tagiyan fragmanlarin diisiik kopya sayili pMMB208 (Morales ve ark., 1991)
vektoriine klonlanmasiyla E. coli MC4100 ve Tat™ soylarinda yiiksek kopya sayili

pUC klonlariyla karsilagilan kararsizlik probleminin iistesinden gelinmistir.

3.3.5 Yaban tipi ve mutant pac genlerinin pMMB208 vektoriine

Kklonlanmasi

pac genini tasiyan 3.5-kb’lik fragman pacy:, pUC-PACOA, pUC-PACOA4,
pUC-PACOA5, pUC-PACOA6 ve pUC-PACOA7 klonlarindan EcoRI/HindllI
enzimleriyle kesilerek alinmis ve ayr1 ayn diisiik kopya sayili pMMB208 vektorii

tizerindeki tac promotorunun kontrolii altina yerlestirilmistir.
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Ligasyon materyali E. coli JIM109’a ait kompetan hiicreleri transforme etmede
kullanilmistir.  Transformantlar kloramfenikol igeren LB petri tabaklarindan
secilmistir. Transformantlarin miniprep plazmit DNA’lar1 izole edilerek ECORI-
HindIII enzimleriyle kesilmis, klonlanan 3.5 kb’lik fragmani tasiyabilecek biiyiikliige
sahip adaylar agaroz jelde degerlendirilerek, klon adaylari olarak segilmistir (Sekil
3.14). Olusturulan klonlar pMMB-PACwt, pMMB-PACOA, pMMB-PACOA4,
pPMMB-PACOAS5, pMMB-PACOAG6 ve pMMB-PACOAT olarak adlandirtlmistir.

Sekil 3.14. EcoRI-HindIII restriksiyon endoniikleazlariyla kesilmis pMMB klon adaylarinin
agaroz jel elektroforezi. 1) pMMB-PACOA4, 2) pMMB-PACOAS5, 3) pMMB-PACOAG, 4)
pMMB-PACOAY7, 5) pMMB-PACOA, 6) pMMB-PACwt’ in EcoRI-Hindlll kesimi, 7)
MHindlIll kesim (23.1, 9.4, 6.6, 4.3, 2.3, 2.0, 0.5, 0.1 Kbp).

3.3.6 Yaban tipi ve mutant pac genlerini tasiyan pMMB208

varyantlarimin Tat” ve Tat soylara aktarilmasi

pac geni TIR bolgesinde yapilan mutasyonlarin PA’nin translokasyonu iizerine
etkisini arastirmak i¢in, kompetan hiicreleri hazirlanan yaban tipi E. coli MC4100 ve
Tat” BILKO, JARV15, DADE soylar1 yaban tipi ((MMB-PACwt) ve mutant pac
genlerini tagiyan pMMB208 vektorleriyle (pMMB-PACOA4, pMMB-PACOADS,
pPMMB-PACOA6, pMMB-PACOAY) transforme edilmistir. Transformantlar
kloramfenikol igeren LB petri tabaklarindan seg¢ilmistir. Elde edilen
transformantlarin miniprep DNA’lar1 izole edilerek EcoRI/Hindlll restriksiyon
enzimleriyle kesilmis, yaban ve mutajenik pac genlerini tasiyan pMMB-temelli

plazmitlerin bu soylardaki varligi agaroz jel iizerinde degerlendirilmistir. Klon
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adaylarinin jel profilleri Sekil 3.14 ile benzerlik gostermektedir. Farkli soylar i¢inde
yer alan pMMB varyantlarina ait ekpresyon ¢alismalarinda es zamanli olarak ancak
belli sayida kiiltiir inkiibatorde biiyiitiilebileceginden 6ncelikli olarak pMMB-PACwt
ile birlikte sinyal dizi mutasyonlarin1 tasiyan pMMB-PACOA6, pMMB-PACOA7

klonlarinin ekspresyon ¢aligmalarina alinmasina karar verilmistir.
3.3.7 Ureme egrisi

pUCpac2.60A4-7, pUC, -pac2.60A4-7, pUC-PACOA4-7 ve pUC-
PACOA4-7 klonlarini tagiyan E. coli JM109 soyunun iireme davranigini izlemek
igin, bu soylara ait lireme egrisi olusturulmustur. Her bir soy ig¢in ~85 ml kiiltiir
ODg0p=0.6-0.8 araliginda 100 uM IPTG ile uyarilarak, 26 °C’ta (Yontemler 2.2.1) 46
saat biiyiitiilmiis ve diizenli araliklarla 6rnek alimustir. Orneklerin absorbansi 600
nm’de okunmus, Sekil 3.15 ve Sekil 3.16’da gosterildigi iizere bir iireme egrisi
cizilmistir. Ureme oranmin E. coli’de PA iiretimini etkilemedigi bilinmekte olup
(Chou ve ark., 1999); soylar igin aktiviteden bagimsiz olarak genelde birbirine

benzer bir tireme davranisi izlenmistir.
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Ureme Egrisi
6
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O 3
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2 —e— Mut6-pac3.5/pUC19
1 - —=— Mut7-pac2.6/pUC19
——Mut7-pac3.5/pUC19
0 T T
5 10 15 20 25 30 35 40 46
Zaman (Saat)

Sekil 3.15. Mut4-7 mutasyonlarinin yer aldigi pac2.6-kb ve 3.5-kb’lik fragmanlari
tastyan pUC klonlarint igeren E. coli JM109 hiicrelerine ait kiiltiirlerin uyariml
kosullardaki tireme egrisi. Kiiltiirler 26 °C’ta 46 saat biiytitiildii. Her 5 saatte bir
ornek alarak, absorbans degerleri 600 nm’de okundu ve zamana karsi
grafiklendirildi.
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Ureme Egrisi
6
—— Mut4-pac2.6/pUC19lac-
° ] —=—Mut4-pac3.5/pUC19lac-
4 Mut5-pac2.6/pUC19lac-
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—— Mut6-pac2.6/pUC19lac-
2 |
—— Mut6-pac3.5/pUC19lac-
1 Mut7-pac2.6/pUC19lac-
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ——Mut7-pac3.5/pUC19lac-
5 10 15 20 25 30 35 40 46
Zaman (saat)

Sekil 3.16. Mut4-7 mutasyonlarinin yer aldigi pac2.6-kb ve 3.5-kb’lik fragmanlari
tastyan pUC19,c klonlarini igeren E. coli IM109 hiicrelerine ait kiiltiirlerin uyarimli
kosullardaki tireme egrisi. Kiiltlirler 26 °C’ta 46 saat biiyiitiildii. Her 5 saatte bir
ornek aliarak, absorbans degerleri 600 nm’de okundu ve zamana karsi

grafiklendirildi.

Diger yandan pMMB klonlarinin E. coli JM109 soyunun yami sira, Tat’
(DADE) ve onun yaban tipi MC4100 soylarindaki {ireme oranlari da incelenmistir.
Genel olarak pMMB klonlarin1 tasiyan MC4100 soylari daha hizli bir iireme
gostermistir (Sekil 3.17).
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Ureme Egrisi
3,5
—— 1-pacwt-pMMB208/JM109
3 1 —a— 2-Mut6-pMMB208/JM109
25 - —e— 3-Mut7-pMMB208/JM109
3 4-pacwt-pMMB208/MC4100
Q 27 . <
o \ —w— 5-Mut6-pMMB208/MC4100
159 % —e— 6-Mut7-pMMB208/MC4100
11 —— 7-pacwt-pMMB208/DADE
05 - —— 8-Mut6-pMMB208/DADE
0 . . . 9-Mut7-pMMB208/DADE
IPTG3h  IPTG5h K10h K24h
Zaman (Saat)

Sekil 3.17. pacy, Mut6é ve Mut7’ye ait pMMB klonlarini tasiyan E. coli JM1009,
MC4100 ve DADE soylarinin iireme egrisi. Kiiltiirler 26 °C’ta 24 saat biiylitiildii.
100 uM IPTG uyarimindan sonraki 3. ve 5. saat ile kiiltiiriin 10. ve 24. saatlerinde
ornek alinarak, 600 nm’de okunan absorbans degerleri zamana kars1 grafiklendirildi.
Incelenen soya gore degisebilmekle birlikte; IPTG 3h, kiiltiiriin ~5. saatine, IPTG 5h
ise kiiltiiriin ~7-9 saatine denk gelmektedir.

3.4 Gen ekspresyonu ¢calismalari

Tez ¢alismasinda TIR bolgesinde yapilan mutasyonlarin pac geni ekspresyonu
tizerine etkisi aktivite diizeyinde irdelenmistir. Bu amagla oncelikle yaban tipi ve
mutant pac genlerini igeren pUC varyantlarii (pUCpac2.60A4-7, pUCy -
pac2.60A4-7, pUC-PACOA4-7, pUCi, -PACOA4-7) tastyan rekombinant E. coli
JIM109 soylar1 flask diizeyinde ekspresyon calismasina alinmistir. EKspresyon
caligmalar1 Yontem boliimii 2.2.11°de belirtilen kosullarda gergeklestirilmis, aktivite
deneylerinde her defasinda saflastirilmis penisilin asilaz enzimi (Igsever Oztiirk,

2008) kontrol olarak kullanilmistir.



95

Daha &nce olusturulmus pac klonlariyla (Issever Oztiirk, 2002) uyarimsiz
kosullarda en iyi aktivite degeri 46. saatte alindigindan, ekspresyon ¢aligmalarina
baslarken kiiltlirler uyarimli ve uyarimsiz kosullarda 46 saat biiyiitilmiistiir. Ancak
46 saat sonunda uyarimsiz Kkiiltiirlerden aktivite elde edilememesi ve uyarimlh
kiiltirlerin aktivitesinde ise 20. saatten sonra diisiis goriilmesi nedeniyle, sonraki
yapilan tiim ekspresyon c¢aligsmalar1 sadece IPTG uyarimli kosullarda ve kiiltiirlerin
20 saat inkiibasyonuyla siirdiriilmistiir. Ekspresyon calismalarinda farkli IPTG
uyarim kosullar1 ve ¢alkalama hizlar1 denenmistir. Ozellikle klonlarin uyarimli ve
uyarimsiz kiltiir kosullardaki aktivitelerinin 6n degerlendirmesinde ayni kosullarda
kiiltiire alinmi§ Spac, P2Spaciac’ gibi 1yi aktivite verdigi bilinen soylar (issever Oztiirk,
2002) ile pac genini tasimayan vektér pUC19 referans olarak kullanilmistir. Yapilan
her ekspresyon calismasi sirasinda SDS-PAGE ve aktivite testi i¢in 6rnek alinarak

irdelenmistir.
3.4.1 Mutasyonlarin Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Yapilan ekspresyon calismalarinda 3.4 kisminda sozi edildigi tizere IPTG
uyarimli ve uyarimsiz kosullarin yani sira, farkli sicakliklarin (26 °C ve 37 °C) da
pac geni ekspresyonu iizerine etkisi degerlendirilmistir. pUCpac2.60A4-7 (Mut4-
pac2.6/pUC19, Mut5-pac2.6/pUC19, Mut6-pac2.6/pUC19, Mut7-pac2.6/pUC19)
pUCyc -pac2.60A4-7 (Mutd-pac2.6/pUC19,., Muts-pac2.6/pUC19,, Mut6-
pac2.6/pUC19,.", Mut7-pac2.6/pUC19;,.), pUC-PACOA4-7 (Mutd-pac3.5/pUC19,
Mut5-pac3.5/pUC19, Mut6-pac3.5/pUC19, Mut7-pac3.5/pUC19) ve pUCy-
PACOA4-7 (Mut4-pac3.5/pUC19,c, Mut5-pac3.5/pUC19,c, Mut6-
pac3.5/pUC19,., Mut7-pac3.5/pUC19,.) klonlar1 E. coli JM109 soyu iginde,
P2Spaci,c ile karsilastirmali olarak uyarimsiz kosullarda ve 26 °C’ta yapilan
ekspresyon c¢alismasina alindiginda; kiltiiriin 46. saatinde dikkate deger bir PA
aktivitesi elde edilmemistir (Sekil 3.18 ve 3.19). Benzer bir bigimde tez ¢alismasinda
olusturulan klonlardan hi¢ birisi 37 °C’ta incelenen kiiltiiriin 20 ve/veya 46. saat

ornekleri i¢in PA aktivitesi vermemistir.
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Aktivite Grafigi (Uyarimsiz)
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Sekil 3.18. Mut4d ve MutS mutasyonlarinin yer aldigi pac2.6-kb ve 3.5-kb’lik
fragmanlar: tasiyan pUC klonlarini igeren E. coli JM109 hiicrelerine ait kiiltiirlerin

uyarimsiz kosullarda, 26 °C’ta ve 46. saatte verdikleri aktivite degerleri.

A. Mut4-pac2.6/pUC19 G. Mut5-pac3.5/pUC19
B. Mut4-pac2.6/pUC19,c H. Mut5-pac3.5/pUC19,”
C. Mut4-pac3.5/pUC19 I. pac2.6/pUC19

D. Mut4-pac3.5/pUC19;,c J. pac3.5/pUC19

E. Mut5-pac2.6/pUC19 K. P2Spacisc

F. Mut5-pac2.6/pUC19,



97

Aktivite Grafigi (Uyarimsiz)
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Sekil 3.19. Mut6 ve Mut7 mutasyonlarinin yer aldigi pac2.6-kb ve 3.5-kb’lik
fragmanlar1 tasiyan pUC klonlarini igeren E. coli JIM109 hiicrelerine ait kiiltiirlerin

uyarimmsiz kosullarda, 26 °C’ta ve 46. saatte verdikleri aktivite degerleri.

. Mut6-pac2.6/pUC19

. Mut6-pac2.6/pUC19yc

. Mut6-pac3.5/pUC19

. Mut6-pac3.5/pUC19,c

. Mut7-pac2.6/pUC19
Mut7-pac2.6/pUC19,c

. Mut7-pac3.5/pUC19
.Mut7-pac3.5/pUC19,
I. pac2.6/pUC19

J. pac3.5/pUC19

K. P2Spacis

TOTMMOUO >

2.6-kb ya da 3.5-kb’lik mutajenik pac fragmanini pUC19),c vektorii tizerinde
tastyan klonlarin, IPTG ile uyarim sonrasi 5. saat (IPTG 5h) ile kiiltiiriin 20, 30, 35
ve 46. saatlerinden alinan orneklerinin aktivite testlerinde, belirgin bir PA aktivitesi

gbzlenmemistir (Sekil 3.20).
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Aktivite Grafigi
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Sekil 3.20. Mut4, Mut5, Mut6 ve Mut7 mutasyonlarinin yer aldigi pac2.6-kb ve 3.5-
kb’lik fragmanlari tagiyan pUC klonlarini igeren E. coli JM109 hiicrelerinin uyariml
kosullarda verdikleri aktivite degerleri. 26 °C’ta biiyiitillen kiiltiirlerin aktiviteleri

IPTG uyarimindan sonraki 5. saat ile kiiltiirin 46. saati araliginda izlenmistir.

Mut4-pac2.6/pUC19,
Mut4-pac3.5/pUC19,c
Mut5-pac2.6/pUC19,
Mut5-pac3.5/pUC19,c
Mut6-pac2.6/pUC19,
Mut6-pac3.5/pUC19,c
Mut7-pac2.6/pUC19,¢
Mut7-pac3.5/pUC19,¢

IOMMOOm>

pUCpac2.60A4-7 ve pUC-PACOA4-7 klonlar1t uyarimli ve uyarimsiz
kosullarda ekspresyon ¢aligmasina alinmis, daha 6nce yaban tipe kiyasla iyi aktivite
verdigi belirlenen P2Sp,c ve/veya P2Spaciac (SD-ATG aralig arttirilmis ve promotoru
degistirilmis pac genini igeren 3.5kb’lik fragman sirasiyla pUC19 ve pUCI19y
vektorleri iizerinde, Issever Oztiirk, 2002) klonlariyla karsilastirmali olarak kiiltiiriin
20, 30 ve 46. saatleri icin aktivite degerleri karsilastirilmistir. Yapilan ekspresyon

calismalar1 sonucunda incelenen klonlardan 6nemli bir PA aktivitesi elde edilmezken
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(Sekil 3.21); uyarimli kosullarda en iyi sonucu pUC-PACOAA4-7 soylar: ve kiiltiiriin
20. saatinde vermistir (Sekil 3.22). pUC-PACOA4-7 klonlartyla pUCpac2.60A4-7
klonlarinin aktiviteleri arasindaki bu farklilik, daha 6nce Enzim Molekiiler Genetigi
Grubu tarafindan yapilmis ekspresyon ¢alismalarinda gézlenen ve fazladan 900 baz
cifti igeren 3.5-kb’lik pacy: geninin, 2.6-kb’lik pac genine gorece daha olumlu bir

ekspresyon verdigi yoniindeki ¢alisma sonuglartyla uyumludur.

7,00
Hiicre Uremesi ve Aktivite 6,00 -
5,00 1 ra—
EA ©EB BEC BD BE | S
BF BG OH = J g 400
8“’ 3,00 1
2,00 A
1,00 1
0,00 T T
K20h (Cons) K30h (Cons) K46h (Cons)
Zaman (Saat)
2,500 7 I |
L4 i
5 2,000
=
€ l
3 1,500
Y J
X 1,000 1
2
)
< 0500 - c
ABCDEFGH = ABCDEFGH = AB“ppFgH
0,000 -
K20h (Cons) K30h (Cons) K46h (Cons)
Zaman (Saat)

Sekil 3.21. Mut4-7 mutasyonlarmin yer aldigr pUC klonlarini igeren E. coli JM109
soylarinin uyarimsiz kosullardaki iireme egrileri ve aktivite grafigi. 26 °C’ta

bliyiitiilen kiiltlirler 46. saate kadar izlenmistir.

Mut4-pac2.6/pUC19 F. Mut6-pac3.5/puUC19
Mut4-pac3.5/pUC19 G. Mut7-pac2.6/pUC19
Mut5-pac2.6/pUC19 H. Mut7-pac3.5/pUC19
Mut5-pac3.5/pUC19 I. P2Spac
Mut6-pac2.6/pUC19 J. P2Spacic

moOOoO w»
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Sekil 3.22. Mut4-7 mutasyonlarmin yer aldigr pUC klonlarini igeren E. coli JM109
soylarinin uyarimli kosullardaki iireme egrileri ve aktivite grafikleri. 26 °C’ta
biyiitiilen kiltiirler 46. saate kadar izlenmistir. A)Mut4-pac2.6/pUC19, B)Mut5-
pac2.6/puUC19, C)Mut6-pac2.6/pUC19, D)Mut7-pac2.6/pUC19, E)Mut4-
pac3.5/puUC19, F)Mut5-pac3.5/pUC19, G)Mut6-pac3.5/pUC19, H)Mut7-
pac3.5/pUC19, I)P2Spac

Yapilan ekspresyon c¢alismalarindan elde edilen sonuglar dikkate alindiginda;
en fazla PA aktivitesini Mut4-, Mut5-, Mut6- ve Mut7-pac3.5/JM109 klonlarinin
(pUC-PACOA4-T7) 26 °C’ta, uyarimh kosullarda ve kiiltiiriin 20. saatinde vermesi
nedeniyle; ekspresyon deneylerine bu klonlarla devam edilmistir. Tez ¢alismasi
kapsaminda gergeklestirilen ekspresyon c¢alismalarinda ayrica besiyerine farkl
konsantrasyonlarda eklenen uyaricinin (IPTG), incelenen soylarin ekspresyonlari
tizerine etkisi arastirilmistir. Bu amagla oncelikle ODgpp=0.6-0.8 araliginda,
kiiltiirlerin 25uM IPTG ile uyarildig1 bir ekspresyon calismasi yapilmis, incelenen
klonlar 25uM IPTG ile uyarildiklarinda 6nemli bir aktivite degeri vermemistir.

Bunun iizerine pacy: ile Mut4, Mut5, Mut6 ve Mut7 mutantlari igin, besiyerine
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inkiibasyonun baslangicinda 25 pM IPTG’nin eklendigi, sonrasinda ODgyp=0.6-0.8
araligindayken kiiltire 75 uM IPTG’nin daha ilave edildigi ve kontrol olarak
kiltiirlerin ODgpo= 0.6-0.8 araligina geldiginde 0.1 uM IPTG ile uyarildigi ii¢ farkl
kiltlir baslatilarak, kiiltiirler kazein besiyerinde 26 °C’ta ve 100 rpm ¢alkalama ile 20

saat inkiibe edilmistir. Aktivite testinin sonuglar1 Sekil 3.23’te verilmistir.

Aktivite Grafigi

3,500
m25.M IPTG
3,000 | B25uM+75uM IPTG
~
% 2500 | B100 pM IPTG
£
> 2,000
g
S 1,500 |
<
<

1,000 +

0,500

0,000 -

Mut4 Mut5 Mut6 Mut7 pacwt

Soylar

Sekil 3.23. pUC-PACOA4-7/JM109 ve pacw/JM109 soylarinin degisik IPTG
konsantrasyonlariyla farkli zamanlarda uyarimlari sonucunda elde edilen aktivite

grafigi. Kiiltlirler 26 °C’ta 100 rpm ¢alkalama ile 20 saat inkiibe edilmistir.

Denenen kosullar i¢inde en iyi PA aktivitesi, mutantlarin ODgyp=0.6-0.8
araliginda son konsantrasyonu 100uM olacak sekilde IPTG ile uyarildiklar
kiiltiirlerinden elde edilmistir. Mutantlarin ODgp=0.6-0.8 araliginda 50, 75 ve 100
uM IPTG olmak tizere 3 farkli IPTG konsantrasyonuyla uyarildiklar1 ekspresyon
caligmas1 sonucunda da 100 pM IPTG ile uyarimin yine en iyi sonu¢ verdigi
gozlenmistir (Sekil 3.24).
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Aktivite Grafigi
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Sekil 3.24. pUC-PACOA4-7/JM109 soylarmin farkli IPTG konsantrasyonlartyla
uyarildigi kosullarda elde edilen aktivite grafigi. Kiiltirler 26 °C’ta 100 rpm

calkalama ile 20 saat inkiibe edilmistir.

Ayrica galkalama hizinin etkisini irdeleyebilmek amaciyla; yapilan ekspresyon
calismalarinda kullanilan kosullarin (1/3 havalandirma, kazein besiyeri, 26 °C) sabit
tutuldugu; ancak calkalama hizinin 200 rpm’e ¢ikarildigr bir ¢alisma denenmistir.
Calkalama hizinin onceki ekspresyon c¢alismalarina gorece 2 katina ¢ikarilmasiyla
orantili bir hiicre lireme artis1 izlenmemis ve daha 6nce yapilan ¢alisma sonuglariyla
uyumlu olarak aktivitede belirgin bir iyilesme goriilmemistir (Sekil 3.25). Buna gore
gergeklestirilen tiim ekspresyon ¢aligmalart dikkate alindiginda klonlar en iyi aktivite
degerini kiiltiirlerin ODgpp=0.6-0.8 araliginda 100 pM IPTG ile uyarildig1 ve 26 °C’ta
100 rpm calkalama ile biiyiitiildigt kosullarda vermistir. Kiiltiirin 20. saatinden 46.
saatine gegildiginde ise iremenin halen siirdiigii ancak PA aktivitesinde bir

azalmanin oldugu gézlenmistir.
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Aktivite ve Ureme Grafigi

Aktivite (U/ml/dk)
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Sekil 3.25. Uyarimli kosullarda 26 °C’ta 200 rpm calkalama ile biiyiitiillen pUC-
PACOAA4-7/JM109 soylarina ait kiiltiiriin 20. ve 46. saat 6rneklerinin aktivite grafigi.

3411 pac geni SD ve SD-ATG arahginda yapilan mutasyonlarin gen

ekspresyonu iizerine etkisinin pUC klonlarinda incelenmesi

pac geninin birbiriyle oOrtiisen iki SD dizisini i¢eren bir SD motifine sahip
oldugu 6ngoriilmiis olup (Keilmann ve ark., 1999), tez ¢alismasinda SD motifinin bu
yapisinin ve/veya SD-ATG araligindaki mesafenin PA {iretimi iizerine etkisinin
incelenmesi amaglanmis ve Cizelge 2.4’de verilen mutasyonlari tagiyan plazmitler

olusturulmustur.

pac geninde SD1/SD2 ribozom baglanma bolgesi ve ATG baslama kodonu
arasindaki mesafe 4/5 niikleotit olup, normalden daha kisadir (Ma ve ark., 2002).
Daha 6nce bu bolgenin igerigi AT’ce zenginlestirilip 6/7 niikleotite uzatildiginda,
pac geni ekspresyonun yaban tipe goéreceli 2.1 kez iyilestigi bildirilmistir (Spac,
Issever Oztiirk, 2002). Bu calismada SD-ATG araligi A’ca zenginlestirilerek 8
niikleotite ¢ikarilmig (Mut5, Cizelge 2.4) ve aktivitede yaban tipe goreceli 12-kat
iyilesme elde edilmistir (Sekil 3.26).
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Diger yandan tez ¢aligmasinda pac geni SD motifindeki SD2 dizisinin énemini
aragtirmak icin, SD-ATG aralift Spac’la benzer olan ama baslama kodonunun
yukarisindaki GAGGA dizisindeki ikinci A’nin T’ye degistirildigi bir mutant
olusturulmustur (Mut4, Cizelge 2.4). Elde edilen Mut4 ile aktif PA iiretiminin Spac’a
gorece %061 artmasi (Sekil 3.26), tam bir SD dizisinin varliginin protein sentez
diizeyini azalttigin1 gostermistir. Mutasyonlar i¢in sozkonusu aktivite degerleri
sadece 26 °C’ta elde edilmis, 37 °C’ta yapilan ekspresyon calismalarinda klonlar PA
aktivitesi vermemistir. Bu sonu¢ pac geni eckspresyonunun sicakliga duyarli

olduguna iligkin daha 6nceki bulgularla uyumludur (Keilmann ve ark., 1993).

3.4.1.2 DR bolgesinin pac geni ekspresyonu iizerine etkilerinin pUC

klonlarinda incelenmesi

Genin kodlayict bélgesinin baglangi¢ tarafindaki ozellikle ilk 5 kodonun
translasyonun baslamasin1 etkileyebildigi, 6rnegin mRNA’nin ikincil yapisini
degistirdigi bilinmektedir. Tez ¢alismasinda DR bolgesinin pac’in ekspresyonu
tizerine etkisini inceleyebilmek icin, her ikisi de Sy, ile ayn1 SD-ATG arali§ina sahip
ve ikinci kodon lizinin (AAA), arginine (AGA) degistirildigi Mut6 (K2R) ile
dordiincii  kodon argininin (AGA) lizine (AAA) degistirildigi Mut7 (R4K)
mutasyonlart olusturulmustur (Cizelge 2.4). Yapilan mutasyonlar sinyal peptitin
amino asit yikiini degistirmemistir, fakat her iki mutasyon da sinyal peptitte yer
almas1 nedeniyle PA’nin translokasyonunu etkileyebilecek bir pozisyondadir. +2
kodonundaki mutasyon ikinci kodon pozisyonu i¢in E. coli’de en ¢ok tercih edilen
lizinin nadir bir kodon olan arginine degisimiyle sonuglanmistir. +4 kodonunda
yapilan degisiklikle ise bir yandan DR bélgesinin igerigi A’ca zenginlestirilirken;
diger yandan PA’nin periplazmaya translokasyonunu yonlendirdigi Onerilen
(Ignatova ve ark., 2002) tipik olmayan Tat motifinin korunmus arginin rezidiisii
lizine degistirilmistir. Sekil 3.26”da gosterildigi gibi aktif PA iiretimi Spac’a gorece
Mut6 ile 2 kat; +4 kodonunda yapilan degisiklikle ise (Mut7) ~%65 oraninda
artmistir. Her iki tip mutasyon sonucunda da yaban tip diziye (pacw:) gorece PA
aktivitesi dikkat cekici bir sekilde iyilesmistir. Spac, Mut4 ve Mut5’e benzer olarak
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Mut6 ve Mut7 iginde sozii edilen PA aktivitesi yalnizca 26 °C’ta yapilan ekspresyon

calismalarindan elde edilmis, 37 °C’ta PA aktivitesi bulunmamustir.

160

140 -I— _I_

120 -

100 T +
80 -

60 - ———

Aktivite (U/ODgqyp)

40 A

o L1 ‘ ‘ ‘ ‘

R\ o > H o Q
Q,bo R @\) O

Sekil 3.26. Spac/JM109 ve pUC-PACOA4-7/JM109 soylarindan elde edilen PA
aktivite grafigi. Soylar 26 °C’ta 20 saat biyitiildiikten sonra PA aktivitesi

belirlenmistir (Grafik, en az ii¢ deneyin ortalamasini gostermektedir).

3.4.1.3 pac geni ekspresyonu ve onciil enzimin translokasyonu iizerine TIR’da

yapilan mutasyonlarin etkilerinin pMMB klonlarinda incelenmesi

TIR’da yapilan mutasyonlarin gen ekspresyonunun yani sira protein
sekresyonunu da etkileyebilecegi bilinmektedir (Simmons & Yansura, 1996).
Literatiirde o6zellikle sinyal dizide yapilan mutasyonlarin proteinlerin sekresyonu
lizerine etkileri bildirildiginden (Zalucki ve ark., 2007), olusturulan mutantlarda
translokasyonun izlenmesi amaciyla, Tat" E. coli soylari (JARV15, BILKO ve
DADE) ile onlarin yaban tipi soyu E. coli MC4100 pac: ve Mut4-7 klonlariyla
transforme edilmistir. Ancak boliim 3.3.4’de belirtildigi iizere pac genini tasiyan
pUC19 tiirevlerinin bu soylarda kararsizlik géstermesi nedeniyle, mutasyonlarin PA

translokasyonu {iizerine etkisinin irdelenmesi i¢in olusturulan diisiik kopya sayili
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pMMB208-temelli klonlar kullanilmistir. Bu klonlar ile pUCI19 tiirevlerini tagiyan
soylarin aktiviteleri kiyaslandiginda, pMMB klonlar1 igin total PA aktivitesinde
dikkat ¢ekici bir artis bulunmustur (Sekil 3.27). Bu sonucun pMMB klonlarini
tasiyan E. coli IM109 soyu i¢in de gegerli olmasi artan ekspresyon diizeyinin E. coli
soyundan bagimsiz olarak kullanilan vektorle iligkili olduguna isaret etmistir. Dahasi
bu klonlar ile maksimum PA iiretimine, en iyi aktiviteyi kiiltiriin 20. saatinde veren
pUC-tiirevli klonlara kiyasla daha hizli erisildigi belirlenmistir (IPTG uyarimindan 5

saat sonra).

pMMB-klonlartyla IPTG uyarimindan 5 saat sonra ve kiiltiiriin 20. saatinde
alinan orneklerin aktivite degerleri arasinda énemli bir farklilik olmadigindan, pUC-
temelli klonlarla karsilastirma agisindan Sekil 3.27°de kiiltiirtin 20. saatindeki pMMB
klonlarinin aktivite/ODgoo degerleri verilmistir. Sasirtict bir sekilde yaban ve
mutantlara ait pMMB varyantlarinin PA aktivitesinde ¢ok onemli bir farklilik
goriilmemistir (Sekil 3.27). Diger 6nemli bir bulgu ise; pMMB varyantlarinin pUC
klonlarindan farkli olarak hiicre dist1 PA aktivitesi gostermesidir. Bu sonug¢ hem
besiyeri ist sivisindan alinan 6rneklerle yapilan PDAB aktivite testi (Sekil 3.28) ile
hem de S. marcencens kullanilarak petri diizeyinde gergeklestirilen testlerle (Sekil
3.29) belirlenmistir.
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Sekil 3.27. pacy, Mut6 ve Mut7’ye ait pMMB klonlarini i¢eren soylarin (E. coli
MC4100 ve DADE) PA aktivite grafigi. Soylar 26 °C’ta 20 saat IPTG uyarimh
kosullar altinda biiyiitilldiikten sonra aktiviteleri belirlenmistir (Grafik, en az g
deneyin ortalamasini géstermektedir).

3.4.2 Hiicre dis1 enzim aktivitesinin belirlenmesi

3.4.2.1 Enzim aktivitesinin PDAB yontemi ile belirlenmesi

Hiicre dis1 PA aktivitesine, kiiltiiriin 20. saatine ait besiyeri ist sivisindan
alinan Ornegin santrifiijlenmesi sonrasinda elde edilen siipernatandan 100 mikrolitre
kullanilarak bakilmistir. Klonlarin yaban tip E. coli MC4100 ve JM109 soylarindaki
hiicre dis1 PA aktivite degerleri, Tat JARV1S5, BILKO ve DADE soylarindaki
aktiviteleriyle kiyaslandiginda c¢ok biiyiik bir farklilik gostermemistir (Sekil 3.28).
Buna gore sinyal peptitte yer alan Mut6 ve Mut7 mutasyonlarinin enzimin

sekresyonu agisindan dnemli bir fark yaratmadigi belirlenmistir.
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Sekil 3.28. pacw:, Mut6 ve Mut7’ye ait pMMB klonlarini iceren MC4100, JM109,
B1LKO, JARV15 ve DADE soylarinin 26 °C’ta, uyarimli kosullarda ve kiiltiiriin 20.

saatinde verdikleri hiicre dis1 PA aktiviteleri ve ODgoo degerleri.
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3.4.2.2 Serratia marcescens yontemi ile enzim aktivitesinin belirlenmesi

A B C

Sekil 3.29. pMMB208/JIM109’un yani sira, pacwt (A), Mut6 (B) ve Mut7 (C)’nin
pMMB klonlarmi igeren E. coli JM109, MC4100, JARV15, BILKO ve DADE

soylarima ait kiiltlirlerin 10. saatinden alinan besiyeri st sivist Orneklerinin S.
marcescens ile aktivite testi.

E. coli IM109, MC4100, JARV15, BILKO ve DADE soylarindaki pMMB
klonlarinin (pacw:, Mut6, Mut7) aktivitesine PDAB yOnteminin yani1 sira Serratia
marcescens kullanilarak Yontemler kisminda belirtildigi sekilde (2.2.14.2) petri
diizeyinde bakilmigtir. S. marcescens’in tiremesi dikkate alinarak kiiltiirlerin 10. saat
ornekleriyle calisilmistir. Sekil 3.29°da pacw, Mut6 ve Mut7 nin pMMB klonlarini
tastyan farkli soylara ait hiicre digt PA aktivitesi, petride olusan zonlarla
gosterilmistir. Bu test kalitatif bir analiz olup, zonlarin biiyiikligii ile soylarin gergek
aktivite oranlar1 arasinda mutlak bir uyum bulunmamaktadir (Meevitosom ve
ark.,1983). Bununla birlikte incelenen tiim klonlarda hiicre disi PA aktivitesinin

varligi, bu testle de belirgin bir sekilde goriilmektedir.
3.5 Mutantlarin protein analizi

Penisilin asilaz enzimini kodlayan pac geninin translasyona baslama

bolgesinde farkli mutasyonlar tasiyan ve daha Once yapilan ekspresyon
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calismalariyla aktiviteleri irdelenen mutantlarin, bu ekspresyon ¢aligmalarindan

alian ornekleriyle SDS-PAGE ve Western blot analizleri yapildi.

3.5.1 Mutantlarin SDS-PAGE ve Western blot profilleri

Yapilan  ekspresyon  calismalari  sonrasinda  aktiviteleri  incelenen
pUCpac2.60A4-7 ve pUC-PACOAA4-7 klonlarinin ayn1 zamanda SDS-PAGE
analizleri de yapilmistir. Tiim klonlarda belirgin bir bi¢imde PA’nin B-alt iinitesine
ait bant goriilmekte olup; Mut5 ve Mut7’nin pUC-PACOA klonlarinda ayrica daha

fazla miktarda 6nciil protein birikimi gézlenmistir (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30. 26 °C’ta, 0.1 mM IPTG varlifinda kiiltiiriin 20. saatine kadar biiyiitiilen
pac ve pacj,c mutantlarini tastyan E. coli JM109 soylarina ait total hiicre fraksiyonu
orneklerinin SDS-PAGE analizi. Her bir protein 6rneginin esit miktar1 %12°lik SDS-
PAGE jelde ayrildi. 1) pUCpac2.60A4, 2) pUC-PACOA4, 3) pUCpac2.60A5, 4)
pUC-PACOAS, 5) pUCpac2.60A6, 6) pUC-PACOAG, 7) pUCpac2.60A7, 8) pUC-
PACOAY7, 9) pUC,-pac2.60A6 10) pUC,c-PACOAG, 11) pUCyc -pac2.60A7, 12)
pUC,,c -PACOAY. Protein belirteg (205, 116, 97.4, 66, 45, 29 kDa).

Ayrica sicakligin pac geni ekspresyonu iizerine etkisini irdelemek i¢in pUC-
PACOA klonlarinin 37 ©°C’ta biiyiitiildiigii ekspresyon c¢alismasindan alinan
orneklerin SDS-PAGE ve Western blot profillerine de bakilmistir. 37 °C’ta aktif PA
tiriinii vermeyen mutantlarin Western blot membraninda SDS-PAGE jeliyle uyumlu
olarak onciil enzime ait bandin goriilmesine karsin; enzimin iglenmesi sonucu olusan

B-alt birimine ait bant gozlenmemistir (Sekil 3.31).
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Sekil 3.31. 37 °C’ta 20 saat 0.1 mM IPTG uyarimi ile biiyiitiillen pUC-PACOA
klonlarmi igeren E. coli JM109 soylarina ait total hiicre fraksiyonu 6rneklerinin
SDS-PAGE ve Western blot analizi. 1) pUC19, 2) pacut, 3) Spac, 4) PUC-PACOAA4,
5) pUC-PACOAS5, 6) pUC-PACOAG, 7) pUC-PACOAT, 8) saf PA, 9) Protein
belirteg (205, 116, 97.4, 66, 45, 29 kDa).

Ozellikle sinyal peptit mutantlarmin (Mut6 ve Mut7) Tat” soydaki (DADE)
total PA aktivitelerinin ana soy (MC4100) ile karsilastirildiginda sadece yaklasik
%30 daha diisiik olmasi (Sekil 3.27), Tat sisteminin yoklugunun PA’nin
translokasyonu i¢in elzem olmadigina isaret etmistir. Bu sonug¢ 6nciil enzimi ve
PA’nin B-alt {initesini taniyan poliklonal antikor (Kaynak F. Giimiisel, TUBITAK-
MAM) kullanilarak yapilan Western blot analiziyle de dogrulanmistir (Sekil 3.32).
Sekilde PA’nin translokasyonu ve islenmesi i¢in belirleyici olan B-alt iinitesinin
yaban ve mutantlarda benzer diizeylerde gozlenmesi, PA’nin translokasyonunun
kacinilmaz bir sekilde Tat-bagimli olmadigimni goéstermistir. Diger yandan enzimin
sinyal peptidinin 2. amino asitinde degisiklik iceren Mut6’ya ait 6rnekte pacu:’a
gorece onciil ve islenmis B-alt {initesi arasinda miktarsal olarak belirgin bir farklilik

olmamasi (Sekil 3.32) ve bu klonlarin hiicre dis1 PA aktivite degerlerinin benzerlik
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gostermesi  (Sekil 3.28); +2 kodonda yapilan degisikligin enzimin sekresyonu

acisindan onemli bir etki yaratmadigini gostermistir.
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Sekil 3.32. pacy, Mut6 ve Mut7’nin pMMB klonlarini igeren, 0.1 mM IPTG ile 26
°C’ta 20 saat biiyiitiilen yaban tipi E. coli MC4100 ve E. coli DADE soylarina ait
total hiicre fraksiyonu drneklerinin Western blot analizi. Her bir kuyuya esit miktarda
hiicre yiiklendi. Birincil antikor olarak PA’ya kars1 poliklonal bir antikor kullanildi.
1) E. coli MC4100 (pMMB-PACwt), 2) E. coli DADE (pMMB-PACwt), 3) saf PA,
4) E. coli MC4100 (PMMB-PACOAT), 5) E. coli DADE (pMMB-PACOAY7), 6) E.
coli MC4100 (pMMB-PACOAG), 7) E. coli DADE (pMMB-PACOAG), 8) Protein
belirteg (205, 116, 97.4, 66, 45, 29 kDa).
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4 TARTISMA VE SONUC

Rekombinant penisilin  asilazin iiretimi transkripsiyon, translasyon ve
translasyon sonrasi adimlar gibi ¢esitli gen ekspresyon basamaklar1 tarafindan
siirlandirilmaktadir. Literatiirde E. coli’de mRNA translasyona baglama bdlgesinin
(TIR) dizisi i¢in bir tercihin oldugu belirtilmistir. Bu bdlgenin dizisinde yapilan
degisiklikler translasyona baslama etkinligini ve sicaklifa duyarli gen ekspresyonunu
etkileyebilmektedir (Vimberg ve ark., 2007).

Tez calismasinda penisilin asilaz geni (pac) translasyona baslama bolgesinde
yapilan mutasyonlarin gen ekspresyonu lizerine etkileri incelenmistir. Planlanan
mutasyonlar PCR araciligiyla pac geni TIR bolgesine yerlestirilmis, mutasyonlarin
PA dretimi {zerine etkileri pUC-temelli klonlarda degerlendirilmistir. Gen
ekspresyonu IPTG varliginda uyarilmis, rekombinant soylardan konstitiitif olarak PA
tiretimi elde edilmemistir. Gen ekspresyon g¢alismalar1 sonucunda yaban ve mutant
pac genlerini i¢eren rekombinant soylarin PA aktivite degerleri Bulgular kism1 Sekil

3.26°da toplu olarak gosterilmistir.

Giris kisiminda belirtildigi lizere, pac mRNA’st RBS ve baslama kodonu
arasindaki sadece 4 bazlik mesafeyle E. coli genlerine gérece daha kisa bir SD-AUG
araligina sahiptir. Bu araligin uzunlugu ve niikleotit igerigi gen ekspresyonunu
etkilediginden; daha oOnce p-galaktozidaz mRNA’smin SD-AUG aralifi igin
uygulanan ve olumlu etki yarattigi bilinen niikleotit dizilimi gozetilerek (de Boer ve
ark., 1983) PA aktivitesini iyilestiren Spac mutasyonu tasarlanmustir (Igsever Oztiirk,
2002). Bu calismada ise Spac mutantinin SD-ATG araligr dikkate alinarak olusturulan
mutantlarda bu aralik 6-8 niikleotite uzatilmis ve niikleotit igerigi degistirilmistir
(Cizelge 2.4). Elde edilen Mut4, Mut5, Mut6 ve Mut7 mutantlarinin yaban tipe
gorece PA aktivitelerindeki artig, bu bolgenin niikleotit i¢eriginin gen ekspresyonu

tizerindeki roliinii pac geni 6zelinde dogrulamistir.

Diger yandan E. coli genlerinde 6zellikle sicakliga bagl olarak uzun veya kisa

SD dizileri i¢in bir tercih oldugu bilinmektedir (Vimberg ve ark., 2007). pac geni
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birbiri ile ortiisen iki SD dizisine (GAGGA) sahip olup; SD dizisinin bu motifinin
pac mRNA’sinin sicaklifa duyarli translasyonunda rol oynayip oynamadigi
bilinmemektedir. Bu anlamda ribozomunun baglanmasi olast SD dizilerinden biri
SD2 (AGGA)’nin elimine edilerek TIR bolgesinde sadece anti-SD dizisiyle daha
giiclii eslesebilecegi ongoriilen, daha kisa bir SD dizisinin (GAGG) yer almasinin
gen ekspresyonu tizerine etkilerinin incelenmesi yapilan bir diger ¢alismadir. SD
dizisi olarak sadece GAGG’nin bulunmasi (Mut4) PA iiretimini olumlu ydnde
etkilerken; pac mRNA’smin sicakliga duyarli translasyonunu degistirmemistir. Bu
bulgu pac mRNA’sindaki mevcut SD dizileri arasinda ribozom ile etkilesim i¢in bir
yarisin olabilecegi ve bunun da translasyonel etkinlikte azalmaya yol agabilecegi

yoniindeki diisiinceleri dogrulamistir.

Diger yandan pac geninin DR (Downstream Region)’sinde yapilacak
degisiklikler TIR’1n diger elemanlar1 olan baslama kodonu, SD dizisi ve SD-ATG
araligiyla  etkilesimli  olarak  gen  ekspresyonunu  farkli  diizeylerde
etkileyebilmektedir. Ozellikle baglama kodonundan sonraki ilk 5 niikleotitlik
bolgenin A’ca zengin olmasinin mRNA’nin translasyona baslama etkinligi iizerinde
olumlu bir etki yarattigi bilinmektedir (Brock ve ark., 2007). Bunun yani sira DR’nin
baglama kodonundan sonraki ilk elemani olan +2 pozisyonu i¢in kodon tercihi
TIR’in dizisine ve sentezlenen iiriine bagh olarak degisebilmektedir. pac geni DR
bolgesinde yer alan, sinyal dizi igindeki 2. ve 4. kodonun ayr1 ayr1 degistirilmesi, bu
calismada yapilan bir diger mutasyondur. +2 pozisyonuna nadir bir arjinin kodonu
yerlestirilirken, +4 pozisyonuna AAA lizin kodonu getirilmistir. Daha sonra ilgili
tartigma boliimlerinde agiklandigi tizere; bu degisiklikler sadece pac’in ekspresyonu
i¢cin degil; olusan {irliniin sekresyonu ve translokasyonu agisindan da 6nem tasimakta
olup; sinyal dizi mutasyonlarinin penisilin asilaz ekspresyonu iizerine etkisi pUC
klonlartyla, enzimin sekresyonu iizerine etkisi ise pMMB klonlartyla irdelenmistir.
Sinyal peptit mutasyonlar1 PA iiretiminde artis saglarken; enzimin sekresyonunu

etkilememistir.

Giris boliimiinde belirtildigi gibi pac geninin PAA ile uyarildigi ve CRP ile

gen ekspresyonunun diizenlendigi bilinmektedir. Ancak bu g¢alismada kullanilan
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yaban ve mutant pac genlerinin tamami, bu diizenleyicilerle etkilesim igin gerekli
olan bdlgeleri tagimamaktadir. Bu nedenle tez kapsaminda gergeklestirilen
ekspresyon c¢alismalarinda PAA ile uyarim ya da glukoz ile baskilanma gibi diger

diizenleme mekanizmalarinin etkisi incelenmememistir.
4.1 pUC19 ve pUC19,,. -temelli klonlarda PA Aktivitesi

Lac promotoru, transkripsiyonun baslamasi i¢in gerekli DNA dizi sinyallerini
calismada yaratici bir model sistem olarak hizmet etmis olup, ‘promotor’ terimi ilk
kez bu sinyalleri igeren lac operonundaki DNA kisimlarinin tarif edilmesi sirasinda
kullanilmistir (Jacob ve ark., 1964). Escherichia coli’nin lac promotoru (Pya), en iyi
calisilmis molekiiler biyoloji sistemlerinden biridir (Dickson ve ark., 1975). Bu
calismalardan kazanilan bilgi ve 0ngorii gen diizenlenmesi hakkindaki su anda
mevcut olan diisiincelerin biiyiik bir kismini sekillendirmistir. Yapilan bu ¢alismalar
ile RNA polimerazin tanimasi i¢in gerekli olan yaklasik 50 bp’lik bir dizideki
bakteriyel promotor yapisi ve sdz konusu tanima siiresince 6zellikle 6énemli bir rol
oynadigi goézlenen -10 ve -35 bolgeleri gibi 6zgiil diziler hakkinda genel bir bilgi
elde edilmistir (Sienbenlist ve ark., 1980; Reznikoff ve ark., 1978).

Piac’in -35 elementinin dizisi, E. coli promotorlari igin tanimlanan korunmus
diziyle miikkemmel eslesmese (TTTACA, korunmus dizi TTGACA) ve -10
elementten 18 bp dteye yerlesmis olsa da (genellikle korunmus iki bolge arasindaki
ideal uzaklik 17 bp olarak kabul edilir), Pjoc promotorunun 6nemli bir elementi olup;
daha dnce yapilan bir ¢aligmayla promotorun 5 ucundaki TT nin CC’ye degisiminin
transkripsiyonu tiimiiyle ortadan kaldirdigi bildirilmistir. -35 ve -10 elementleri
arasindaki bolgenin igerigi GC agisindan zengin olup, bu bolge AT’ce
zenginlestirilecek  sekilde mutasyona ugratildiginda; elde edilen mutantin
transkripsiyon diizeyi neredeyse %100 artarken; benzer TT—CC mutasyonu,
promotorun artmig aktivitesini tamamen ortadan kaldirmustir (Liu ve ark., 2004).
Dolayisiyla Piac -35 dizisinde yapilacak degisiklikler lac promotorunun aktivitesi

agisindan énem tasimaktadir.
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Daha 6nce Enzim Molekiiler Genetigi Grubu tarafindan yapilan ¢alismayla P,
-35 dizisi GGATGT olacak sekilde degistirilerek, Py vektorii olusturulmustur
(Issever Oztiirk, 2002). Ayn1 ¢alismada gesitli pac geni promotor mutantlariin yani
sira, SD-ATG arasindaki uzakligin artirildig1 Spac mutantinin (Cizelge 2.4), pUC19jac’
vektorii lizerindeyken hem IPTG uyarimli hem de uyarimsiz kosullarda aktivite
verdigi gézlenmistir. Pjac promotoru -35 bolgesinde yapilan degisiklik sonrasinda gen
ekspresyonunun IPTG ile uyarilamamasi beklenirken; belirgin bir uyarimin olmasi
Plac -35 bolgesindeki degisikligin lac promotor kaynakli gen ekspresyonunu

etkilemedigini diisiindiirmiistiir.

Tez ¢alismasinda pac3.5-pUC19 (pacut)’u olusturan 2.6 kb’lik pac yapisal geni
ile bu genin 3’ ucunda yer alan 900 bp’lik fragmanin ayr1 ayr1 ve birlikte pUC19 ve
pUC19j,c vektorleri lizerinde yer alacagi bir klonlama stratejisi uygulanmustir.
Boylece hem Pjac -35 bolgesindeki degisikligin hem de klonlanan pac fragmaninin
biiyiikliigiiniin aktivite lizerine etkisi bu klonlar 6zelinde irdelenmistir. Daha 6nce
gerceklestirilen calismalar pac operonu DNA fragmaninin se¢iminin rekombinant
DNA teknolojisi kullanilarak aktif PA iiretilmesinde 6dnemli oldugunu gostermistir

(Chou ve ark., 1999; Giimiisel ve ark., 2001).

Bu ¢alismada yaban ve mutant (Mut4, Mut5, Mut6, Mut7) pac genlerini
pUC19, vektorii tizerinde tasiyan rekombinant E. coli JM109 soylarindan
uyarimsiz ve IPTG uyarimli kosullarda dikkate deger bir PA aktivitesi elde
edilmemistir (Sekil 3.18, 3.19 ve 3.20). Bu bulgu Pj,c promotoru -35 bolgesindeki
degisikligin lac promotorunun aktivitesini etkiledigini gostermektedir. pUC19y,
klonlartyla PA aktivitesine ait onceki calismaya gorece alinan farkli sonuglarin,
genin tasidigr mutasyonlardan ¢ok, geni bu vektor tizerine klonlanmada kullanilan

sitlerin farkindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismada yaban ve mutajenik 2.6-kb’lik pac genlerinin yaban ve mutant
pUC19 vektorleri (pUC19 ve pUC19,.) lizerinde tagindigi klonlari igeren soylardan,
herhangi bir PA aktivitesi elde edilmezken (Sekil 3.20 ve 3.21); 2.6-kb’lik mutajenik
pac geninin yani sira 3' ucunda 0.9 kb’lik pargayr da tasiyan 3.5-kb’lik fragmanlara
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sahip pUC19 klonlarini igeren soylarin PA aktivitesinde 6nemli bir artis gozlenmesi
(Sekil 3.22), klonlanan pac operonu DNA fragmaninin 6nemine birkez daha dikkat

¢cekmistir.
4.2 Translasyona Baslama Bolgesi (TIR)

Bir proteinin translasyon diizeyinin belirlenmesinde translasyona baslama
bolgesi (TIR), temel belirleyicidir. Giris kisminda belirtildigi gibi TIR, Shine-
dalgarno dizisinin hemen yukarisindan baslama kodonunun asagisindaki yaklagik 20
niikleotitlik bir bolgeyi kapsamaktadir. Bu dizide yapilacak kiigiik modifikasyonlar
bile translasyonun baglama etkinligini degistirebilmekte, protein olusturmaya giden
yoldaki translasyon diizeyi ayarlanabilmektedir. Ozellikle translasyonun
baslangicindaki kodon kullanimi, hem kodonun kendi igsel 6zelligi hem de 16S
rRNA ile eslesebilme yetenegi acisindan translasyonun baglama hizim

ayarlayabilmektedir (Faxén ve ark., 1991).

Yaban tipi pac geninin rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak penisilin
asilaz tiretmede optimal 6zelliklere sahip olmadigi bilinmektedir (Rajendhran ve ark.,
2003). Translasyona baslama basamagi gen ekspresyonunun diizenlenmesinde
onemli bir asama olup; tez c¢aligmasinda pac’in TIR bolgesinde yapilan
mutasyonlarin (Mut4, Mut5, Mut6, Mut7) gen ekspresyonu iizerine etkileri
irdelenerek, bu bolgede translasyonun daha etkin baslamasini ve dolayisiyla daha

fazla aktif PA olusumunu saglayabilecek iyilestirmelerin belirlenmesi amaglanmustir.

Uyarimli ve uyarimsiz kiiltiir kosullarinda gergeklestirilen ekspresyon
caligmalarindan, sadece uyarimli kosullarda degerlendirilebilecek bir PA aktivitesi
elde edilmistir. Daha sonra ekspresyon caligmalarinda uygulanacak en uygun
inkiibasyon siiresi, sicakligi, ¢alkalama hizt ve IPTG uyarim konsantrasyonunu
belirlemeye yonelik optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla IPTG
uyarimindan sonraki 5. Saatte, kiiltiiriin 20, 30, 35. ve 46. saatlerinde 6rnek alinmas,
calkalama hizi olarak 100 ve 200 rpm, inkiibasyon sicaklig1 olarak ise 26 °C ve 37 °C

denenmistir. En iyi PA tiretimi kiiltiirler kazein besiyerinde 100 rpm ¢alkalama ile 26
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°C’ta 20 saat biiyiitiildiigiinde elde edilmistir. Inkiibasyon siiresi uzatildiginda (Sekil
3.22) ya da yiiksek hizda calkalama uygulandiginda (Sekil 3.25) orneklerin
aktivitelerinde diisme goriilmistiir. Calkama hiz1 arttik¢a inkliizyon cisimcikleri daha
fazla miktarda olusabilmekte ve bu durum aktivitede azalmaya yol agabilmektedir.
Kiiltivasyon siiresi uzatildiginda ise, IPTG etkisinin giderek azalmasi nedeniyle, PA
aktivitesinin ileri saat Orneklerinde azalma gostermesi olasidir. PA’nin iiretimi
transkripsiyon, translasyon ve post-translasyonel adimlar gibi gesitli basamaklarda
sinirlandirilabilmektedir. IPTG’nin eklenmesiyle pac’in transkripsiyonel ve
translasyonel etkinliginin her ikisi de arttirilabilir. Ancak ¢ok yliksek miktarda IPTG
eklenmesi aktivitede daha ileri bir artisa neden olmazken; inkliizyon cisimcikleri
olusumuna yol agabilmektedir (Lin ve ark.,, 2001). Kullanilacak IPTG
konsantrasyonunun ayarlanmasi ayrica hiicre tiremesi agisindan da 6nemlidir. Ciinkii
yapilan arastirmalarda ¢ok fazla IPTG kullaniminin sadece enzim {iretimini
azaltmadigi; rekombinant hiicre i¢in de toksik etki yaratarak aktivitede diisiise
neden olabilecegi gosterilmistir (Sriubolmas ve ark., 1997). Bu anlamda farkli IPTG
konsantrasyonlarinin degisik zamanlarda kullanildig1 ekspresyon calismalar1 (Sekil
3.23 ve 3.24) sonrasinda kiiltiirlere ODgpp=0.6-0.8 araligindayken uyarim amagli 100
uM IPTG eklenmesi tercih edilmistir. Sicakligin pac ekspresyonu iizerine dnemli bir
etkisi olup, bu etki 4.2.4 kisminda ayrintili olarak tartigilmistir.

Rekombinant soylarin uyarimli ve uyarimsiz kosullardaki tireme 6zelliklerine
bakildiginda; IPTG uyarimli kiiltiirlerin tiremesinde, uyarimsiz kiiltiirlere gorece
genel olarak ¢ok fazla bir farklilik izlenmemistir (Sekil 3.21 ve 3.22). Ancak zaman
zaman IPTG uyariml kiiltiirlerin iremesinde gecikme olabilmektedir. Bu durum
artan gen ekspresyonu nedeniyle olabilecegi gibi; yukarida sozii edildigi iizere IPTG
uyarimli hiicrelerde olusabilecek Onciillerin hiicre tiremesini etkilemesi nedeniyle de

olabilir.

Aktif PA {riinliniin olusabilmesi 1i¢in, sentezlenen oOnciil preproPA’nin
translokasyonu ve daha sonra periplazmada proteolitik olarak islenmesi
gerekmektedir. Olgun enzim o ve B olmak iizere iki alt {initeden olusmaktadir.

Ekspresyon ¢alismasindan alinan 6rneklerin SDS-PAGE profillerinde 6nciil enzim
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ile islenmis o ve B-alt birimlerine ait bantlar (Sekil 3.30) goriilmektedir. Mutantlar
arasindan Ozellikle Mut5 ve Mut7’ye ait Orneklerde daha fazla onciil birikimi

gbzlenmistir.

Penisilin asilaz iiretiminde dengelenmis bir protein sentez akisinin
siirdiiriilmesi aktif enzimin olusumu icin belirleyicidir. Ozellikle sentezlendikten
sonra tasinan proteinlerde, protein olusum mekanizmasi1 daha karmasik olmaya
baslamakta ve tasmmmanin/periplazmik katlanmanin etkinligi aktif iriin olusumu
acisindan 6nem tagimaktadir. Proteinin fazla miktarda iiretildigi durumda sitoplazmik
ve periplazmik onciillerin her ikisinin de inkliizyon cisimcikleri olusturmasi olasidir.
Bu yiizden rekombinant proteinlerin fazla miktarda {retimi i¢in sadece
transkripsiyonel ve/veya translasyonel etkinligin artirilmast degil; cesitli gen
ekspresyonu adimlart siiresince (transkripsiyon, translasyon ve translasyon sonrasi
islenme) dengeli bir protein sentez akisinin siirdiiriilmesi ve katlanma adimlarinin
polipeptit ara formlarinin olusumundan kac¢inilacak uygun bir sekilde gerceklesmesi
gerekmektedir. Gen ekspresyonu hizinin ayarlanmasi agisindan TIR bolgesinde
yapilacak diizenlemeler son derece énemlidir. Bu ¢alismada pac geni TIR bolgesinde
gerceklestirilen mutasyonlar PA {iretimini olumlu etkilemistir. Bunun yani sira E.
coli’de rekombinant proteinleri fazla miktarda sentezlemenin bir diger yolu
sekresyon basamagini iyilestirmek ve proteinin hiicre digina salinmasini saglamaktir
(Chou ve ark., 2001). Tez kapsaminda olusturulan pMMB-temelli klonlarla hiicre
dis1 PA aktivitesinin elde edilmesi ise, daha sonra vurgulanacag iizere periplazmik

bir enzim olan PA’nin fazla miktarda {iretimi agisindan 6nem tasimaktadir.

4.2.1 SD Bolgesi Mutasyonu

Penisilin asilazi kodlayan pac geni ribozoma baglanma alaninda (RBS),
GAGGA dizisine sahiptir. Bu motifin 16S rRNA’nin 3’ ucu ile, birbiriyle oOrtiisen
GAGG (SD1) ve AGGA (SD2) dizileri aracihigiyla ve iki farkli sekilde
etkilesebilecegi onerilmistir (Keilmann ve ark., 1993). Tez ¢alismasinda bu iki SD
dizisinden AGGA’daki ikinci ‘A’ baz1 ‘T’ bazi ile yerdegistirilerek Mut4 mutanti

olusturulmustur. Boylece Keilmann ve ark. (1993) tarafindan PA i¢in 6nerilen iki SD
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dizisinden biri elimine edilmis, geriye daha kisa ama literatiire gore (Kozak, 1983)
anti-SD’nin ‘CCUCC’ merkezi ile eslesmesi agisindan translasyonu daha etkili
baslatmasi olas1 bir SD dizisi (SD1) birakilmistir. Yaban tipi pac geni SD1’e gorece
5 nt, SD2’ye gorece ise 4nt’lik bir SD-ATG araligina sahiptir. Buna gore olusturulan
Mut4 mutanti pacy:’a gorece A/T’ce zengin ve daha uzun (SD1 dikkate alindiginda 7
nt) bir SD-ATG araligi tasimaktadir (Cizelge 2.4). Bu araliktaki baz dizilimi daha
once yapilan ¢alismalarin sonuglar dikkate alinarak ve tercihli olarak yerlestirilmistir
(De Boer ve Hui, 1990; issever Oztiirk, 2002). Anti-SD dizisiyle daha giiclii bir
etkilesim kurmasi olasi ve baglama kodonundan daha optimal bir mesafede bulunan
bir SD dizisine sahip Mut4 mutant1 ile beklenen translasyona baglama etkinliginin ve

dolayisiyla PA {iretiminin iyilestirilmesidir.

Bir¢cok genin translasyonu i¢in bir SD dizisinin varli§i zorunlu olmamakla
birlikte (Jacques and Dreyfus, 1990), SD motifinin bulunmasi yine de etkin bir rol
oynayabilmektedir. Nitekim Yusupova ve ark (2001) tarafindan yapilan ¢alismada
SD etkilesiminin 16S rRNA elementleri ve ribozomal proteinler S11 ve S18
tarafindan olusturulan yariga yerlesmis bir heliks meydana getirdigi agikca
goriilmustiir. Bu sonuglar SD etkilesiminin translasyonun baslamasinin 6nemli bir

pargcasi olabilecegini desteklemektedir.

SD dizisi 16S rRNA’nin 3" ucu ile degisebilen bir tamamlayicilik gosterir.
Tamamlayic1 dizinin uzunlugu ve translasyon etkinligi arasinda kesin bir iligki
yoktur. Bununla birlikte tamamlayiciligin 4 ila 8 bp’den 13 bp’e arttik¢a, ekspresyon
diizeyinde %50’lik bir azalmanin oldugu bildirilmistir (de Boer ve ark., 1983b). SD
uzunlugunun gen ekspresyonu iizerine etkisiyle ilgili bircok calisma yayinlanmistir:
Komarova ve ark (2002), 10-niikleotiti AAGGAGGUGA, 8-niikleotitli
AAGGAGGU ve 6-niikleotitli AAGGAG SD dizilerini karsilastirdiginda; reporter
gen diizeyinde AAGGAG’nin en yiiksek ekspresyonu verdigini bulmustur. Chen ve
ark (1994) ise, GAGGU’nun UAAGG dizisinin 2-kati kadar aktif oldugunu
bildirmistir. Tez ¢alismasinda pac geninin 5-niikleotitli SD dizisi GAGGA’da ikinci
A bazinin T’ye degistirilmesiyle olusturulan 4-niikleotitli GAGG dizisine sahip Mut4

mutantt pacy’a gorece 8-Kat, Spac’a gorece ise ~2-kat daha iyi bir PA aktivitesi
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vermistir (Sekil 3.26). Mut4 mutantinda birbiriyle ortiisen ve dolayisiyla ribozoma
baglanmak igin birbiriyle yarisabilecek iki SD dizisinin olmamasi, ribozomla
etkilesim ag¢isindan avantaj saglayabilir. Bunun yani sira Mut4’de daha kisa bir SD
ve A/T’ce zengin daha uzun bir SD-ATG araliginin birlikteligi gen ekspresyonunu
olumlu etkileyebilir. Yapilan degisikligin onciil protein birikimini ve dolayisiyla
inkliizyon cisimcigi olusumunu azaltarak, uygun bir sekilde katlanmis rekombinant

enzim olusumunu artirmasi da olasidir.

Literatiirde uzun SD dizilerinin ribozomun ilerleyigini bozarak translasyonel
etkinligi azaltabilecegi, ribozom baglanma alaninin bos kalmasini geciktirebilecegi
ve dolayisiyla translasyonu yavaslatabilecegi Onerilmistir (de Boer ve ark., 1983).
Uzun ve kisa SD dizileri karsilastirildiginda (Ringquist ve ark., 1992), etkilesimin
uzatilmasimin kendiliginden maksimum ekspresyon diizeyini indirgemedigi ancak;
muhtemelen bu mutantlarin bir¢ogunda inhibe edici ikincil yapilarin olusmasi
nedeniyle beklenenden daha az protein iiriinii olustugu bulunmustur (de Smit and van
Duin, 1994).

Bakteriyofaj MS2’nin ceket-protein genine ait SD dizisinde yapilan degisiklik,
bu bolgedeki mutasyonlarin ribozomal affiniteyi etkileyebilecegini gostermistir. SD
tamamlayiciligindaki degisiklikligin sadece ribozomun baglanmast molekiiller arasi
baz-eslesmesi tarafindan kisitlandiginda translasyonu etkiledigi bildirilmistir. Giiglii
bir SD etkilesimi, mRNA i¢in ribozoma ekstra bir affinite saglamakta ve bu sayede
ikincil yap1 nedeniyle olan inhibisyonu (kismen) telafi etmektedir (de Smit and van
Duin, 1994a). Bu durum molekiil-igi ve molekiiller-arasi baz eslesmesinin dogrudan
bir yaris i¢inde olduguyla ilgili hipotezi desteklemistir (de Smit & van Duin, 1990b).
SD’de bolgesinde yapilan baz yerdegistirmeleri siklikla mRNA ikincil yapisinin
kararliligin1 degistirdigi i¢in giiclii bir SD etkilesiminin molekiil ici mRNA ikincil
yapilarinin uygun olmayan etkilerini giderebilmesi miimkiindiir (de Smit ve van

Duin, 1994a).

Bunun yan1 sira giiclii bir SD etkilesimi, bir translasyonel baslama alanina

baglanmas1 icin ribozoma translasyonel bir repressor ile yarismada yardimci
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olabilmektedir. Bu nedenle SD dizisinin modifikasyonu, baskilanabilir ribozom
baglanma alanlarinin kontroliinii modiile etmenin ilging bir yolu olabilir. Bu anlamda
Mut4 ile PA iiretimi agisindan elde edilen olumlu sonug, yaban tipi pac geninde
ribozoma baglanmak i¢in SD1 ve SD2 arasinda yarig olabilecegini ve SD1’in anti-
SD ile daha giiglii etkilesim kurma potansiyelinden dolayr SD2’nin anti-SD’ye

baglanmasi durumunda translasyon oraninin diisebilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan istatistiksel calismalarda SD dizilerinin biiyiik bir cogunlugunun anti-
SD dizisinin merkezi ile etkilesimi gereksindigi belirlenmistir. E. coli K-12’de
yiiksek oranda eksprese edilen genlerin SD dizileri orta diizeyde eksprese edilen
genlerin SD dizileriyle kiyaslandiginda; GGAG ve GAGG’ye daha yiiksek siklikta
(%16.7°ye karsin %24.7), AGGA’ya ise daha diisik (%7.8’e karsin %5) siklikta
rastlanilmistir (Ma ve ark., 2002). Bir genin baslangi¢ kodonunun yukarisindaki 20
baz ve anti-SD dizisi arasindaki biitiin muhtemel eslesmeler igin hesaplanan serbest
enerji degerleri (AGsp), GGAG, GAGG ve AGGA igin ayni (-4.4 kcal/mol) olmasina
karsin; AGGA diger iki diziye gorece daha zayif bir SD dizisi olarak goriilmiistiir.
Bu yiizden yiiksek oranda ekspres edilen genlerin anti-SD’ye daha yiiksek bir
affiniteye sahip, baslama kodonuna gorece daha optimal bir mesafede yer alan ve
anti-SD bolgesinin merkezi ile etkilesimi gereksinen bir SD dizisine sahip olmaya
egilimli oldugu belirlenmistir. Béyle bir SD dizisinin translasyonun baglamasinda
daha yiiksek etkinlikte bir rol oynamasi muhtemel olup (Ma ve ark., 2002); bu
sonuglar dikkate alindiginda pac geninde SD dizisi olarak GAGG’nin daha etkin bir

rol oynayabilecegi diisiiniilebilir.

Diger yandan bir SD dizisinin etkinliginin genellikle onun 16S rRNA’daki
anti-SD dizisiyle baz-eslesme potansiyeli ve baslama kodunundan olan uzakligi
tarafindan belirlendigi bilindiginden (Ringqusit ve ark., 1992; de Smit ve van Duin,
1994); Mut4’iin pac’in ekspresyonunu artirici etkisi i¢in alternatif bir agiklama ise,
SD2’nin hi¢ kullanilmadigi, ancak yapilan mutasyonun sadece SD-ATG araliginin
iceriginde ve uzunlugunda bir degisiklige yol acarak, O6rnegin mRNA ikincil

yapisinin kararliligini degistirerek translasyon oranini etkileyebilecegi yoniindedir.
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Tez c¢alismasinda olusturulan Mut4 mutasyonunun diger bir Onemi ise,
sozkonusu degisikligin pac’in sicaklik-duyarli ekspresyonuna olan etkisinin
incelenmesidir. Bunun nedeni daha 6nce yapilan bir arastirmada yiiksek sicaklikta
translasyonunun baglamasinin gegici olarak inhibe edildigi mRNA’larin; baslangi¢
kodonunun  5'-tarafinda  5'-GAGGAA-(N3)-AUG-3'  dizisini  igerdiginin
gosterilmesidir (Kuriki, Y., 1990). Ilging bir sekilde pac geni mRNA’simin 5'-ucunda
da ayni dizi mevcuttur: 5-GAGGALt-(N3)-AUG-3'. Translasyon baslangicinda 16S
rRNA’nin 3' kismi, -GAGG (SD1)- ya da ~AGGA (SD2)- dizilerine baglanabilir. Iki
ayr1 Shine-Dalgarno dizisinin varligmin pac mRNA’sinin  sicaklia duyarh
translasyonu iizerinde etkili olup olmadig1 acik degildir. Tez calismasinda daha 6nce
aciklanan sebeplerden dolayi bu iki SD dizisinden SD2 elimine edilmis ve Mut4
mutanti ile sadece SD1’in varliginin pac mRNA’sinin sicakliga duyarli translasyonu
lizerine etkisi aragtirllmigtir. Daha sonra detayli olarak belirtilecegi tizere 37 °C’ta
yapilan ekspresyon c¢alismalarindan alinan 6rneklerde aktif PA {irlinii olugsmamasi
(Sekil 3.31), sadece SDI’in varligimin PA’nin sicakliga duyarli ekspresyonunda
degisiklik yaratmadigini gostermistir.

ki RNA ipligi arasindaki baz eslesmesinin serbest enerjisi sicakliga baghdir.
Dolayistyla SD’nin 16S rRNA’nin 3’ ucundaki anti-SD (aSD) dizisiyle baz
eslesmesinin giicii de sicaklik bagimlidir. Eger bu etkilesimin optimal serbest enerjisi
translasyonun etkinligini belirliyorsa, daha diisiik sicakliklarda daha kisa SD:aSD
ciftleri tercih edilmelidir. Bu 6ngdriiyii test etmek i¢in yapilan deneysel ¢alismalarda
37 °C’ta en etkili SD dizisi AGGAGG ve 20 °C’ta GGAGG olarak belirlenmis,
sicaklik diistirtildiiglinde optimal dizi tercihi daha kisa olan diziden yana olmustur.
Bu sonug¢ SD:aSD etkilesiminin belli bir optimal uzunlugunun etkili translasyon i¢in
gerekli olduguna isaret ederken; ayni zamanda SD dizisi uzunlugunun gen
ekspresyonunun  sicaklik-bagimli  diizenlenmesi i¢in  kullanilabilecegini  de
gostermistir (Vimberg ve ark., 2007). Bu anlamda tez c¢alismasinda, kiiltiirleri
bliylitmek icin kullanilan 26 °C’ta daha kisa bir SD dizisi tastyan Mut4 mutant1 ile
pac.:’a gorece daha iyi bir aktivite degeri elde edilmesi, diisiik sicaklikta daha giiglii
bir SD:aSD etkilesimine sahip SD dizisinin tercih edildigi yoniindeki yukarida sézii

edilen ¢alisma sonuglariyla uyumludur.
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Yapilan ¢aligmalarda baglama kodonu ve SD arasindaki iligki de aragtirilmstir.
Birgok gende AUG baslama kodonuyken; nadir olarak GUG ve UUG’de
kullanilabilmektedir. Dahas1t AUG baslama kodununa sahip genler, GUG ya da UUG
ile baslayan genlerden daha yiiksek oranda SD dizisi tasimaya egilimlidir. AUG nin
GUG ve UUG’den daha baskin oldugu dikkate alindiginda; GUG ve UUG
kodonlarinin zayif bir SD dizisiyle birlikte var olmasi; gen ekspresyonunu dnemli
Olgiide azaltabilmektedir. Bu nedenle SD dizisinin baslangi¢ kodonuyla uyumlu
calisarak; farkli genler icin farkli ekspresyon diizeylerini siirdiirmesi, gen

ekspresyonunun diizenlenmesinde incelikli bir kismi1 olusturmaktadir (Ma ve ark.,

2002).

Diger yandan baslama sinyallerinin taninabilirligi, prokaryotlarda biiyiik bir
¢ogunlugunun translasyonel repressor fonksiyona sahip oldugu bilinen mRNA’ya
baglanan proteinler tarafindan da etkilenebilmektedir. Ornegin, bakteriyofaj MS2
ceket proteini, faj tarafindan kodlanan replikazin ribozom baglanma alanina
baglanabilmekte ve onu fiziksel olarak bloke edebilmektedir. Bir¢ok bakteriyel
ribozomal protein de kendi mRNA’larinin translasyona baslama alanlarini bloke

ederek benzer bir sekilde kendi sentezlerini diizenleyebilmektedir (Voorma, 1996).

4.2.2 SD-AUG Bolgesi Mutasyonu

Bir SD motifine sahip genler arasinda, ribozomun translasyona baslamasi igin
SD dizisi ve baslama kodunu arasinda miikemmel bir mesafeye gereksinimi yoktur.
Ancak SD dizisi baglama kodonundan dort niikleotit kadar kisa ya da 13 niikleotit
kadar uzak bir mesafeye yerlestiginde gen ekspresyonu onemli oranda azalmaktadir
(Chen ve ark., 1994; Ringquist ve ark., 1992). Bu nedenle goriiniise gore SD motifi
ve baslama kodonu arasinda optimal mesafe gereksinen yapisal kisitlamalar
mevcuttur. Deneysel ¢alismalar gostermistir ki; E. coli genleri i¢in optimal SD-ATG
araligi 8-10 bazdir (Ringquist ve ark., 1992; Chen ve ark., 1994). Bu acidan
bakildiginda intergenik mesafeler, SD varligiyla iligkili olabilen prokaryotik

genomlarin 6nemli bir 6zelligidir (Ma ve ark., 2002).
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SD-ATG arasindaki bolgede A ve T rezidiilerinin baskin olmasi ile
translasyonun etkin baslamasi arasinda giiglii bir iligskinin olduguna isaret eden ¢ok
sayida c¢alisma mevcuttur (DeBoer ve ark., 1983; Hwang ve ark., 1990). Bunun
nedenlerinden biri bu bolgenin translasyonun baslamasi sirasinda ATG kodonunun
taninmasint  giiclii bir sekilde etkileyen Ozellikle baslama kodonuna yakin bir

alandaki mRNA ikincil yapisinda rol oynamasidir (Botterman ve ark., 1987).

Chou ve ark (2000) tarafindan SD-AUG arasindaki 4 niikleotitlik kisa
mesafenin pac mRNA’siin translasyonunu sinirladigi ve olusan ¢esitli PA onciilleri
tarafindan translasyon sonrasi tasinma ve islenme basamaklarinda sorun yasandigi
bildirilmistir. Bu nedenle tez calismasinda daha 6nce Enzim Molekiiler Genetigi
Grubu tarafindan olusturulmus Spac mutanti (Issever Oztiirk, 2002) ile elde edilen
olumlu sonuglar gozetilerek, Spac’a gorece SD-ATG araliginin iki adenin rezidiisii
daha eklenerek A’ca zenginlestirilip 8 niikleotite uzatildigt Mut5 mutant
gelistirilmistir (Cizelge 2.4). Bu sayede daha uzun ve A’ca zengin bir niikleotit
icerigine sahip SD-AUG araligimin pac mRNA’sinin translasyonu iizerine etkisi
irdelenmistir. Beklenildigi gibi, sdzkonusu degisiklik pac geninin ekspresyonunu
olumlu etkilemis ve aktivitede yaban tipe gorece 12-kat, Spac’a gorece ise ~2.5 katlik
bir artis elde edilmistir (Sekil 3.26).

Giliniimilize kadar cok sayidaki calismada translasyonel etkinlik iizerine
RBS’deki niikleotitlerin etkisi incelenmistir (Kozak, 1986). Bu ¢alismalarin bir
kisminda yapilan nokta mutasyonlar1 ile bu bolgedeki her bir niikleotitin 6nemi
incelenirken (Kim ve ark., 1985); bir kisim ¢alismada ise bir dizi olarak niikleotit
kombinasyonunun Onemi aragtirilmistir. Sonuglar SD-ATG araligindaki niikleotit
dizisinin tek basina bile translasyon diizeyini 6nemli oranda etkiledigini gostermistir.
Ornegin Min ve ark . (1988) tarafindan yapilan ¢alismada benzer SD dizilerine sahip
-1, -2, -9 ve -12 mutantlar ile -5 ve -16 mutantlarinin ekspresyon diizeylerinde 4-
katlik bir farklilik gézlenmistir. De Boer ve ark (1983a; 1983b) tarafindan da Shine-
Dalgarno dizisini takip eden dort bazin translasyonel etkinligi en az 5-kat etkiledigi
bildirilmistir. Matteucci ve Heyneker (1983) kimerik sigir biiyiime hormonu

mRNA’sinin SD-AUG dizisi arasindaki bolge boyunca bir diizine mutasyon tarif
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etmigler ve bu mutasyonlardan bazilarin ekspresyon seviyesini 10-kata kadar
etkiledigini gostermislerdir. Bu bulgulardan elde edilen sonug, SD-AUG arasindaki
bolgenin birincil dizisinin en azindan kismen mRNA’nin translasyonel etkinligini

belirleyen 6nemli bir bilgi icerdigidir.

Bununla birlikte SD-AUG arasindaki bolgede yapilan mutasyonlarin etkileri
mRNA’ya 0Ozgii olabilmekte, bu durum da farkli mRNA’larda bildirilen
mutasyonlarin etkilerini agiklamay1 ve karsilastirmay1 giiclestirmektedir. ilave olarak
6zel bir mutasyonun etkisi onun igerigine ya da onu ¢evreleyen komsu bazlara bagh
olabilir. ATG’den 6nceki ii¢ bazda ve muhtemelen tiim SD-ATG araligi boyunca
boyle bir icerik etkisinin rol oynadigindan s6z edilebilir. Buna gore -1
pozisyonundaki U ve -2 pozisyonundaki A rezidiisii her zaman olmasa da bir¢ok
durumda komsu bazlara bagli olarak ekspresyon icin tercih edilmektedir (Hui ve ark.,
1984). Baglama kodonunun hemen dncesindeki baz (-1 pozisyonu) ve fMet-tRNA
antikodonunun 3’ tarafina yakin 37 pozisyonunda bulunan baz arasindaki etkilesimin

translasyonun etkili baglamasi i¢in in vivo ve in vitro’da 6nemli oldugu gésterilmistir

(Hui ve ark., 1984).

In vitro’da baslama kodununun 5’ tarafinin hemen bitisigindeki bazin (-1) 30S
partikiiller ve fMet-tRNA ile ii¢lii baslama komplekslerinin olugsma oranini etkiledigi
bildirilmistir. A/U rezidii baglama kompleksinin olusumunu bu pozisyondaki
herhangi diger bir bazdan daha fazla tesvik etmektedir. Bu ¢alismalarda saflastirilmis
bilesenler ve kisa (3-7 baz uzunlugunda) AUG igeren sentetik oligoniikleotitler
kullanilmistir. -1 pozisyonundaki U-rezidiisiiniin favorize etkisinin fMet-tRNA
tizerindeki antikodonun 3’ tarafinin hemen bitisigindeki A rezidiisiiyle 4-bp’lik bir
kodon-antikodon etkilesimi olusturmast nedeniyle olabilecegi Onerilmektedir
(Eckhardt ve Luhrmann, 1981; Ganoza ve ark., 1982; Hui ve ark., 1984).

Gergekte AUG’nin 5’ ucuna komsu bazin etkisinin in vitro calismalar
tarafindan Onerilenden daha karmasik oldugu ortaya c¢ikartilmistir (Eckhardt ve
Luhrmann, 1981; Ganoza ve ark., 1982). Ribozomal RNA’larin ikincil yap1

modelleri eslesmemis bolgelerdeki niikleotitlerin yaklasik %40’nin A rezidiisii
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oldugunu gostermistir (Gutell ve ark., 1985). A/U-zengin dizilerin baslama
kodonunun yukarisina (Dreyfus, 1988) ya da asagisima (Qing ve ark., 2003)
yerlestirildiginde, translasyonu uyardigi bilinmektedir. RBS ikincil yapisi
translasyonun baslamasi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Baslama etkinliginin yiiksek adenin
ve timin igerigi araciliiyla iyilestirildigi bildirilmis olup, A/U-zengin bolgelerin
translasyona baglama bdolgesinde ikincil yapilarin olusmasini 6nledigi ve bu sayede
ribozomun baglanmasini kolaylastirdigi Onerilmektedir (Laursen ve ark., 2002).
Bunun yani sira muhtemelen SD- dizisi ve AUG’nin disindaki ribozom baglanma
alaninda olusturulan mutasyonlar ribozomal proteinler ve mRNA arasindaki

etkilesimi degistirmekte ve bu etkilesimler de baslama sikligini1 belirlemektedir.

4.2.3 DR bolgesi Mutasyonlari

E. coli’de etkili translasyon ile adenince zengin bolgelerin iliskisine ilk kez
Dreyfus (1988) tarafindan dikkat g¢ekilmis, adeninlerin eklenmesinin translasyon
tizerine uyarict etkisi Dbildirilmistir (Martin-Farmer ve ark., 1999). Baslama
kodonunun hemen asagisindaki bolgede (DR) yer alan adeninler mRNA-ribozom
iliskisini etkileyerek gen ekspresyonunda rol oynayabilir. TIR igindeki ikincil yap1
ekspresyonu inhibe edebilirken; daha az yapisal daha acik bir TIR ekspresyonda artis
saglayabilir (de Smit and van Duni, 1990). Baslama kodonundan sonraki birkag
kodonun adenin igerigi muhtemelen baslama kodonu ve mRNA’nin diger
ozellikleriyle birlikte translasyonel makinanin bir bilesenine bir tanima motifi (dizi
ve/veya yapisal) olarak hizmet edebilmekte ve bu anlamda ribozomun baglanma

giiciine 6nemli oranda katkida bulunabilmektedir.

Daha 6nce yapilmis calismalar gostermistir ki; baslama kodonunun hemen 3’
tarafina yerlesmis olan DR, translasyonun baglamasi ve/veya uzamanin baslangicinda
gen ekspresyonunu etkilemektedir (Faxén ve ark., 1991; O’Connor ve ark., 1999;
Stenstrdm ve ark., 2001b). Ornegin sadece DR’nin 5 kodonu icinde yapilan bir
varyasyon, AUG’nin baslangi¢ kodonu oldugu ve genden dnce zayif bir SD dizisinin
bulundugu durumda bile gen ekspresyonunu en diisiikten hemen hemen 50 kat daha

yiiksek bir iist limite ulagtirmaktadir. Eger genden once giiglii bir SD dizisi geliyorsa,
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ekspresyondaki iyilesme daha da yiiksek olmaktadir. Giiglii bir SD dizisi, zayif bir
SD ile kiyaslandiginda, baslama kodonu ve DR dizisine bagli olarak gen

ekspresyonunu 2-50 kez artirabilmektedir (Stenstrom ve Isaksson, 2002).

Birgok bakteriyel ve faj mRNA’sinda baslama kodonunun asagisina yerlesmis
translasyonu artirict bir element olarak DR goz Oniinde tutulmaktadir. DR’nin anti-
DR olarak adlandirilan 16S rRNA’nin 1469-1483 niikleotitlerine tamamlayici oldugu
onerilse de (Etchegaray ve ark., 1999), bu bolgenin dogrudan baz eslesmesi yaparak
16S rRNA’nin anti-DR’si ile etkilesim kurmadigi da bildirilmistir (Sato ve ark.,
2001). Ancak Onemli bir soru, baslama kodonunun asagisindaki dizilerin

translasyonun baglamasini nasil tesvik ettigidir?

Bu konuyla ilgili ihtimallerden birisi 16S rRNA anti-DR bolgesinin 30S alt
tinitesinin 50S alt tinitesiyle iligkisi i¢in 6nemli oldugudur (Mitchell ve ark., 1992).
Diger ihtimaller ise, baslama kodonunu c¢evreleyen mRNA’nin ikincil yapist ve
ribozomal protein S1 gibi mRNA’ya baglanan proteinler hakkindadir. Baglama
kodonunun asagisindaki dizilerin S1 ile mRNA’nin etkilesimini hizlandirdigi ve
dolayisiyla baslama kompleksinin olusumu aracilifiyla translasyon etkinligini
artirdigl Onerilmektedir. Sonugta baglama kodonuna yakin bir bolgedeki ufak bir
yapisal degisiklik bile mMRNA ve ribozomu uygun bir etkilesime gotiirebilmektedir.
Bununla birlikte genel olarak baslama kompleksini olusturmada, SD disinda baska

hangi dizi ya da yapilarin ribozoma avantaj sagladigi kesin olarak bilinmemektedir.

Sirasiyla baslama kodonunun yukarisindaki ve asagisindaki SD ve DR dizileri,
translasyonun baglama etkinligi iizerine birlikte hareket edebilecegi gibi, birbirinden
bagimsiz olarak ayr1 ayr1 yiiksek bir gen ekspresyonu da verebilir. Ancak bu etkinin
sadece ikincil yap1 nedeniyle ortaya ¢iktigini sdylemek giictiir. Ribozom baglanma
alanindaki bircok mutasyonun herhangi bir mRNA ikincil yapist iceriginde yer
almaksizin translasyonu etkileyebilecegi gosterilmistir (McCarthy ve ark., 1986;
Looman ve ark., 1987). Dolayistyla baslamanin etkinligi i¢in, ribozom baglanma
alanimin birincil yapisi, mRNA ikincil yapisindan daha onemli olabilmektedir
(Dreyfus, 1988).
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Tez caligmasinda pac geninin DR bdlgesinde yer alan 2. kodon (Mut6) ve 4.
kodon (Mut7) sinyal peptidin amino asit yiikiinii degistirmeyecek sekilde mutasyona
ugratilmistir. pac geninde 2. kodon pozisyonunda E. coli i¢in en ¢ok tercih edildigi
bildirilen (Looman ve ark., 1987) AAA lizin kodonu yer almaktadir. Mut6
mutasyonu ile bu kodonun yerine nadir bir arjinin kodonu AGA yerlestirilmistir.
Mut7 mutasyonuyla ise, DR bolgesinin 5 kodonu iginde yer alan ve arjinini kodlayan
4. kodon AGA, 2. kodonda yapilan mutasyonun tersine bu bolgenin adenin igerigini
zenginlestirecek sekilde AAA lizin kodonuyla degistirilmistir. Ayn1 zamanda her iki
mutant yaban tipe gdrece genin ekspresyonunu olumlu etkiledigi bilinen (issever
Oztiirk, 2002) A/T’ce zengin 6 niikleotitlik bir SD-ATG aralig1 tasimaktadir
(Cizelge 2.4).

Olusturulan Mut6 ve Mut7 mutasyonlart hem pac geni TIR bdlgesinin
niikleotit igerigini degistirmesi ve bu anlamda TIR’in ribozomla iliskisini ve
dolayisiyla translasyonun baglamasimi etkileyebilmesi agisindan; hem de sinyal
dizide yer almasi nedeniyle, 6nciil PA’nin sekresyonu/katlanmasi gibi translasyon
sonrast aktif PA olusumunda rol oynayan adimlar etkileyebilecek bir pozisyonda

bulunmasi sebebiyle 6nemlidir.

Daha o6nce yapilan ¢aligmalarla +2 ve +3 kodonlarinin uygun kombinasyonlari
secilerek verilen hedef bir proteinin ekpresyon diizeyinin ayarlanabilecegi
bildirilmistir (Ahn ve ark., 2007). Hui ve ark (1984) tarafindan baslama kodonunu
takip eden li¢ bazin B-galaktozidaz mRNA’sinin translasyonel etkinligini 20-katin
tizerinde etkileyebildigi gosterilmistir. Baslangictaki kodonlarin bu etkisi Gonzalez
de Valdivia ve Isaksson (2004, 2005) tarafindan isaret edildigi gibi, peptidil-
tRNA’nin translasyonu yapan ribozomlardan diisme sikligiyla iligkili olabilir.
Translasyonel ribozom kompleksinin translasyonu yapilan bir mRNA’nin baslangi¢
kisminda daha az kararli oldugu bilindiginden (Chen ve Inouye, 1990), mRNA’nin
kodlayici bolgesinin ¢ok baslangicinda kodon-bagimli peptidil-tRNA diismesi genis
bir aralikta farkli ekspresyon diizeylerine gotiirebilmektedir. Bununla birlikte,
baslangigtaki kodonlarin kendiliginden DR’nin ekspresyon diizeyini belirlemedigi,

bunun yerine verilen bir kodonun etkisinin hedef genlerin dizisinin tamaminda yer
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alan diger faktorlerle kombinasyon halinde ortaya ¢iktigi da bilinmektedir (Ahn ve
ark., 2007).

SD dizisinin 16S rRNA {izerindeki anti-SD bolgesiyle etkileserek, mRNA ve
30S alt iinite arasindaki ilk etkilesimi kurdugu, DR’deki bazi niikleotitlerin ise 16S
rRNA {izerinde farkli bolgelerle baz cifti olusturabildigi Onerilmekte (Sergiev ve
ark., 1997) olup; bu etkilesimler translasyon etkinliginde rol oynabilmektedir. Ayrica
DR’nin bu etkisinin kodlanan amino asitlerden mi yoksa niikleotit dizisinden mi
kaynaklandigini1 agiklamaya yonelik ¢alismalar da yapilmistir. Bu ¢aligmalarda ayni
kodon ailesinden farkli kodonlarin gen ekspresyonunda biiyiik bir gesitlilik ortaya
cikardigr bulunmustur. Farkli izo-kodonlara dayali, ayni proteini olusturan DR’ler
karsilastirildiginda; gen ekspresyonunda 8-kata kadar farklilik goriilebilmektedir. Bu
izo-kodon etkisi giiclii bir sekilde gen ekspresyonu iizerine etkinin protein iriini
kodlayan amino asit dizisinden degil, mRNA’daki baz dizisinden kaynaklandigini

onermektedir (Stenstrom ve Isaksson, 2002).

4.2.3.1 +2 Kodon Mutasyonu

+2 kodon baslama kodonunu takip eder ve 5-kodon uzunlugundaki DR
dizisinin ilkini olusturur. +2 kodon gen ekspresyonunu hemen hemen 20-kata kadar
etkileyebilir (Stenstrém ve ark., 2001b). Bu pozisyonda lizin kodonu en yiiksek
ekspresyonu verirken (gorece ekspresyon degeri 1.0), diger +2 kodonlar 6rnegin
AGU (0.5), AAU (0.7) ve ACC (0.3), AAA’dan daha diisiik ekspresyon degerleriyle
iliskilendirilmistir (Jin ve ark., 2006).

Tez calismasinda olusturulan Mut6 mutasyonu ile beklenen +2 pozisyonu igin
tercihli bir kodon olan lizin yerine arjinin getirildiginde gen ekspresyonunda bir
azalmanin goriilmesidir. Fakat aksine PA’nin aktivitesinde Spac’a gorece 2-katlik,
pacyi’a gorece ise 12-katlik bir artis belirlenmistir (Sekil 3.26). Genelde yiiksek
siklikta kullanilan bir kodon ile yiiksek translasyon etkinligi basarilir. Fakat ikinci
kodon pozisyonundaki kodon egiliminin diger pozisyonlardaki kodon tercihlerinden

farkli bir prosesle olusturuldugu bilinmektedir (Kanaya ve ark., 1999). Bu yiizden
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herhangi bir DR dizisi i¢in en yiiksek ekspresyonu vermede +2 kodon pozisyonunda
AAA’nin olmasi gerekli degildir. +2 pozisyonundaki kodonun etkisinin, onu
cevreleyen bolgenin niikleotit dizisine bagli oldugu bildirilmistir (Stenstrom ve ark.,
2001). Bu anlamda her bir genom kendi ortami, enerji kaynaklar1 ve yasam tarzina en

uygun optimal diizeyde gen ekspresyonunu saglayacak kodonlar tercih etmektedir
(Karlin ve ark., 2001).

Yapilan deneysel c¢alismalarla kodon tercihinin istatistiksel Onemi
arastirllmistir. Genellikle istatistiki olarak ikinci kodonda favori olan dizilerin E.
coli’de translasyon etkinligi iizerine pozitif etki gosterdigi belirlenmistir (Sato ve
ark., 2001). Bir¢ok E. coli geninde yiiksek siklikta tercih edilen bir ikinci kodon
kullanilmasi araciligiyla lacZ geninin ekspresyon diizeyi olumlu etkilenmistir
(Looman ve ark., 1987). Oyleyse neden ikinci kodon translasyon etkinligini

degistirmektedir?

Translasyonda, baslama, uzama ve sonlanma olmak tiizere ii¢ temel faz vardir.
Eger ikinci kodon baslama kodonundan ikinci kodona ya da ikinci kodondan iiglincii
kodona uzama basamagini etkiliyorsa, bu pozisyonda optimal kodon kullanilmalidir.

Ancak ikinci pozisyondaki favori kodon daima optimal kodon degildir.

Son zamanlarda yapilan g¢alismalarla ikinci kodonun sadece translasyonun
baslama basamagi i¢in degil translasyon sonrasi aktif protein olusumuna giden yolda
Onciil proteinin sekresyonu ve katlanmasi i¢in de Onem tasidigi belirlenmistir
(Zalucki ve ark., 2007; Zang ve ark., 2009). Bu nedenle pac geni +2 kodon
pozisyonuna nadir bir kodon olan argininin yerlestirildigi Mut6é mutasyonu aktif tiriin
olusumu i¢in islenme ve katlanma basamaklarina gereksinim duyan penisiliz asilaz

acisindan ayr1 bir 6nem tastyabilir.

Goldman ve ark. (1995) nadir kodonlarin eger mRNA’larin 5" ucuna yakin
yerlestirilirse, in vivo’da translasyonel aktiviteyi azaltabilecegini fakat giiglii bir
inhibe edici etki gostermeleri icin, ardisik bircok nadir kodonun varliginin gerekli

oldugunu gostermistir. Bununla birlikte baslama kodonuna yakin bir kodondaki tek
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bir nokta mutasyonunun bile translasyonel aktiviteyi degistirebilecegi bildirilmistir
(Stenstrom ve ark., 2001b). Mut6é mutasyonunu tasiyan pac geninde baslama
kodonundan sonra gelen lizini kodlayan ikinci kodon AAA’nin arjinini kodlayan
AGA’ya degistirilmesiyle, ger¢ekte kodon i¢inde ikinci pozisyonda yer alan tek bir
niikleotitte (A—G) degisiklik yapilmistir. Ancak bu tek niikleotitlik degisim yaban
tipe gorece aktivitede 12-kat artis saglamistir (Sekil 3.26). Bu bulgu ikinci kodon
igeriginde yapilacak tek niikleotitlik bir degisikligin bile gen ekspresyonunu ne

derece gliclii etkileyebilecegini gostermesi agisindan dikkat ¢ekicidir.

Arjinin 6 kodon tarafindan kodlanabilmektedir: CGU, CGC, CGA, CGG, AGA
ve AGG. mRNA’daki arjinin mindr kodonlarinin sayist ve pozisyonu, gen
ekspresyonunu translasyonel asamada diizenlemede, Ozellikle de {iremenin geg
fazinda, 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu anlamda minor kodonlar ile baslangig
kodonu arasindaki mesafe translasyonun baglama etkinliginde ¢ok Onemlidir.
Translasyon hizi minér kodonlarda yavaglamakta (“AGA/AGG modulator
hypothesis” ya da “minor codon modulator hypothesis™) (Sorensen ve ark., 1989) ve
ribozomun bu kodonlart iceren bolgede daha yavas hareket ettigi goz Onilinde
tutulmaktadir (Chen and Inouye, 1990). Dolayisiyla minér kodon baslangic
kodonuna ne kadar yakinsa, ribozom da baslangic kodununa o derece yakin bir
bolgede duraksamakta ve bu durum hem translasyonun baslama hizin1t hem de
kararliligimi etkilemektedir. Ayrica sinyal dizilerdeki nadir kodonlardan olusan bir
kiimenin translasyonu yeterli oranda ertelemesi araciligiyla membranla etkilesimi
kolaylagtirarak protein taginmasinin erken adimlarinda bir rol oynayabilecegi de

bildirilmistir (Burns ve ark., 1985).

2. kodon Lys (AAA)nin Arg (AGA)’e degistirilmesi (Mut6); pac geninde
baslangi¢ kodonundan sonraki ilk 5 kodonda ardisik olmasa da (arada Asparajin
amino asiti yer almaktadir) ii¢ arjinin amino asitinin var olmasina neden olmaktadir.
Arjinin minor kodonlarinin baslama kodonuna yakin bir bolgede bu derece siklikta
bulunmasi, daha o©nce yapilmis caligmalar dikkate alindiginda; translasyonun
baslama hizin1 yavaglatabilmektedir. Varenne ve ark. (1984) tarafindan esas olarak

bazi tRNA tiirlerinin kisitli oranda saglanmasi nedeniyle mRNA boyunca translasyon
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oraninin degisebilecegi ispatlanmistir. Farkli tRNA tiirlerinin konsantrasyonlarinin
biiyiik oranda mRNA kiimesi i¢indeki kodon kullanimina goérece ve ilgili kodonlarin
sikligina oransal oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla duraklama mRNA boyunca nadir
kullanilan kodonlarin pozisyonlariyla iliskili olmalidir. 2000 prokaryotik mRNA
boyunca yapilan nadir kodon dagilim analizi sonucunda, nadir kodonlarin
translasyonel baslama alanlar1 ve basglangictan itibaren yaklagik 155 bp’lik bir bolge
icin giiglii bir tercihe sahip oldugu gosterilmistir (Thanaraj ve Argos, 1996). Bu
yerlesimin olasi nedenlerinden biri Thanaraj ve Argos (1996) tarafindan domain’ler
ve ikincil yapilar i¢in 6nerilen “rare-codon” hipotezi ile agiklanmistir. Bu hipoteze
gore nadir kodonlarin tekrarlanmasi translasyon oranini azaltmakta, translasyonda
duraklama noktalar1 olusturarak, protein domain’lerinin ve ikincil yapilarinin dogal
yapisal konformasyonuna katlanmasi i¢in zaman kazandirmaktadir. Bu
duraklamalarin polipeptit zincirlerinin sentezleri siiresince bazi bolgelerinin bagimsiz
olarak isglevsel agidan yeterince katlanmasini saglamak icin evrimsel olarak ortaya

¢ikmis olabilecegi de onerilmektedir (Purvis ve ark., 1987).

Yapisal biyologlar icin bakterilerde fazla miktarda ekspresyonu yapilan
proteinlerle ¢aligirken nadir kodonlar protein iiretimini yavaslatmasi ya da tamamen
Onlemesi nedeniyle sorun yaratabilmektedir. Fakat son zamanlarda yapilan bir
calismayla bu yavaslatic etkileri araciligiyla nadir kodonlarin in vivo’da islevsel bir
avantaja sahip olabilecegi bildirilmistir (Zhang ve ark., 2009). Bu calismada
translasyon siirecindeki duraklamalarin 6nemli saperonlar ya da kofaktorlerle
karsilasmada kompleks icin vakit kazandirabilecegi Tlizerinde durulmaktadir.
Dolayisiyla baz1 durumlarda nadir kodonlar katlanma siirecinin translasyon siirecini
yakalamasima olanak saglayabilmektedir (Marin, 2008). Yapilan g¢alismalar nadir
kodon kiimelerinin protein ekspresyonu iizerindeki roliinlin mRNA kararliligi,
katlanma, sekresyon ve partner proteinlerle etkilesim agisindan ortaya ¢ikabilecegini

onermektedir (Clarke ve ark., 2008).

Bu nedenle translasyona baslama bélgesinde ve 6zellikle baslama kodonuna
cok yakin bir pozisyonda bir nadir kodonun tercih edilmesinin birden fazla

aciklamasi olabilir. Penisilin asilaz i¢in aktif enzim olusumunda translasyon sonrasi
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islenme basamaklart son derece onemli oldugundan; Mut6 mutasyonuyla +2
pozisyonunda bdylesi bir nadir kodonun yer almasinin, baslangicta translasyon hizini
yavaslatarak preproPA birikimini azaltip; daha fazla islenmis ve dogru
konformasyonda katlanmig aktif enzim olusumuna Kkatkida bulunabilecegini
diisindirmektedir. Ancak enzimin iretimindeki bu iyilesmenin sadece +2
pozisyonunda nadir bir kodon kullanimina bagl olmayip, TIR bolgesinin degisen
dizisinden ve/veya her iki faktoriinden birlikteliginden kaynaklanabilmesi de olasidir.
Nitekim E. coli dihidrofolat rediiktaz geni (DHFR) ile yapilan deneysel ¢alismalarla,
baslama kodonundan sonraki bazda kodon ve baz egilimleri géz oniinde tutularak
gerceklestirilen mutasyonlarla in vitro ve in vivo translasyon sistemleri kullanilarak,
bu pozisyonun translasyon iizerine etkisi arastirilmistir. Bu calismalar translasyon
etkinligindeki artisin tRNA ve amino asitin dogasindan ziyade mRNA dizisinden
kaynaklandig1 gostermistir (Sato ve ark., 2001). Bu agidan degerlendirilecek olursa,
+2 pozisyonunda olusturulan mutasyonun (K2R, Mut6) PA {iiretimi {izerine olumlu
etkisi, yapilan amino asit degisikliginden ¢ok sadece bu bdlgenin kodon igeriginin

degismesiyle de iligkilendirilebilir.

4.2.3.2 +4 Kodon Mutasyonu

Tez cgalismasinda olusturulan Mut7 mutasyonuyla, A/T’ce zengin SD-AUG
araligina sahip ve ikinci kodondaki degisikligin tersine DR bdlgesinin +4
pozisyonundaki AGA arjinin kodonu yerine AAA lizin kodonunun getirildigi, A’ca
daha zengin bir TIR bodlgesine sahip bir pac geni olusturulmustur (Cizelge 2.4). Bu
mutasyon ile  hedeflenen  genin  translasyona  baglama  basamagimnin
etkinlestirilmesidir. DR bolgesinin A’ca zenginlestirilmesinin gen ekspresyonu
tizerine etkisi bolim 4.2.3’de ayrintili olarak tartisilmistir. Dolayisiyla Mut7
mutantinin yaban tipe gorece 8-kat fazla aktivite vermesinin nedenlerinden biri, A’ca
zengin DR nedeniyle genin translasyona baslama basamaginin iyilestirilmesi olabilir.
Ayrica +4 kodonunda yapilan mutasyon Tat yolaginin bir substrat1 oldugu onerilen
PA’nin sinyal peptitindeki korunmus tek arjinin rezidiisiinii lizine degistirmesi ve

dolayisiyla onciil enzimin taginmasini etkileyebilmesi acgisinda da ayr1 bir 6neme
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sahiptir. Bu mutasyonun enzimin sekresyonu tizerine etkisi ise boliim 4.3’te ayrintili

olarak tartigilmistir.
4.2.4 Sicakhgin Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Tez calismasinda yaban ve mutantlar1 (Mut4, Mut5, Mut6, Mut7) tasiyan
soylar 26 ve 37 °C olmak iizere iki farkli sicaklikta biyiitilmiistiir. 37 °C’ta
biiyiitiilen kiiltiirlerde aktif PA olusmazken; 6rneklerin Western blot ¢aligmasinda
sadece Onciil enzime ait bant goriilmiis; islenmis enzimin B-band1 gozlenmemistir
(Sekil 3.31). Bu sonug E. coli ATCC 11105’e ait penisilin asilaz sentezinin optimal
olarak sadece 30 °C’1n altindaki sicakliklarda gergeklesip; 37 °C ya da onun iizerinde
aktif enzim olusmadigiyla ilgili daha once bildirilen deney sonuglartyla uyumludur
(Sizmann ve ark., 1990). Yapilan ¢alismalarda 40 °C’ta inkiibasyonun islenemeyen
bir Onciile gotiiren tipik olmayan bir konformasyona yol actigi bildirilmistir. pac
geninin yiikksek sicaklikta etkin bir sekilde transkribe edildigi ancak mRNA’nin
translasyonunun bloke edildigi tizerinde durulmaktadir. Buna gore 40 °C’ta biiyiiyen
hiicrelerde yiiksek miktarda pac mRNA’s1 {iretilmekte ancak translasyon asamasi

sicakliga duyarh goziikmektedir (Keilmann ve ark., 1993).

Ayrica Keilmann ve ark (1993) tarafindan sinyal peptit tasimayan klonlarda
genin 40 °C’ta etkili bir translasyonunun olabilmesi nedeniyle, yiiksek sicakligin
inhibe edici etkisinin sadece gen {iiriinii taginmak zorunda oldugunda ortaya ¢iktig1 da
bildirilmistir. Dolayisiyla bu sonuglar pac mRNA’sinin translasyona baslamasi ve

translokasyonu arasinda siki bir iliskinin bulunduguna isaret etmektedir.

E. coli ATCC 11105°’te translasyon iiriniinden aktif PA olusumu: hiicre igi
proteoliziz ve inkliizyon cisimcigi olusumu, membrana tasinma, ppPA’nin
olgunlagsmas1 ve periplazmada PA’nin proteolizizi gibi birtakim translasyon sonrasi
stirecler tarafindan kontrol edilir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda sentezlenen pre-
pro-enzimin %80°den fazlasinin sitoplazmada meydana gelen hiicre i¢i proteoliziz
tarafindan kaybolabildigi gdosterilmistir (Ignatova ve ark., 2000). PA’nin
degradasyonunun arastirilmasinda degisik sicakliklar (24, 26, 28, 30, 32, 34, 37 °C)
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test edilmig, 32 °C’a kadar olan sicakliklarda ppPA’nin hiicre i¢i proteoliziz ya da
membrandan taginma ve aktif PA olusumuna giden otoproteolitik islenme siirecleri
arasindaki yariga tabi oldugu bulunmustur. 32 °C’1n iizerindeki sicakliklarda ise yeni
sentezlenen ppPA’nin tamamu proteolitik olarak degrade olmus ve aktif PA
saptanamamigtir. Bu durumda hiicre i¢i proteolizizin aktif PA {irlinlini
siirladigindan s6z edilmektedir. Bu bulgular PA iretiminin sicaklik-bagimli
kontroliine ilave bir agiklama getirmekte ve translasyonun sicaklik duyarlilig
(Keilmann ve ark., 1993) ile birlikte aktif PA iirliniiniin sicaklikla kontrolii i¢in
translasyon sonrasi diizeyde taginma ve/veya islenmenin de aktif rol oynayacagi yeni

bir agiklama sunmaktadir (Ignatova ve ark., 2000).

Her ne kadar Keilmann ve ark. (1993) SD-AUG arasindaki mesafenin 5
niikleotitten 6 ya da 8’e artirilmasinin pac mRNA’sinin translasyonu iizerine 40
°C’taki blokasyonu hafiflettigini ve oOzellikle aradaki uzakligin 8 niikleotite
uzatilmasinin iirlin olusumunda artisa yol ac¢tigini 6nerse de; bu calismada SD-AUG
araliginin 6-8 niikleotite ¢ikarildigi mutantlarin hi¢ birinde (Mut4, Mut5, Mut6,
Mut7), 37 °C’ta aktif enzim iiretimi gibi benzer bir iyilesme gézlenmemistir. Ayrica
ayni calismada pac’in tasidigi birbiriyle ortiisen olasi iki SD dizisine sahip motifin
pac mRNA’sinin sicakliga hassas translasyonu icin onem tasiyabilecegi lizerinde
durulmakla birlikte, 4.2.1 kisminda ayrintili olarak tartisildigi tizere yalnizca
SD2’nin varligi, Mut4 mutantinin 37 °C’taki sicakliga hassas ekspresyonunu

degistirmemistir.

4.3 Sinyal Peptit Mutasyonlarinin onciil enzimin

sekresyonu iizerine etkisi

Tez c¢alismasinda pUC varyantlar1 arasindan SD-ATG araligimin yani sira
sinyal dizisinde mutasyon tasiyan Mut6 ve Mut7’ye ait klonlar, olusturulan
mutasyonlarin PA’nin sekresyonu iizerine etkisini irdelemek amaciyla E. coli Tat
JARV15, B1LKO, DADE ve onlarin yaban tipi soyu MC4100 ile bir diger yaban soy
E. coli JM109’a aktarilmigtir. Ancak pUCI19 klonlarin bu soylarda kararsizlik
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gostermesi nedeniyle, yaban tipi ve mutajenik pac genleri diisiik kopya sayili
pMMB208 vektorii tizerine yeniden klonlanmustir.

Klonlama sonrasinda yapilan ekspresyon c¢alismalarinda pMMB klonlariyla
pUC klonlarina gorece aktivitede ~3-4 katlik bir artis elde edilmistir (Sekil 3.26 ve
3.27). pUC ve pMMB varyantlarinin PA aktiviteleri arasindaki bu farklilik,
tiremeden kaynaklanmamaktadir. Ciinkii pac geninin ekspresyonunun iireme ile
iliskili olmadigi bilinmekte olup, PA yavas iireme safhasi siiresince bile
sentezlenebilmektedir (Chou ve ark., 1999). Diger yandan iki vektoriin kopya sayilari
birbirinden farklidir ve pMMB208 lac promotoruna gorece daha etkin oldugu bilinen
tac promotorunu (de Boer ve ark., 1983) tasimaktadir. Onciil penisilin asilazin
sentezlendikten sonra aktif enzim olusumuna giden yolda translasyon sonrasi
karmagik (tasinma, islenme, katlanma gibi) siirecler gegirmesi nedeniyle; PA

tiretiminde uygun bir konakg1/vektor sisteminin kullanilmasi ¢ok dnemlidir.

Rekombinant protein iiretimini iyilestirmek icin giiclii ve siki kontrol edilen
promotorlarin (6r, tac ve rhaBAD) kullanilmasi uygulanan stratejiler arasindadir.
Bununla birlikte bu yontem siklikla dengesiz bir protein akisina ve ¢dziinemeyen
inkliizyon cisimciklerinde {iriiniin agregasyonuna yol acabilmektedir. PA gibi
periplazmik proteinler i¢in, c¢oziinmeyen inkliizyon cisimcikleri sitoplazma ve
periplazma igine yerlesmis protein dnciillerden olusur (Chou ve ark., 2000; Lin ve
ark., 2001). Proteinin fazla miktarda ekspresyonu igin diisiik-kopya sayili
plazmitlerin  kullanilmasiyla  sitoplazmik inkliizyon cisimcikleri olusmasi
probleminin listesinden gelinebilir. Periplazmik inkliizyon cisimciklerinin miktarini
azaltmanin bir diger yolu ise periplazmik proteazlarla birlikte ekspresyondur (Lin ve
ark., 2001).

Dolayisiyla  diisik  kopya-sayihi pMMB  varyantlarinda  inkliizyon
cisimciklerinin azalmasi, PA sentezinde iyilesme saglayabilir. Bununla birlikte pac
mutantlariin  PA  aktivitesindeki yaban tipe gorece artis, pMMB klonlarinda
gozlenmemistir (Sekil 3.27). Bu sonucun kesin olmamakla birlikte pMMB208

vektorii lizerindeki daha etkin olan tac promotorundan kaynaklanabilecegi
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diisiiniilmektedir. Bu promotor ile yiliksek diizeyde ekspresyon elde edildiginden, pac
geninin translasyona baslama bolgesinde yapilan mutasyonlarin, ekspresyon tizerine
iyilestirici etkileri ancak daha zayif lac promotoruna sahip pUC plazmitleriyle

gorilebilmektedir.

Ayrica literatiirde pac geninin farkli vektorler tizerindeki ekspresyonu
sonucunda elde edilen farkli aktivite degerlerinin proteolitik degredasyon farkindan
kaynaklanabilecegi tizerinde de durulmaktadir. Ancak bu ¢alismada olusturulan pUC
ve pMMB-temelli klonlarin SDS-PAGE profillerinde, bu anlamda dikkat ¢ekici bir
farklilik goriilmemistir (Sekil 3.30 ve 3.32).

pMMB varyantlariyla elde edilen bir diger sonu¢ ise, pUC klonlarinda
gozlenmeyen hiicre dis1 PA aktivitesinin varligidir. Sekil 3.28’de gosterildigi gibi
pMMB klonlarmin tamaminin konak¢1 olarak E. coli JM109, MC4100 ve Tat
soylarin (JARV15, BILKO, DADE) kullanildig1 tim durumlarda hiicre dis1 PA
aktivitesi vermesi, bu aktivitenin soy bagmmli olmadigini diisiindiirmektedir.
Literatiirde Tat soylarinin bozuk bir hiicre kilifi tasidiklart i¢in, hiicre duvari
acisindan uygulanan muamelelere daha duyarli oldugu bildirilmistir (Ize ve ark.,
2003). Ancak besiyeri iist stvisindan aktivitenin pMMB klonlarini tagiyan yaban tip
E. coli IM109 ve MC4100 soylarinda da goriilmesi, hiicre dis1 aktivitenin bu vektorle
elde edilen fazla miktarda PA iiretiminden kaynaklanabilecegine isaret etmektedir.
Simmons ve Yansura (1996) tarafindan yapilan ¢alismayla promotor giiciinden
kaynakli benzer bir sonucun ortaya gikabilecegi vurgulamistir. E. coli alkalen
fosfataz’inin sekresyonunda TIR’1n giiciiniin etkisi farkli plazmit serileri kullanilarak
analiz edilmis, olglimler bazal diizeyde transkripsiyon kosullar1 altinda yapildiginda;
bu proteinin sekresyonu i¢in translasyonun baglamasi sinirlayict bir faktor olarak
belirlenirken; promotorun tamamen uyarildigi durumda, translasyonun baslamasi
sekresyon i¢in sinirlayict bir faktoér olmaktan ¢ikmugtir. tac gibi giiclii bir promotora
sahip pMMB klonlarini tagiyan E. coli yaban tipi soylar MC4100 ve JM109’un hiicre
dis1 PA aktiviteleri arasinda onemli bir fark olmamasi, benzer nedenle promotor

kaynakl1 olabilir.
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Tez galismasinda pac genine ait pUC19- ve pMMB-temelli klonlar1 tasiyan
rekombinant JM109 soylarinin PA iiretimleri ve sekresyonlari arasinda goriilen bu
farkliliklar, ayn1 zamanda rekombinant protein sentezi i¢in kullanilacak vektoriin
promotor giiciliniin, ideal translasyon diizeyinin ayarlanmasi ve sonraki sekresyon

basamagi i¢in ne derece dnemli olduguna bir 6rnek teskil etmektedir.

Yapilan ¢alismalar genin fazla miktarda ekspresyonu sonucunda olusan {iriiniin
hiicre disina sizabilecegini gostermistir (Mergulhdo ve ark., 2005). Bu anlamda E.
coli’de rekombinant proteinleri fazla miktarda iiretmenin bir diger yolu da onlarin
hiicre digina salinmasidir. Bu uygulama 6zellikle periplazmik proteinler i¢in gecerli
olup, bircok avantaj saglamaktadir. Ornegin, hiicre digmna salinan rekombinant
proteinler bu sayede daha az hiicre i¢i proteolizize ugrayabilmekte, secici bir protein
sekresyonunun daha sonraki protein saflastirma basamaklarini kolaylagtirdigi da
bilinmektedir (Lin et al., 2001). ilave olarak bdlgesel protein konsantrasyonunun
azaltilmasiyla inkliizyon cisimcikleri gibi ¢6ziinmeyen protein agregatlarinin
olusumundan kacinilabilmektedir. Bu ylizden olusturulan pMMB klonlariyla hiicre
dis1 PA aktivitesinin elde edilmesi, periplazmik bir protein olan penisilin asilaz i¢in
ayrica Onem tasimaktadir. Bununla birlikte besiyeri iist sivisindan hem PDAB
yontemi hem de S. marcescens kullanilarak petri diizeyinde elde edilen hiicre dig1 PA
aktivitesinin, hiicre digina sizint1 ve/veya diger sekresyon yolaklar1 kaynakli olup
olmadigimmin anlagilmasina yonelik detayli sekresyon caligmalarinin yapilmasina

gereksinim vardir.

Daha 6nce E. coli’de PA’nin hiicre dis1 besiyeri ortamina salinmasi igin farkli
yontemler uygulanmistir. Bunlardan biri E. coli’de pac geninin kil geni (6ldiiriicti
protein) ile birlikte tac promotoru altinda ekspresyonuyla, PA’nin besiyeri ortamina
salinmasidir (Ignatova ve ark., 2003). Diger bir yontemde ise E. coli’de BRP
(bakteriosin salan protein) kullanilarak fazla miktarda {iretilen penisilin asilazin
hiicre disina salinmasi1 denenmistir. brp geninin ekspresyonundan sonra E. coli hiicre
duvar1 gegirgen olmaya baslamakta ve periplazmik proteinler bu sayede besiyeri
ortamina serbest kalabilmektedir (van der Wal ve ark., 1995). Bu ydntemlerin

disinda 1.4.1.4 kisminda belirtildigi gibi hiicrenin dis membran gegirgenligini
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artirmaya yonelik uygulanan diger yontemler de mevcuttur. pMMB klonlariyla tiim
bu yontemlere gereksinim duyulmaksizin hiicre dist PA aktivitesinin elde edilmesi

dikkat cekicidir.

Bir membrana karsi proteinlerin tasinmasinda sinyal peptit, izlenecek
translokasyon yolaginda belirleyici olmasi agisindan 6nem tasimaktadir. E. coli’de
genel sekresyon yolagi olarak genellikle Sec ya da Tat sistemi kullanilmaktadir. Tat
yolaginin Sec’den en biiyiik farki korunmus SRRXFLK motifi igine gomiilmiis
ardisik iki arjinin rezidiisii gereksinmesidir (Berks, 1996). Literatiirde onciil PA’ nin
sekresyon yolaginin belirlenmesine yonelik ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir.
ppPA’nin  membrandan taginmasinin hangi mekanizma araciligiyla oldugunu
belirlemek amaciyla, Ignatova ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢aligmada E. coli
ATCC 11105 kromozomal DNA’s1 kullanilarak, baslangi¢ kodonunun yukarisindaki
RBS dizisiyle birlikte ¢cogaltilan pac geni diisiik kopya sayili pMMB207 vektoriiniin
(Morales ve ark., 1991) coklu klonlama bolgesine klonlanmistir. Olusturulan klonda
pac geni ekspresyonu Tat sistemi bilesenlerinden TatA ve TatE’nin olmadigi E. coli
JARV15 ve yaban tipi MC4100 soylarinda (Sargent ve ark., 1998) izlenmis,
mutasyon calismalariyla da ppPA sinyal peptidindeki Tat sistemi i¢in en uygun
tanima sinyalleri aranmistir. Yapilan translokasyon deneyleri sonucunda ppPA’nin
membrandan tasinmasinin kaginilmaz bir sekilde Tat-bagimli oldugu bildirilmistir

(Ignatova ve ark., 2002).

Aslinda PA sinyal peptidinin Tat motifi (RNRMIVN), korunmus E. coli Tat
motifinden S/TRRXFLK (Berks, 1996) oldukga farklidir. Dogal Tat substratlarindan
sadece birkaginda iki arjinin rezidiisiinden birinin eksik oldugu bulunmustur.
Ornegin ardisik arjinin rezidiilerinden birinin yerinde lizinin yer aldigi bir Tat
substrat1 olarak Salmonella enterica tetratiyonat rediiktaz’in TtrB alt iinitesi tarif
edilmistir. Bununla birlikte TtrB’de Tat motifi i¢indeki tek bir Arg rezidiisliniin
translokasyon i¢cin Onemli oldugu gosterilmis olup; bu rezidiiniin lizinle
yerdegistirmesi taginmayi Onlemistir (Hinsley ve ark., 2001). Dolayisiyla her ne

kadar istisnai durumlar bulunsa da, genel olarak Tat translokasyon yolagini kullanan



141

sinyal peptitlerde korunmus bir Tat motifinin olmasi, bu yolak araciligiyla tasinma

icin bir gereklilik olarak goriilmektedir.

Bu nedenle tez calismasinda beklenen +4 pozisyonundaki Arg kodonunun
Lys’e mutasyonu (R4K) ile PA’nin MKNRNR-dizisindeki Tat motifine ait korunmus
tek Arg rezidiisiiniin Lys ile yerdegistirmesi sonucunda preproPA’nin tasinmasinin
etkilenmesidir. Ancak sasirtict bir sekilde onciiliin periplazmaya tasinmasi, PA’nin
Tat yolaginin bir substrati oldugunu 6ngéren ¢alismanin (Ignatova ve ark., 2002)
aksine; pMMB varyantlarini tasiyan ve Tat sisteminin bazi bilesenlerinden [ATatC
(BILKO), ATatAE (JARV15)] ya da tiim bilesenlerinden [ATatABCDE (DADE)]
yoksun soylarda, yaban tipi soylara (E. coli JM109 ve MC4100) gorece 6nemli
oranda etkilenmemistir . Her iki sinyal peptit mutantina ait (Mut6 ve Mut7) total ve
besiyeri iist sivisindan alinan orneklerin aktif PA {iretiminde yaban tipe (pacwt)
gorece ciddi bir farklilik gozlenmemistir (Sekil 3.27 ve 3.28). Benzer sonug¢ pacy,
Mut6 ve Mut7 mutantlarina ait Western blot profillerinde de izlenmis olup, onciil
birikimi ve aktif liriin olusumu agisindan pac,: ve mutantlar arasinda belirgin bir
farklilik bulunmamaktadir (Sekil 3.32). Sayet Tat mutantlari1 sentezi degil, islenmeyi
etkiliyor olsaydi, pacw ve mutantlarin Onciil profilleri arasinda bir farkliligin
olmamasi dogal karsilanabilirdi. Fakat yine de enzimin sadece Tat-bagimli taginmasi
durumunda, islenmis ve olgun PA’ya ait P-bandinin profilinde ©nemli bir
degisikligin olmasi beklenirdi. Bu bulgular PA’nin tasinmasinin sadece Tat-bagiml

olmadigini gostermistir.

Gergekte Ignatova ve ark. (2002) yaptigi ¢alismada sinyal peptidin MKNRNR-
dizisindeki ikinci arjinin yerine lizin konuldugunda (R6K), tasinmanin
etkilenmedigini bildirmistir. Buna karsin; Tat-bagimli bir tasmmma gosteren
Zymomonas mobilis GFOR (glukoz:fruktoz oksidorediiktaz)’deki benzer bir
mutasyon, tasinmanin inhibisyonuyla sonuclanmistir (Weigert ve ark., 1997).
Dolayisiyla 6nceki ve bu ¢alismanin sonuclar1 dikkate alindiginda; preproPA’nin Tat
yolag1 araciligiyla tasinmasi, MKNRNR dizisinde ardisik olmayip Arg-Asp-Arg
motifi icinde yer alan iki Arg rezidiislinlin degistirilmesinden de etkilenmemistir. Bu

nedenle PA’nin taginmasinin tamamen Tat yolagina bagli olmayip, onciil enzimin
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taginmasinda esas olarak E. coli’deki en genel tasima sistemi olan Sec yolaginin
kullanmas1 olasidir (Natale et al. 2008). Ilging bir sekilde E. coli PA’sinin
Pseudomonas aeruginosa’da Tat yolagindan bagimsiz olarak taginmasi da (Krzeslak
ve ark., 2009), PA’nin Sec-bagimli bir protein olabilece§i yOniindeki Ongoriiyii
desteklemektedir.

Ignatova ve ark. (2003), preproPA’nin tasinmasinin Tat-araciligiyla oldugunu
disiindiigli i¢in ve Tat yolagt Sec sisteme gorece daha yavas bir tagima
gerceklestirdiginden (Berks ve ark., 2000; Clark ve ark.,, 1997) tasimay1
hizlandirmak ve sitoplazmadaki oOnciill PA miktarin1 azaltmak amaciyla pre-pro-
PA’nin orjinal sinyal dizisini Sec yolaginin bir substrati oldugu bilinen OmpT sinyal
peptit dizisiyle degistirmistir. Ancak bu degisikligin etkisi farkli E. coli
konakgilarinda degiskenlik gosterdiginden c¢alismadan tutarli bir sonug¢ elde
edilememistir. Dolayisiyla OmpT-PA fiizyon deneyleri, hiicre disi protein iiretimini
artirmak i¢in orjinal sinyal dizide yapilacak tek mutasyonlari kullanmak yerine;
sinyal peptidin tiimiiyle degistirilmesinin uygun bir yontem olmadigini1 da (Dupuis ve
ark., 1997) dogrulamustir.

Diger yandan OmpTpac geni ile es zamanli olarak hiicrenin Sec tagima
sisteminin bazi1 proteinleri birlikte ekspres edildiginde; SecB ve SecF’nin fazla
miktarda tiretimi penisilin asilazin periplazmik aktivitesinde sirasiyla 3-kat ve 2-kat
artisa gotiirmiistiir (Ignatova ve ark., 2003). Daha once Chou ve ark. (1999)
tarafindan yapilan calismada Sec sistemi bilesenlerinden SecB’nin fazla miktarda
iretiminin ¢Ozlniirligl artirdig1 ve enzim aktivitesinde artis olmamasina karsin;
daha yiiksek miktarda penisilin asilaz olusturdugu bildirilmistir. Buna gore aktif PA
olusumunda SecB saperonunun islevinin gerekli oldugu onerilmistir (Chou ve ark.,
1999). Sec bilesenlerinin fazla miktarda iiretiminin PA aktivitesinde yarattigi bu
artisda, PA’nin tasinmasinda Sec sisteminin 6nemine isaret etmektedir. Bu nedenle
oncil PA’nin hangi mekanizma ve/veya mekanizmalar aracilifiyla membrandan
tasindiginin tam olarak belirlenmesine yonelik daha fazla calismaya gereksinim

vardir.
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Giris kisminda belirtilen 2. kodonun enzimin sekresyonu iizerine etkisini
irdeleyen son zamanlardaki ¢alismalar goz Oniine alinarak, tez ¢alismasinda pac
geninin 2. kodonunda yapilan amino asit degisikliginin preproPA’nin sekresyonu
tizerine etkisi de degerlendirilmistir. Literatiirde Sec sistemi tarafindan tasinan
proteinlere ait sinyal peptitlerde ikinci kodon pozisyonu i¢in, kodlanan amino asitin
pozitif yiikiinden bagimsiz olarak, yiiksek oranda translasyonu baslatan kodonlara ve
ozellikle AAA’ya giiclii bir egilimin bulundugu bildirilmistir (Zalucki ve ark., 2007).
Bu ¢alismada Mut6 i¢in elde edilen deneysel sonuglar ikinci kodon pozisyonuna
AGA’nin getirilmesinin gen ekspresyonunu olumlu etkiledigini ancak enzimin
sekresyonunda yaban tipe gorece bir fark yaratmadigini gostermekte olup; Sec
yolagim1 kullanan diger proteinler i¢in belirtilen +2 pozisyonundaki tercihli AAA
kullanim1 PA i¢in gozlenmemistir. Bununla birlikte optimal olmayan kodonlarin E.
coli genomunda en yiiksek siklikla salgilanan proteinlerin sinyal dizisinde bulundugu
bilinmektedir (Power ve ark., 2004). Aymi bulgularin Gram-pozitif bakteri
Streptomyces coelicolor (Li ve ark., 2006) i¢in de bulunmasi, translasyonel
duraklamanin proteinlerin taginmasinin erken evresinde bir rol oynayabilecegine
isaret etmektedir. Maltoz baglayici protein (MBP) (Zalucki ve ar