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: Elektroforetik Mobilite Farklilik Deneyi (Electrophoretic Mobility

Shift Assay

: Kromatin immiino presipitasyon Deneyi (Chromatin

immunopresipitation Assay)

: Korunmus Domain Veri bankasi (Conserved Domain Database)
: Efektor baglanma domaini (Effector Bindig Domain)

: EBD ile ayni. Efektor baglanma domaini

: DNA baglanma domaini (DNA Binding Domain)

: Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (Real-time

Quantitative-Polimerase Chain Reaction)

: Tek niikleotit polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism)
: Ribozomal olmayan
: Tialasyon ve peptit tasima proteini (Thiolation and Peptide Carrier

Protein)

: Rezistans, nodiilasyon ve hiicre boliinmesi

: Riboniikleik asit

: Deoksiriboniikleik asit

: Coklu klonlama bolgesi (Muti-cloning Site)

: Minimal besiyeri (Glucose Salt-Based Minimal Medium)
: Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaktion)
: Luria Bertani Besi yeri

: indiiklenmemis Ornek (= Uninduced Sample, Unl)

: indiiklenmis 6rnek (= induced Sample,Ind)

: Kirpilmig DNA (Shearing DNA)

: Sigir Serum Albiimini (Bovine Serum Albumine)

: Izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozid

: Molar

: Toplam DNA. Herhangi bir izolasyon islemi uygulanmamis 6rnek.

PATA-ChIP-DNAs : Poli-A eklenmis ChIP-DNA parcalar1 (Poly-A Added

ChIP DNAs)
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Bacillus subtilis’de GNTR AILESINE AIiT LUTR TRANSKRIiPSiYON
FAKTORUNUN DOGRUDAN KONTROLU ALTINDAKI GENLERIN CHIP
VE EMSA YONTEMLERIYLE BELIRLENMESI

OZET

LutR transkripsiyon faktorii GntR familyasimin bir tiyesi olup B. subtilis’te [utR geni
tarafindan kodlanan global diizenleyici bir proteindir. /utR geni ilk kesfedildiginde
“pfl” olarak adlandirilmis fakat laktat kullaniminda gorevli oldugu belirlendiginde
“lutR” (Lactate utilisation gene) adiyla tekrar adlandirilmistir. B. subtilis LutR
proteini, E. coli FadR regulator proteini ile homologdur. LutR protein dizisi, GntR
siiperfamilyasinin FadR alt familyasindaki farkl tiirlere ait ortologlariyla da 6nemli
homolojiye sahiptir. Ayrica FadR benzeri proteinler bircok metabolik yolun
regililasyonunda rol alirlar.

GntR familyast DNA’ya baglanmak i¢in Heliks-Turn-Heliks (HTH) motifi kullanan
regulator proteinlerden olusan bir HTH-tip protein siiperfamilyasidir. Farkli
calismalardaki CDD analizlerinde, GntR familyasinda olduk¢a yaygin olan “FadR C-
terminal ligand baglanma bdlgesi’nin, LutR C-terminalinde de yer aldigi tespit
edilmistir (PFAM 07729). Buna ek olarak LutR N-terminalinde bulunan 44 amino
asitlik bolge ile GntR wHTH domain arasinda onemli bir benzerlik oldugu
belirlenmistir (PF00392). GntR familyasma ait iiyeler N-terminalde HTH motifi
iceren bir DNA baglanma domaini (DBD) ve C-terminalinde bir efektor baglanma
veya oligomerizasyon (EBD) domaininden olusurlar. Bu proteinler DNA’ya
baglanmak i¢in kullandiklar1 heliks-turn-heliks (HTH) motifi ile karakterize edilirler.
DNA-baglanma domaininin disindaki bolgeler ¢ok farklilik gosterirken, kiiclik bir B-
tabaka ile beraber 3-heliksli bir c¢ekirdekten olusan DNA-baglanma bdlgesi biitiin
GntR familyasinda oldukga iy1 korunmustur.

Bacillus genusu iiyeleri arasinda antibiyotik iireten ana sus B. subtilis’tir. Yaklasik 30
kadar antibiyotik lireten B. subtilis’e ait antibiyotikler oldukca farkli antimikrobiyal
aktivite gostermektedir. Bunlardan bazilar1 gram pozitif, bazilar1 gram negatif
mikroorganizmalara etki ederken, bazilar1 daha genis spektrumda etkilidir. B.
subtilis genomunda yaklasik 350 kb’lik bir bolge antibiyotikleri kodlayan genleri
icermekte olup, toplam genomun %4-5’ini olusturmaktadir. Yapisal olarak oldukca
degisken olan B. subtilis antibiyotiklerinin en dnemli 6zelliklerinden biri fonksiyonel
acidan sadece antimikrobiyal ajan olarak gérev yapmayip, ayrica hiicre morfolojisi
ve fizyolojisinin diizenlenmesinde de etkili olmalaridir.

Basilisin [L-alanine-(2.3-epoxycyclohexanone-4)-L-alanine] non-ribozomal yolla
sentezlenen dipeptit yapida bir antibiyotiktir. B. subtilis’te basilisin biyosentezinden
polisistronik bir operon olan bacABCDEF (eski ad1 ywfBCDEFG) ve monosistronik
bir gen olan ywfH sorumludur. Basilisin, N-terminalde L-alanin ve C-terminalde
non-proteinojenik  L-antikapsin rezidiilerinden olusur. Antibiyotik etkisinin
goriilmesi i¢cin L-antikapsin rezidiisiiniin serbest kalmas1 gerekir. Bu, ancak basilisin
bir peptidaz tarafindan proteoliz edildiginde gergeklesir. Basilisin bir peptidaza
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maruz kalmadan Once bir peptit permeaz tarafindan sitosole transfer edilir ve L-
antikapsin burada bir peptidaz tarafindan serbest birakilir. Dipeptit antibiyotik
basilisin biyosentezi; B. subtilis’de global diizenleyiciler olarak gérev yapan ComaA,
SpoOA, AbrB, ScoC, ve CodY proteinlerinin kontrolii altindadir. Bu kompleks
regililasyon agina, GntR tip transkrisiyon faktorii LutR’inda katildig1 belirlenmistir.
Akabinde L-laktat kullanimindan sorumlu [utABC (eski adi yvfV-yvfW-yvbY)
operonunun da LutR’in kontrolii altinda oldugu bulunmustur. Son olarak, grubumuz
tarafindan yiiriitiilen ¢alismalar neticesinde; LutR 1n, L-laktak kullanimi ve basilisin
biyosentezinin yam1 sira, karbonhidrat kullanimi ve transportu, nitrojen
metabolizmasi, fosfat alimi, yag asidi ve fosfolipit biyosentezi, protein sentezi ve
translokasyonu, hiicre duvar1 metabolizmasi, enerji iiretimi, mobil genetik element
transferi, fajla ilgili genlerin indiiksiyonu, sporilasyon, sporilasyonun gecikmesi ve
kanibalizm ve biyofilm olusumu gibi pek ¢ok farkli fizyolojik ve metobolik siirecte
gorev yapan birbirinden bagimsiz birden fazla geni/operonu kontrol eden pleiotropik
bir global regiilator oldugu bulunmustur.

N-terminalinde helix-turn-helix motifi iceren diger bir protein SinR’dir. SinR
proteini B. subtilis’te ge¢ lireme siirecinde kompetans ve motilite gelisimini aktive
ederken sporilasyon ve ekzoproteaz liretimini inhibe ederek ¢ift yonlii diizenleyici rol
sergilemektedir. SinR, Spo0OA gibi pleitropik bir diizenleyici anahtar gibi hareket
eder ve adaptif cevaplarin gelismesini saglayarak gereksiz olan potansiyel diger
cevaplar1 engeller. lutABC operonu, hem LutR hem de SinR proteininin kontroli
altindadir. LutR ve SinR proteinleri birlikte hareket ederek /utABC operonunu
baskilamaktadirlar. Biyofilm olarak bilinen uzun hiicre zincirlerini bir arada tutan
ekstraselliiller matriksten sorumlu eps4-O ve ygxM-sipW-tasA operonlarina ait 18
genin de SinR tarafindan baskilandigi bilinmektedir. Bu tez calismasinin temel
amac1 LutR transkripsiyon faktoriiniin, B. subtilis genomunda, dogrudan baglanarak
diizenledigi genlerin belirlenmesidir. Bu amacgla E. coli pQE60::/utR susunda
heterolok olarak iiretilen ve saflastirilan LutR proteini ile B. subtilis PY79 susuna ait
kromozomal DNA kullanilarak, amacimiza gore modifiye ettigimiz in vitro kromatin
immiinopresipitasyon (ChIP) yontemi uygulanmistir. Sonrasinda, LutR proteininin,
uygulanan modifiye-ChIP yontemi ile yakalanan aday genlere dogrudan baglandigini
dogrulamak i¢cin EMSA yontemi kullanilmistir. In vitro olarak dogrulanan s6z
konusu etkilesimlerin, gen ifadesi iizerinde pozitif veya negatif yondeki etkisini
belirlemek amaciyla da, ayrica RT-qPCR yonteminden yararlanilmistir. ChIP
yontemi kullanilarak yapilan bu calismada LutR proteininin dogrudan kontrol ettigi
genlerden yuxO (comB, comAB) geni belirlenmistir.

Bunlara ilaveten, Dr. Oykii Irigiil-Sénmez’in doktora tez (2012) ¢alismas1
kapsaminda /utR geninin asir1  ifade edildigi, PY79 (amyE::Pspci:lutR
lutR::Tnl0::spc) susunda gerceklestirilen mikroarray analizleri sonucunda, /rpB,
vodT, rpsP, yutK, nasA, yvsG, ytsD ve yvnB genlerinin, LutR’m direk kontrolii
altinda olabilecegi belirlenmistir. Bu bulgularin kesinlik kazanmasi i¢in bu tez
kapsaminda uygulanan EMSA analiz sonuglari, s6z konusu /rpB, yodT, rpsP, yutK,
nasA, yvsG, ytsD ve yvnB genlerinin, direk LutR proteini tarafindan kontrol
edildigini gdstermistir.

Bunlara ek olarak, grubumuz tarafindan stirdiiriilen daha 6nceki farkli arastirmalarin
sonuglari, SinR global regiilatoér proteinininin, test ettigimiz LutR’m direk kontrolii
altinda bulunan tiim genlere baglanma kapasitesinin bulundugunu gostermistir. Bu
bilgi dogrultusunda tez kapsaminda yapilan EMSA analizlerinde LutR ve SinR
proteinleri birlikte kullanilarak, LutR ve SinR’in birlikte diizenledikleri olas1 yeni

xxii



genlerin  aydinlatilmas1 amaclanmistir. Bu kapsamda yapilan EMSA analizleri
sonucunda; LutR ve SinR proteinlerinin yuxO, lrpB, yodT, rpsP, yutK, nasA, yvsG,
ytsD ve yvnB gen transkripsiyon seviyelerini birlikte diizenledikleri belirlenmistir.

Son olarak, deneysel analizlere paralel bir sekilde, karsilastirmali in silico analizler
ve karakterizasyon caligsmalariyla LutR proteinine ait biyoinformatik verilerin elde
edilmesi amaglanmistir. Bu amagla iki analiz yolu takip edilmistir. Ilk analiz
yolunda, ¢esitli biyoinformatik araglar yardimiyla farkli tiirlere ait LutR
proteinlerinin fizikokimyasal, yapisal ve filogenetik 6zellikleri incelenmis ve LutR’1n
tiirler arasindaki benzerlik ve farkliliklar1 ortaya ¢ikarilmustir. ikinci analiz yolunda
ise sadece B. subtilis 168 susuna ait LutR proteininin, kristallografik analizleri
tamamlanmis ve yapist iyi bilinen GntR-HTH-tip transkripsiyon faktorleri FadR ve
YvoA ile PyMOL programi yardimiyla yapisal olarak karsilastirilmas: yapilmistir.

Ayrica bu tez calismasinda kullanilan ChIP yontemi i¢in olusturulan prosediir,
prokaryotik sistemlere yonelik olmasi ve antikor kullanilmaksizin uygulanmasi
acisindan metodolojik bir yenilik sunmaktadir.
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DETERMINATION OF GENES UNDER THE DIRECT CONTROL OF
GNTR-TYPE TRANSCRIPTIONAL FACTOR LUTR IN Bacillus subtilis
PY79 BY ChIP AND EMSA METHODS

SUMMARY

LutR transcription factor, one of the members of GntR family, is a global regulatory
protein encoded by /utR gene in B. subtilis. When [utR gene was first discovered, it
was named as “yvfl . But it was re-named as “/utR” (Lactate utilisation gene), when
lutR was found to be involved in lactate utilization. B. subtilis LutR protein is a
homolog of E. coli FadR regulatory protein. The sequence of LutR protein has also a
significant homology with orthologs of the different species in FadR subfamily of
GntR superfamily. Additionally, FadR-like proteins are involved in the regulation of
many metabolic pathways.

GntR family is the HTH-type protein superfamily consisting of regulatory proteins
which contain a Helix-Turn-Helix (HTH) motif to bind to DNA. CDD analysis in
different studies revealed that “FadR C-terminal ligand-binding region”, which is
quite common in GntR family, also has been found in LutR C-terminal (PFAM
07729). Furthermore, it was determined that there is a significant similarity between
the 44 amino acids at the LutR N-terminus and the GntR wHTH domain (PF00392).
A member of GntR family contains a DNA-binding domain (DBD) with HTH motif
at N-terminus and an effector-binding or oligomerization (EBD) domain at C-
terminus. The DNA-binding region including a small B-strand and 3-helix core is
highly conserved in all GntR family, while the other regions out of the DNA-binding
site may be highly variable.

The main antibiotic producer member of Bacillus genus is B. subtilis.
Approximately 30 different antibiotics are known to be produced by B. subtilis and
most of them act against a wide range of bacteria. Approximately 350-kb region in B.
subtilis genome includes antibiotic encoding genes and this region constitutes 4-5%
of total genome. The most important feature of B. subtilis antibiotics they cannot
only act as antimicrobial agent, but also effect the regulation of cell morphology and
physiology.

Bacilysin [L-alanine-(2.3-epoxycyclohexanone-4)-L-alanine] is a dipeptide antibiotic
produced by non-ribosomal pathway. A monocistronic gene ywfH and a polycistronic
bacABCDEF (formerly ywfHBCDEFG) are responsible for bacilysin biosynthesis in
B. subtilis. Bacilysin is composed of two amino acids; L-alanine at N-terminus and
non-proteinogenic L-anticapsin at C-terminus. The antimicrobial activity of bacilysin
depends on its proteolytic cleavage into L-alanine and L-anticapsin by a peptidase
after its transport into the cells. Since L-anticapsin causes to lysis of bacterial or
fungal cells by inhibiting activity of glucosamine synthase. Together with global
regulators ComA, Spo0OA, AbrB and CodY, LutR was found to participate to the
regulation of bacilysin biosynthesis. On the other hand, a very recent study
performed by our group indicated that LutR is a pleiotropic regulator that is involved
in the regulation of a wide variety of cellular processes associated with the onset of
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stationary phase, such as degradative enzyme production, antibiotic production and
resistance, carbohydrate utilization and transport, transfer of mobile genetic
elements, induction of phage related genes, sporulation, sporulation delay and
cannibalism, and biofilm formation.

The other protein including helix-turn-helix at N-terminal is SinR. SinR protein
exhibits dual regulatory role because it activates the competence and motility during
late-growth periods in B. subtilis, but inhibits sporulation and exoprotease
production. SinR acts as a pleiotropic regulatory key molecule such as SpoOA and
prevent the other unnecessary potential responses by providing the development of
adaptive responses.

lutABC operon was also found to be under the control of both LutR and SinR. These
proteins repress /utABC operon acting together. It is known that 18 gene is also
repressed by SinR. These genes are belonging to epsA-O and ygxM-sip W-tasA
operons responsible for the extracellular matrix holding together the long cell chains
known as biofilm.

Environmental conditions in microbial growth media change quickly and
continuously. These sudden alterations threat to the survival of the cells. Therefore, it
is an extremely critical necessity for each cell to be adapted to the environmental
contiditions in the fastest and most convenient way. B. subtilis cells regulate its
metabolism according to the environmental conditions by genome-wide controlling
the gen expression via quorum sensing mechanism. Quorum sensing is a mechanism,
which microorganisms communicate each-other using some chemical signal
molecules in the environment in order to create an adaptational behavior depending
on the increasing cell population. Bacteria synthesize these molecules in cytoplasma,
then secrete them out of cell and sense these small, signalling molecules that
accumulate in the growth medium as cells grow to high density. Quorum sensing
signal molecules can be N-acyl-homoserine lactones (AHLs) for Gram-negative
bacteria, or small peptides for Gram-positive bacteria or furan derivatives for some
gram positive and negative bacteria.

Bacillus subtilis is a model organism for scientific research because of it is one of the
best-studied microorganisms, its genome sequencing is completed, its non-
pathogenicity, easy handling, easy transformability, high growth rate, adaptive
metabolism. B. subtilis cells are a rod-shaped, aerobic or facultative aerobic,
endospore-forming bacteria. Bacillus subtilis is able to respond to the changes in its
environment in order to survive. B. subtilis regulates its genes by quorum sensing
mechanism to manage the optimal growth conditions. All phenotypes such as
motility, chemotaxis, competence, degradative enzyme and antibiotic production,
competition with the competitors, secretion of enzymes such as proteases and
sporulation are controlled strigently by using quroum sensing.

In this thesis, the main aim is to determine the genes under the direct control of LutR
in B. subtilis. For this purpose, we applied in vitro chromatin immunoprecipitation
(ChIP) method modified according to our purpose. The LutR protein produced and
purified as a recombinant protein in E. coli pQE60::/utR strain. Electrophoretic
mobility shift assay (EMSA) was also used to verify that LutR protein binds directly
to the candidate genes determined by our modified-ChIP method. Additionally, RT-
qPCR methods were used to determine the effects of LutR on the expression of those
genes.
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Furthermore, in the doctoral thesis of Oykii Irigiil-Sénmez (2012), it was determined
the lrpB, yodT, rpsP, yutK, nasA, yvsG, ytsD and yvnB genes could be under the
direct control of LutR. These results obtained from microarray analysis applied with
B. subtilis PY79 (amyE::Pgpac::lutR lutR::Tnl0::spc) strain which overexpresses [utR
gene. In the present study, we used EMSA methods to gain certainty about which of
those genes expressions (lrpB, yodT, rpsP, yutK, nasA, yvsG, ytsD and yvnB) are
affected directly by LutR protein.

Previous study of our group indicated that SinR is capable of interacting with the
regulatory regions of all of the LutR-target genes tested. According to this data, it
was aimed to highlight the possible new genes regulated by both LutR and SinR,
EMSA analysis were performed in the presence of both regulators. The results of
these EMSA analysis indicated that LutR and SinR proteins regulate the gene
expressions of yuxO, lrpB, yodT, rpsP, yutK, nasA, yvsG, ytsD and yvnB genes
together.

Finally, besides to experimental analysis, it was aimed to obtain bioinformatic data
about LutR protein by comparative in silico analysis and charachterization studies.
For this purpose, we performed two different approaches: In first analysis, the
physichochemical, structural, and phylogenetic features of LutR proteins belonging
to different species were studied by several bioinformatic tools and determined the
similarities and differentiations among various species. In the second analysis,
structural comparative analysis of only one LutR protein belonging to B. subtilis 168
with well-known GntR HTH type transcription factors FadR and YvoA was
accomplished by PyMOL.

As the last, the procedure developed for ChIP method in this thesis provides a
methodological innovation because it is not only useful for procaryotic systems but
also it can be applied without antibody usage.
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1. GIRIS

1.1 Bacillus subtilis

Bacillus tiirleri toprak, toz, su, bitki, hayvan ve insan viicudu gibi birbirinden ¢ok
farkli habitatlarda bulunabilmektedir (Lee ve ark., 2010). Bacillus iiyeleri gram
pozitif mikroorganizmalar olup habitat spektrumlari olduk¢a genistir. Comak sekilli,
oksijenli veya fakiiltatif-oksijenli solunum yapan, endospor olusturan bakterilerdir
(Olubajo ve Bacon, 2008). Bacillus tiirlerinin ¢ogu genel olarak patojen degildir.
Ancak B. cereus ve B. anthracis gibi patojen tiirleri de mevcuttur (Lee ve ark.,
2010). Bacillus cinsine ait mikroorganizmalar bazi1 6nemli 6zellikleri nedeniyle gida
endiistrisinde biyolojik gida kontrol ajami olarak kabul edilir. Bu 06zelliklerinin
basinda GRAS (Generally Recognized as Safe) etiketine sahip olmalari,
toksisitelerinin diisiik olmasi, biyo-bozunabilirliligin yliksek olmasi ve cevreye
yararli olmalar1 siralanabilir (Cutting, 2010). Bircok Bacillus tiirliniin bakteriyosinler,
bakteriyosin benzeri maddeler ve antibakteriyal lipopettitler gibi antagonistik
maddeler drettigi  bilinmektedir (Fickers ve ark., 2008). Son yillarda
gastrointestinal hastaliklardan korunma amaciyla prebiyotikler kullanilmaktadir.
Insan ve hayvan beslenme iiriinlerinde 6nemli bir yer alan prebiyotiklerin {iretiminde
ise spor olusturan bakteriler ve 6zellikle de Bacillus tiirlerinden yararlanilmaktadir.
Bacillus tiirlerine ait bircok prebiyotik iiriiniin, giinlimiizde ticari olarak kullanilmasi
da bu mikroorganizmalarin 6nemini arttirmaktadir (Smirnov ve ark. 1994;
Sorokulova ve ark., 1997; SCAN-2001). Bacillus iiyelerinden en iyi bilineni Bacillus
subtilis’tir.

B. subtilis gram pozitif bakteriler arasinda genetik ve biyokimyasal 6zellikleri detayl1
Olciide en 1yi incelenen tiirdiir. Kemoorganotrof olmasi nedeniyle ¢ok cesitli
organik maddeleri oksitleyebilmekte ve bu sayede yeterli miktarda oksijen, inorganik
nitrojen, karbon ve enerji kaynagi olarak glukoz veya diger sekerlerin yer aldig1 basit
tuz besiyerlerinde iireyebilmektedir (Trun and Trempy, 2004; Harwood et al. 1990).

B. subtilis ireme sirecinde hiicrenin otolizine neden olan bir takim metabolik



ozelliklere sahiptir. Otoliz olay:r tetiklendiginde hiicre membran yapisini subtrat
olarak hedef alan peptidoglikan enzimlerinin {iretimi artar. Peptidoglikan yikimi
arttiginda ise hiicre membraninda osmatik basing¢ artmakta ve buna bagl olarak

otoliz gerceklesmektedir (Trun and Trempy, 2004).

B. subtilis mesofilik bir mikroorganizma olup (Harwood ve Cutting, 1990) oksijenli
solunum yapmaktadir. Ancak ortamda son elektron akseptorii olarak nitrat
bulunmasi halinde oksijensiz sartlarda da yasamini1 devam ettirebilir (Hardwood ve
Archibald,1990: Earl ve ark., 2008; Harwood ve Wipat, 1996; Glaser ve ark., 1995;
Cruzramos ve ark., 1995; Stein ve ark., 2005). Ureme hizindaki degisimler, ortamin
pH degeri, sicaklig1 ve oksijen degeri gibi faktorler B. subtilis hiicreleri i¢in yasamsal
etkilere yol agabilmektedir. Ileri adaptasyon kabiliyeti sayesinde degisen gevresel
sartlara kars1 hizli bir sekilde cevap verebilen B. subtilis, ¢evresel olumsuzluklarin
cesidine, siddetine ve siiresine bagli olarak hayatta kalma stratejileri gelistirir. Buna
paralel olarak farkli lireme ortamlar1 bu mikroorganizmanin morfolojisi, fizyolojisi
ve fenotipi iizerinde &nemli degisikliklere yol agar. Ornegin logaritmik fazin
sonlarmna dogru ortamda besin kitlig1 ile karsilasmasi halinde hareketlilik (motility)
ve kemotaksis sistemlerini gelistirerek en yakininda bulabilecegi alternatif besin
kaynaklarina ulasmaya calisir. Bununla birlikte, genetik yapisini degistirmek
amaciyla etrafindaki serbest DNA molekiillerini hiicre icine almaya g¢alisir ve bu
amacla kompetans 6zelligi gelisir. Ortam sartlarindaki olumsuzluklarin devam etmesi
durumunda, rakipleriyle rekabet edebilmek i¢in degredatif enzimler ve antibiyotikler
iretmeye baslar. Antimetabolik, antibakteriyal ve antifungal 6zelliklere sahip olan bu
antibiyotikler etraftaki diger mikroorganizmalar1 Oldiirlip uzaklastirirken, proteaz
gibi baz1 enzimler de alternatif kaynaklardan besin tiiketimini saglar. Olumsuz
sartlarin daha fazla devam etmesi halinde, son strateji olarak spor olusturmaya baslar.
Biitiin bu stratejiler mikroorganizmanm olumsuz yasam ortamlarinda hayatta

kalmasini saglar (Sonenshein ve ark., 1993; Hamoen ve ark., 2003).

B. subtilis arastrrmalarda siklikla tercih edilen 6nemli bir model organizmadir.
Genom dizisinin belirlenmis olmasina ilaveten maniipilasyonunun kolay olmasi, hizli
iiremesi, patojen olmamasi, transformasyonunun kolay olmasi ve metabolik
adaptasyonu da arastirmalarda yaygin olarak kullanilmasini1 saglamaktadir. Ayrica
amilaz ve alkalin proteaz gibi c¢esitli hidrolitik enzimler, insektisitler (or.

endotoksinler), polipeptit antibiyotikler (Or. basitrasin) ve c¢esitli biyokimyasal



ajanlar (Or. niikleosidler) iiretmesi B. subtilis’in aragtirmalarda kullanimin1 daha fazla
arttirmaktadir (Kunst ve ark., 1997, Harwood ve Wipat, 1996; Sonenshein ve
ark.,1993; Hamoen ve ark., 2003). Bilimsel arastirmalarda model organizma
olmasmnin yani sira ticari olarak kullanilan, 06zellikle prebiyotik iiretiminde

sporlarindan yararlanilan Bacillus tiirleri arasinda da 6nemli bir yeri vardir.

1.1.1 Bacillus subtilis’in genetik ozellikleri

Bacillus tiirleri arasinda en fazla arastirilan tiir olan B. subtilis, GC Gram pozitif
bakteriler arasinda da model organizma olarak kabul edilir (Kobayashi et al., 2003).
B. subtilis genomunda A+T bdlgeleri kromozomun belirli bolgelerinde bulunurken
G+C igerigi % 43 civarindadir (Kunst ve ark., 1997). B. subtilis’in genom dizisi
Japonya ve Avrupa laboratuvarlarindan olusan bir uluslararasi konsorsiyumda Kunst
ve ark. tarafindan 1997°de tamamlanmistir. 4,214,810 bp’den olusan genomda
protein kodlayan yaklasik 4106 gen yer almaktadir. Ayrica genomda 86 tRNA geni,
30 rRNA geni ve 3 kiigiik kararli RNA (small stable RNA) genlerinin yer aldig:
belirtilmistir (Kunst ve ark., 1997; Kobayashi and Ogasawara, 2002). Yapilan ilk
arastirmalarda B. subtilis genomundaki biiylik bir gen takimi haritalanmis ve biitiin
genlerin ticte birinin belirli bir fonksiyona spesifik oldugu belirlenmistir. Diger
genler tarafindan kodlanan proteinler ise “bilinmeyen fonksiyonlara sahip proteinler”

olarak siniflandirilmastir.

Farkli arastirmalarda elde edilen sonuglar dikkate alindiginda, B. subtilis genomunun
dortte birinin yakit ve biyosentetik proteinleri kodlamada gorevli oldugu
ongoriilmistiir (Moszer, 1998; Harwood ve Cutting, 1990). Ayrica bir¢ok gen
kiimesinin ¢evresel streslere adaptasyonda rol aldigi ileri siiriilerek B. subtilis’in ileri
diizeyde adaptasyon yetenegine sahip bir mikroorganizma oldugu kendi genotipi ile
de desteklenmistir (Harwood ve Wipat, 1996). B. subtilis lizerindeki arastirmalar, bu
bakterinin ¢ok ¢esitli karbon kaynaklarimi1 kullanabilecegini, bununla beraber
antibiyotik ve c¢esitli endiistriyel enzimler gibi sekonder metabolitleri de

iiretebilecegini ortaya koymaktadir.

Gen duplikasyonlariin bir sonucu olarak B. subtilis’te genis gen ailelerinin bulunma
orami artmaktadir. En genis aile 77 aday tyesi ile ATP-baglanma transport
proteinleridir (Hoch and Losick, 1997). Ayrica 10 profajin veya profaj par¢asinin B.

subtilis tarafindan kodlandig1 belirtilmistir. Bu 06zellik, bakteriyal evoliisyonda



genlerin transferi esnasinda bakteriyofaj enfeksiyonuna yonelik muhtemel bir rolii
isaret etmektedir. Genom dizisinin ilk yaymlandigi donemlerde genlerin sadece %
58’1 belirli bir fonksiyonla iliskilendirilmistir. Ancak buglinkii veri tabaninda bu oran
% 63’lere (2379) cikmistir (Kobayashi ve Ogasawara, 2002). Bununla beraber
esansiyel genlerin % 4 fonksiyonu bilinmeyen genler olarak degerlendirilmistir
(Kobayashi ve ark., 2003). Kobayashi ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
hayatta kalabilmek icin gerekli olan minimum gen setlerini tahmin etmek amaciyla,
gen inaktivasyonu analizleri yapilmistir. Daha oOnceki arastirmalarda elde edilen
verilerle karsilastirildiginda, optimum sartlarda hayatta kalmak i¢in gerekli oldugu
ileri siiriilen 192 gene ek olarak, 79 genin de esansiyel gen oldugu ortaya

konulmustur. Boylece esansiyel genlerin sayis1 271°e ulagmstir.

Esansiyel genlerin yaklasik yaris1 “genetik bilginin islenmesine yonelik fonksiyona
sahip genler” olarak smiflandirilmistir. Diger yarisi ise hiicre zar1 sentezi, morfoloji
ve boliinmenin 6zellesmesi, ve az bir kismmin hiicre enerjisiyle ilgili oldugu rapor
edilmistir. Bunlara ek olarak B. subtilis’in polarite 6zelliginin, genlerin % 75’inin
oncii zincirde (leading strand) yer almasindan ve c¢ok fazla ifade edilen genlerin
replikasyon orjininin yakininda kiimelenmelerinden kaynaklandigi ileri stiriilmiistiir

(Rocha ve ark., 2000).

1.1.2 Bacillus subtilis 168 ve Bacillus subtilis PY79 suslarimin genel ozellikleri

B. subtilis 168 susu John Spizizen tarafindan 1958’de iiretilmistir (Spizizen, 1958).
Gilintimiizde endiistriyel amacli uygulamalarin ve akademik arastirmalarin hemen
hemen hepsinde kullanilan B. subtilis suslar1 iireme ortaminda triptofan ihtiyaci olan
okzotrof B. subtilis 168 susundan tiirevlenmistir (Sekil 1.1; Zeigler, 2003; Zeigler,
2011). Yale Universitesindeki Burkholder and Giles Kolleksiyonundan Dr. Charles
Yanofsky tarafindan temin ettigi B. subtilis suslar1 {iizerinde transformasyon
calismalar1 yapan Spizizen triptofan, indol, anthranilik asit ve nikotinik asit gibi
cesitli kimyasallara gereksinim duyarak iireyebilien okzotrof suglar (168, 166, 122
vs.) elde etmistir. Yabani tip B. subtilis 223’den tiirevlenen bu suslardan 168 susu
iireme ortamina triptofan veya indol eklenmesi halinde iireyebilen bir okzotrof sustur

(Zeigler ve ark, 2008).



B sub W23
B sub TU-B-10

B sub DV1-B-1

B sub BEST185

B sub RO-NN-1

{ B sub 168

B moj RO-H-1

B atr 1942

B amy DSM7
[— Y

L B amy FZB42

B lic ATCC 14580

B pum SAFR-032

B meg DSM319

1

Sekil 1.1 : Zeigler (2011)’e gore B. subtilis tiiriine ait 12 susun filogenisi. Sekiz
“housekeeping gen”in (recN, lig, dnaX, glyA, cysS, trmE/thdF, uvrC ve
ruvB) dizileri tam olarak siralanarak ClustalW ile hizalama analizi
yapilmistir. Sus kisaltmalar1 B sub W23, B sub TU-B-10 ve B sub
DV1-B-1 kisaltmalar1 B. subtilis subsp. spizizenii; B sub 168, BEST195
ve RONN-1 kisaltmalar1 B. subtilis subsp. subtilis; B moj, B.
mojavensis; B atr, B. atrophaeus; B amy FZB42, B. amyloliquefaciens
subsp. plantarum; B amy DSM7, B. amyloliquefaciens subsp.
amyloliquefaciens; B lic, B. licheniformis; B pum, B. pumilus; B. meg
DSM319, Bacillus megaterium (dig grup) suslarini temsil etmektedir.

1970’11 yillarda hemen hemen biitiin diinyaya yayilan 168 susunun yapilan

calismalarda bir ¢ok mutant1 olusturulmustur. Ancak o yillarda Bacillus genomunu

temsil eden tek sus 168 degildir. Orjini tam olarak bilinmemekle birlikte W23 susu
da 168 susu kadar arastirmalarda kullanilan bir sus haline gelmistir. Prototrofik ve
streptomisin direngli bir sus olan W23 ilk zamanlar yabani tip 168 susu ile ayni kabul
edilmistir. Ancak daha sonra bakteriyofaj duyarliliklar1 (Hemphill ve Whiteley,

1975; Taylor ve Thorne, 1963; Yasbin ve ark., 1976), hiicre duvarinin biyokimyasal

yapist (Chin ve ark. 1966), transformasyon (Hemphill ve Whiteley, 1975; Spizizen,

1958) ve profaj icerigi (Okamoto ve ark., 1968) acisindan onemli farkliliklart

oldugunun belirlenmesi ile birlikte genomik hibridizasyon analizlerinde % 60-70

iliskisiz goriilmeleri nedeniyle iki ayr1 alttiir olarak adlandirildilar. 168 susu “B.

subtilis subsp. subtilis” ve W23 susu “B. subtilis subsp. Spizizenii” olarak

adlandirilmistir. #7pC gen bolgesi B. subtilis’in kalitsal suslar1 arasinda genetik

farklilik olusturan heterojen bolge olarak kabul edilmistir. Bunun nedeni 168 susunda



olusturulan “#rpC2 mutasyonu”nun revert edilemeyen 3 bp’lik delesyon mutasyonu
olmas1 ve 168 susundan tiirevlenen bir susta t7p+ allelin bulunmasidir. Ciinkii bu
durum ancak izogenik olmayan bir gen parcasinin bu lokusa aktarilmasi ile

gerceklesebilir (Zeigler ve ark., 2008).

PY79 susu okzotrof 168 susunun prototrof bir tiirevidir. ~Genom dizileri
karsilastirildiginda PY79 susu 168 susundan biiyiik farkliliklar gdsterir. Ornegin trpC
etrafindaki “W23 adalar’” PY79 susunda net olarak goriilmektedir. Benzer sekilde
ikinci bir heterojenite bolgesi olan sac4 lokusunda da benzer durum s6z konusudur.
Bununla beraber, yapilan 4 biiyiik delesyon analizinde PY79 ile 168 arasinda 6nemli
degisiklikler gorilmiistir. PY79 ve 168 suslar1 arasindaki bu biiyiik 6lcekli
farkliliklara ek olarak ayrica 81 SNP ile de PY79 farklilik gostermektedir (Zeigler ve
ark, 2008).

1.2 Bacillus subtilis Genlerinin Global Regiilatorlerle Diizenlenmesi: Quorum

Sensing Mekanizmasi

Mikroorganizmalarin iireme ortamlarinda ¢evresel sartlar hizli ve siirekli bir sekilde
degismektedir. Bu ani degisimler hiicrenin hayatta kalmasi agisindan tehdit
olusturmakdir. Bu nedenle her bir hiicrenin bulundugu ortamda ¢evresel sartlara en
hizl1 ve en uygun sekilde adapte olmasi son derece kritik bir zorunluluktur. B. subtilis
hiicreleri, gen ifadesini “quorum sensing mekanizmasi” ile genom ¢apinda kontrol
ederek c¢evresel sartlara gore metabolizmasini hizli ve etkin bir sekilde diizenler.
Quorum sensing, mikroorganizmalarin “otoindukleyici” denilen bir takim sinyal
molekiilleri araciligiyla, lireme ortamindaki hiicrelerin ve ilgili sinyal molekiillerinin
yogunlugunu algilamak suretiyle hiicredeki biitliin genlerin koordineli bir sekilde
kontroliinii saglayan ve bu sayede ortam sartlarmin gerektirdigi optimum metabolik
akis1 temin eden bir iletisim mekanizmasidir (Fuqua et al., 1994; Henke ve Bassler,
2004). Bu hiicre-hiicre sinyalizasyonu bir¢ok hiicre tipi i¢in kullanilan temel bir
aktivite olup bakterilerde bu mekanizma popililasyon yogunlugunu ve cevresel
sartlarin durumunu gézlemlemek i¢in kullanilir. Bunun i¢in de hormon benzeri
kii¢iik sinyal molekiillerinden yararlanirlar (Hardman ve ark., 1998; Reading ve

Sperandio, 2005; Gobbetti ve ark., 2007; Chen ve ark., 2002).
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Quorum sensing mekanizmasi sirastyla “sentez”, “salgilama” ve “algilama” olmak
lizere {i¢ temel basamaktan olusur: Ilk olarak ilgili sinyal molekiilleri hiicre iginde
giretilir, ardindan lireme ortamma salgilanir ve iireme ortaminda sinyal molekiilii
konsantrasyonu esik degere ulastiktan sonra bu sinyal molekiilleri 6zel algilama
sistemleri ile algilanir. Bu algilama sonucunda hiicre icinde sirasiyla global
regiilatorlerin, transkripsiyon faktdrlerinin ve operonlarn isleyisleri birbirlerine bagli
olarak koordine edilmekte ve o andaki sartlar i¢in en uygun metabolik rota
belirlenmektedir. Sinyal molekiilleri olarak agilhomoserin laktonlar, oligopeptitler
veya furan tiirevleri kullanilmaktadir. Algilama sistemi sinyal molekiiliiniin hiicre
zarindan hiicre i¢ine difiizyonuyla olabilecegi gibi hiicre zarinda yer alan iki-bilesenli
sinyal algilama sistemleriyle de gerceklesebilir (Shiner ve ark., 2005; Miller ve
Bassler, 2001; Greenberg, 1997; Wood ve ark. 1997; Otto ve ark.,1998; Freeman ve
Bassler, 1999; Bassler, 1999).

B. subtilis’te quroum sensing mekanizmasi (Sekil 1.2) hareketlilik, kemotaksis,
kompetans, sporilasyon, degredatif enzimlerin, ekzopolisakkaritlerin ve
antibiyotiklerin iiretimi gibi bir¢ok oOzelligi kontrol etmektedir. B. subtilis’te
ektraseliiler peptitlerle kontrol edilen bu mekanizmayla ilgili iki farkli sinyal peptit
kullanilmaktadir: Birincisi feromon ComX, ikincisi CSF (competence and sporilation
factor). Bu iki sinyal molekiiliiniin quorum sensing mekanizmasidaki rolii post-
eksponansiyal fazda gorilen kompetans ve sporilasyon gelisimindeki rolleriyle
aciklanabilir. Her iki sinyal molekiilii iki farkli metabolik yol izleyerek, bircok gen
ifadesinin kontroliinden sorumlu ComA transkripsiyon faktoriiniin aktivitesini
birlikte diizenlerler (Solomon ve ark., 1995-1996; Lazazzera ve ark., 1997; Hamoen

ve ark., 2003).

ComX, bir major extraselliiler sinyal peptit olup genetik kompetansin regiilasyon
siirecinde sitoplazmada, inaktif halde uzun bir zincir seklinde tretilir (Sekil 1.2-A).
Daha sonra triptofan amino asidi {izerinde hidrofobik modifikasyonlar yapilarak
modifiye dekapeptit halinde kesilir. comQ geni ComX feromonunun aktif formunun
iiretilmesinden sorumludur (Magnuson ve ark., 1994; Solomon ve ark., 1995).
Ortamdaki hiicre yogunlugu artarken, buna paralel olarak ComX feromonu da hiicre
disma salgilanir. Ortamdaki ComX konsantrasyonu esik degere ulastiginda ComX
sinyal peptidi dogrudan reseptorii olan ComP’ye baglanir.
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Sekil 1.2 : B.subtilis’te quorum sensing mekanizmasi ve ekstraseliiler sinyal
peptitlerle genlerin diizenlenme mekanizmasi: A) CSF ve ComX
feromonlariyla genetik kompetensin regiilasyonu. B) Ekstraseliiler
peptitler aracigryla sporilasyonun regiilasyonu (Schultz ve ark., 2009;
Lazazzera ve Grossman, 1998).



Iki bilesenli sinyal iletim sistemi, bir histidin proteinkinaz olan ComP ve bir cevap
diizenleyici olan ComA proteinlerinden olusur. Bu sistem ComX proteininin ComP
sensOrline baglanmasi ile aktiflesir. Histidin proteinkinaz ComP, membrani boydan
boya gegen putatif 8 heliksten olusur ve ComX feromonunun dogrudan baglandigi
reseptordiir. ComX feromonunun fonksiyonel olmasi hidrofobik modifikasyonlarin
yapilmasma baghdir (Lazazzera ve ark., 1998; Solomon ve ark., 1995). Bu
modifikasyonlar sayesinde ComX feromonunun ComP reseptoriiyle etkilesime
girebilecegi ve onu aktive edeceg§i membran bolgesinde ComX’in konsantrasyonu
lokal olarak artar. Histidin proteinkinaz ComP aktiflestigi zaman otofosforilasyonla
kendini fosfatlar ve sistemin ikinci bileseni olan fosfata-bagimli transkripsiyon
faktorii ComA’y1 fosforlar (Magnuson ve ark., 1994; Weinrauch ve ark., 1990;
Griftith ve Grossman, 2008; Ansaldi ve ark., 2002).

Aktif ComA~P, comS geni de dahil olmak {izere bircok genin ifadesini aktive eder.
comS geni srfA operonunda, srfB (srfORF2) geni i¢cinde yer alir. ComS, kompetans
transkripsiyon faktorii ComK’nin ClpC (Chaperon-like protein) ve MecA’nin
bulundugu proteolitik kompleksten ayrilmasmi saglayarak parcalanmasini Onler.
Serbest kalan ComK kendi ifadesini tesvik ederek hiicre i¢cindeki konsantrasyonunu
arttrr  ve  ardindan  ilgili  genlerin  promoter  bolgelerine  baglanarak
transkripsiyonlarini aktive eder (Sekil 1.3). Hiicre icindeki konsantrasyonu hizla
artan ComK bu otoindiikleyici dongii sayesinde ge¢ kompetans genlerini aktive
ederek DNA baglanma, DNA alimi ve DNA integrasyon mekanizmalarmin
olusumunu saglar (Hamoen ve ark., 2003-1998; Susanna ve ark., 2006, Turgay ve

ark., 1997-1998)

B. subtilis’in lireme ortamma salgiladigi ikinci sinyal peptid bes amino asitten
olusan CSF (competence and sporulation factor; ERGMT)’dir. Sporilasyonun
regililasyon siirecinde ComA proteininin aktivitesi, ComX feromonundan farkl
olarak, CSF feromonuyla daha komplex bir metabolik yol iizerinden kontrol edilir
(Sekil 1.2-B). Bu metabolik yolda PhrC, PhrF, PhrH ve PhrK pentapeptitleri de rol
alir. Ureme ortamina salgilanan pentapeptitlerin konsantrasyonlar1 esik degere
ulastiginda oligopeptitpermeaz (Opp) sistemi araciligiyla tekrar hiicre i¢ine alinirlar.
Opp proteini ABC-tip oligopeptit transporter ailesine ait bir ATP-baglanma transport
proteinidir. Hiicre icine girdiklerinde bu pentapeptitler ilgili Rap proteinleri RapC,
RapF, RapH ve RapK’ya baglanarak aktivitelerini inhibe ederler. Bu dort Rap



proteini ComA proteinine baglanarak inaktif hale getirirler. Rap proteinlerinin
inhibisyonu ComA’nin aktif kalmasini ve dolayisiyla kompetansin gelisimini saglar

(Griffith ve Grossman, 2008).
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Sekil 1.3 : B. subtilis’te comK gen ifadesininin regiilasyonu ve ComK aktivitesinin
ClpC/ClpP/MecA sistemiyle kontrolii (Schultz ve ark., 2009; Hamoen ve
ark., 2003).

Hiicre yogunluguna bagh olarak CSF {i¢ farkli davramis sergilemektedir. Diisiik
yogunlukta (1-5 nM) aspartilfosfat fosfataz (RapC)’in aktivitesini baskilayarak
ComA’nin aktif olmasimi saglar ve ComA’nin kontrol ettigi com genlerinin ifadesini
arttirr. Boylece kompetans gelisimi artar. Yiiksek yogunlukta (50-100 nM) ise bir
yandan com genlerini baskilarken diger yandan aspartilfosfat fosfataz (RapB)
proteinini baskilayarak sporilasyonu tesvik eder (Solomon ve ark., 1995; Lazazzera
ve Grossman, 1998; Pottahil ve ark., 2008; Lazazzera ve ark., 1997; Perego, 1997;
Solomon ve ark., 1996;). srf4 operonunun yanisira ComA, kompetans transkripsiyon
faktorii ComK tizerindeki etkisinden bagimsiz olarak, en az 89 geni ve bu genlere

bagli olarak 35 operonu kontrol eder. Bu genler arasinda degredatif enzim iiretiminin
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bir regiilatoriinii kodlayan degQ geni ve birer regiilator protein kodlayan rapA, rapC,

rapE ve rapF genleri dogrudan kontrol edilen genlerdir (Nakanno ve ark., 1991).

B. subtilis’in sporilasyon siirecinde fosforilasyona bagh sinyal transdiiksiyon
(phoshporelay) mekanizmast kullanilir (Sekil 1.4). Bu metabolik yolda CSF sinyal
molekiillerine PhrA (ARNQT) denilen diger bir penta peptit sinyal molekiilii eslik
eder ve her ikisi de SpoOA’nin fosforlanmasini diizenler. SpoOA, sporilasyonun en
onemli dilizenleyici proteini olup sporilasyonun baslamasmi saglar. Diger cevap
diizenleyici proteinler fosfati dogrudan proteinkinazlardan alirken SpoOA fosfati
dogrudan kinazlardan almayip, kinazlardan SpoOF’e aktarilan fosfat1 dogrudan
SpoOF’den alir. RapB ve RapA proteinleri fosforilasyona bagli sinyal iletimi
siirecinde cevap diizenleyici SpoOF’1 defosforile ederek inaktif hale getirirler. CSF
ve PhrA smrasiyla RapB ve RapA’nin bu fosfataz aktivitesini baskilarlar. KinA,
KinB, KinC, KinD ve KinE tarafindan fosforlanan SpoOF, {izerindeki fosfati
SpoOB’ye aktarir. SpoOB fosfotransferaz aktivitesiyle SpoOA’1 fosforilleyerek
aktiflestirir. Sitoplazmada biriken SpoOA~P sporilasyonun baslamasini saglar

(Stephens, 1998; Perego ve ark., 1994).
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Sekil 1.4 : B. subtilis’te fosforilasyona bagl sinyal transdiiksiyon (phosphorelay)
mekanizmasi (Schultz ve ark., 2009; Hamoen ve ark., 2003).

DegU ve DegS proteinleri de kompetans gelisimde rol alir. Bir cevap diizenleyici
protein olan DegU ve degredatif enzim sentezinde gorev alan histidin proteinkinaz

DegS kompetans gelisiminin baslamasinda etkilidir. DegU~P degredatif enzim
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iiretimini arttirirken, defosforile DegU, comK geninin transkripsiyonunu saglamak
icin tetikleyici protein olarak hareket eder (Sekil 1.3). ComK konsantrasyonunun
artmasina bagli olarak kompetans gelisimi baslar (Hamoen ve ark., 2000; Hameon ve
ark., 2003; Susanna ve ark., 2006). DegU proteinine ek olarak dort farkl
transkripsiyon faktorii comK promoter’mnin trankripsiyonunun kontroliinde dogrudan
etkili olur. Bu diizenleyici proteinler AbrB, CodY, Rok ve comK genin kendi iiriinii
olan ComK’dir. AbrB proteini transkripsiyon baslama bdlgesine baglanarak comK
promotor bolgesi ile RNA polimeraz etkilesimini inhibe eder. AbrB, comK nin
prematiire ekspresyonunu inhibe ederek kompetans gelisimi iizerinde etki gosterir

(Hameon ve ark., 2003).

Uremenin duragan faziyla ilgili birgok geni diizenleyen CodY bir GTP-baglanma
transkripsiyon faktorii olup ¢esitli B. subtilis genlerinin amino asite bagl
represyonunda rol alir. CodY hizl iireme siirecinde negatif regiilator olarak davranir
ve besin kithigina adaptasyon icin gerekli genlerin ifade edilmesini saglar (Levdikov
ve ark., 2006). CodY proteininin aktivitesi GTP ve dallanmig amino asitler izoldsin-
valin (BCAAs, Branche-chain amino acids) ile kontrol edilir (Joseph ve ark., 2005).
Bakteri hiicreleri besin sikitisiyla karsilastiklarinda, GTP’nin baglanmasiyla aktif
hale gelen CodY, pozitif regiilator olarak davranir ve zamanla aktivitesi azalir.
Karbon kaynagima ve amino asit limitasyonuna bagli olarak siki cevap (stringent
response) aktiflesir. Bu durum GTP’nin pppGppp ve ppGpp molekiillerine
doniismesine yol acar. Buna bagli olarak (p)ppGpp birikmesi veya intraselliiler
GTP’nin azalmas1 CodY’mn inaktiflesmesine yol acar. Bunun sonucunda CodY’1n
kontrol ettigi, besin yokluguna adaptasyonu saglayan {iriinleri kodlayan genler tekrar
aktiflesir (Serror ve Sonenshein, 1996; Ratnayake-Lecamwasam ve ark., 2001;
Inaoka ve ark., 2003; Molle ve ark., 2003). CodY proteini RNA prolimerazin
baglanma bdlgesini isgal ederek kompetans gelisimini baskilar. ykulW geni (yeni
adiyla rok geni) tarafindan kodlanan Rok proteini bir repressor olarak comK’y1
inaktive ederken kendi sentezini de baskilayabilir. ComK konsantrasyonu arttiginda

rok ifadesi baskilanir (Hameon ve ark., 2003, Hoa ve ark., 2002).

CodY ve AbrB’nin yani sira ScoC (Hpr) proteini de basilisin biyosentezi, proteaz
iiretimi ve sporilasyon lizerinde negatif diizenleyici etki gostermektedir (Inaoka et
al., 2009). bacABCDEF operonunun ifadesi logaritmik fazda ScoC proteini

olmadiginda artmaktadir ve ScoC’nin baskilayici etkisi P, promoter bolgesine
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dogrudan baglanmasi ile gerceklesmektedir. AbrB ve CodY proteinleri, basilisin
biyosentezi tizerindeki baskilayici etkide ScoC proteinine eslik etmektedir. ScoC bir
DNA baglanma proteini olup ge¢is asamasi diizenleyicisi olarak rol oynar ve hiicre
metabolizmasinda bir ¢ok fonksiyonu diizenler (Strauch and Hoch, 1993). ScoC’nin
sporilasyonun baslangicinda ¢ok Onemli bir rolii vardwr. Ayrica, opp ve app
operonlarini baskilamak suretiyle oligopeptit transportunu negatif yonde kontrol eder
(Koide, Perego and Hoch, 1999). scoC geninin transkripsiyonu AbrB proteini
tarafindan diizenlenir (Strauch and Hoch, 1993).

1.3 GntR-Tip Regiilator Protein Ailesinin Genel Ozellikleri

GntR familyas1t DNA’ya baglanmak ic¢in Heliks-Turn-Heliks (HTH) motifi kullanan
regiilator  proteinlerden olusan bir HTH-tip protein siiperfamilyasidir.
Mikroorganizmalar yagam ortamlarinda degisen cevresel sartlara cevap verebilmek
icin transkriptom profillerini degistirebilmeli ve ortam sartlarina adapte edebilmelidir
(Ramos ve ark., 2001). Bunu basarabilmeleri ancak regiilator proteinler tarafindan
kontrol edilen adaptif cevap serilerini olusturmalarina baghdir. Regiilator proteinler
diizenleyici aktivitelerini yapabilmek icin hedef gen bolgelerini taniyp baglanarak
ilgili genin veya genlerin ifadelerini ihtiyaca gore ayarlarlar. Bununla beraber
regiilator cevaplarin olugmasi i¢in ortam sartlarindan aninda ve dogru haber alinmasi
gerekir. Bakterilerde ¢evresel sartlar1 hizli bir sekilde gozlemlemek icin farkli sinyal
iletim sistemleri gelismistir. Bu sistemler iletisimde gorevli protein sayisina gore

“bir bilesenli” veya “iki bilesenli” sinyal transdiiksiyon sistemi olarak adlandirilir.

Iki-bilesenli sinyal transdiiksiyon sistemlerinde “algilayici (input) protein” ve “cevap
(output) proteini” olmak iizere iki farkli protein gorev alir. Bu iki protein arasindaki
iletisim His-Asp rezidiilerinin fosfat transferleri ile yani fosforilasyon serileriyle
gerceklesir (Sekil 1.4). Bir bilesenli transdiiksiyon sistemlerinde ise tek bir protein
gorev alir ve bu proteinin yapisinda “sinyal algilama (input) domaini” ve “cevap
verme (output) domaini” bulunur. Prokaryotlarda genellikle bir bilesenli
transdiiksiyon sitemi goriliir ve bu sistemler ¢cogunlukla kii¢iik-molekiil baglanma
domaini ve genellikle heliks-turn-helix (HTH) motifi igeren fonksiyonel cevap
domaininden olusur (Krell ve ark., 2006; Ulrich ve ark., 2005; Wang ve ark., 2005;
Stock ve ark., 2000).
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Genlerin diizenlenmesi, DNA-protein arasinda fizikokimyasal etkilesimlere baglhdir.
Transkripsiyon faktorlerinden olusan bu regiilatéor proteinleri boyutlarina,
polaritelerine, sekillerine ve katlanma ozelliklerine bagli olarak kendilerine uygun
DNA bolgelerini hedef alirlar. Hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler gibi
kimyasal oOzellikler veya DNA ile proteinin yapisina gore olusan baglanma
geometrisi gibi stereokimyasal 6zellikler hangi regiilatdr proteinin hangi geni taniyip
baglanacagini belirler. Ayrica yapilan dizi analizlerinde regiilatoér proteinlerin hedef
DNA bdlgelerini tanimak ve bu bdlgelere baglanmak i¢in “motif” adi verilen bir
takim yapisal elemanlar1 kullandiklar1 belirlenmistir (Huffman ve Brennan, 2002).
Bu motifler “helix-turn—helix”, ‘“helix—loop—helix”, “zinc fingers”, “leucine
zippers”, “homeodomain” ve “B-ribbons” motifleridir (Branden & Tooze, 1991;
Harrison, 1991; Pabo &Sauer, 1992). Ayni zamanda regiilator proteinler bu
motiflerden hangisini kullandiklar1 dikkate alinarak siniflandirilmaktadir (Wintjens

ve Rooman, 1996).

Bu smiflardan giiniimiizde 6zellikleri en fazla bilinen ve en yaygin arastirilan grup
Heliks-Turn-Heliks (HTH) sinifidir. En basit yapistyla HTH motifi birbirine hemen
hemen dik konumlanan ve GBB konformasyonunda {ii¢ amino asitlik kisa
baglantilarla (turn) birbirine baglanan a-helikslerden olusur. HTH yapisindaki ikinci
heliks “tanima heliksi” olarak kabul edilir ve DNA’nim biiyiik oluguna denk gelecek
sekilde konumlanir (Haydon ve Guest, 1991; Henikoff ve ark., 1988; Brennan ve
Matthews, 1989; Weickert ve Adhya, 1992; Gallegos ve ark., 1993; Nguyen ve Saier,
1995). HTH motifleri farkli topolojilere sahip olabilir. Perez-Ruea ve ark. (2004)
HTH motiflerini li¢ kategoriye aywrdilar: i. Klasik HTH (cHTH, Classical HTH), H1
ve H2 arasinda dar bir ilmik (loop) bulunur, bunun haricinde C-terminalde farkl bir
element yoktur, 6r. GalR/Lacl familyalar1; ii. Kanath HTH (wHTH, Winged HTH),
C-terminalde B-sag tokasi yapisit bulundurur ve bazi proteinlerde HI ve H2 arasinda
ekstra bir P-tabaka bulunabilir, 6r. OmpR familyasi; 1. Karma HTH (mHTH,
Miscellaneous HTH), bilinen HTH o6zelliklerinden farklilik gosteren proteinlerin
toplandig1 gruptur, kisa heliksler icerebilecegi gibi diger siiper yapilara da

baglanabilir, or. £ coli’de Rob proteini.

HTH proteinleri genellikle dimer yapida aktif haldedir ve bu nedenle hedef DNA
bolgelerine genellikle dimer olarak baglanirlar. Dimerik baglanmalart1 HTH

proteinlerinin simetrik DNA dizilerine baglanmalarini tesvik eder. Giinlimiizde
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protein-DNA etkilesimlerine yOnelik analizlerde uygun bir kriter olarak HTH

motifleri referans alimmaktadir (Pabo ve Sauer, 1992; Wintjens ve Rooman, 1996).

Dizi benzerlikleri dikkate alinarak, 6zellikle DNA baglanma efektér domainlerine
gore bir bilesenli transdiiksiyon sistemleri ve dolayisiyla HTH transkripsiyon
regiilatorleri ¢esitli protein familyalarina ayrilirlar (Haydon ve Guest, 1991; Ulrich
ve ark., 2005; Weickert ve Adhya, 1992; Nguyen ve Saier, 1995; Rosinski ve
Atchey, 1999). Genellikle en iyi bilinen liyelerine gore smiflandirilan bu aileler
arasinda LysR (Henikoff ve ark., 1988), TetR (Ramos ve ark., 2005), IcIR (Nasser ve
ark., 1994), GntR (Haydon ve Guest 1991), ve AraC (Gallegos ve ark., 1997)
siiperfamilyalar1 bulunur. Filogenetik, yapisal ve fonksiyonel analizlerle birlikte
karsilastirmali dizi analizleri, her familyanin kendisine 6zgii taniyabildigi belirli
korunmus dizilerin bulunmasin1 saglamis ve bu diziler sayesinde benzer ailelere
bakarak yeni liyeler etiketlenmistir (Karmirantzou ve Hamodrakas, 2001). Ayni aile
iiyeleri arasinda DNA baglanma domaini ile oligomerizasyon domaini arasinda dizi
benzerlikleri ¢ok yaygin olmadigindan, hangi iiyenin hangi familyaya ait oldugu
belirlenirken bu bdlgeler genellikle dikkate alimmaz. Bu nedenle Rigali ve ark.
(2002) bakteriyal regiilatorlerden HTH-GntR ailesini inceleyerek gen ifadesinin
diizenlemesinde DNA baglanma domaini ile oligomerizasyon domainleri arasinda bir
baglant1 olup olmadigini analiz etmistir. Bu domainlerin regiilasyon stirecinde
onemli bir rolii vardir. DNA baglanma 6zelligini olusturan HTH motiflerinin dogru
bir sekilde konumlanmas1 bu domainler arasindaki etkilesimle miimkiin olur (Rigali

ve ark., 2002).

HTH stiperfamilyas1 olarak GntR familyas1 N-terminalinde HTH motifi igeren bir
DNA baglanma domaini (DBD) ve C-terminalinde bir efektor baglanma veya
oligomerizasyon (EBD) domaininden olusan bir¢ok iiyeden meydana gelir (Xu ve
ark., 2001, Rigali ve ark., 2002). GntR-tip regiilatdr proteinler bircok bakteri
grubunda oldukc¢a yaygin olup c¢ok cesitli biyolojik siiregleri diizenlerler. Ayni
zamanda DNA’ya baglanmak i¢in kullandiklar1 heliks-turn-heliks (HTH) motifi ile
karakterize edilirler. Kiiciik bir B-tabaka ile beraber 3-heliksli bir ¢cekirdekten olusan
DNA-baglanma bdlgesi biitiin GntR familyasinda olduk¢a iyi korunmustur. Fakat
DNA-baglanma domaininin disindaki bolgeler ¢ok farklilik gdsterebilmektedir
(Aravind ve Anantharaman 2003; van Aalten ve ark., 2000; Rosinski ve Atchley,
1999; Lee ve ark., 2000).
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IIk kez Haydon ve Guest tarafindan 1991°de tanimlanan GntR siiperfamilyas: B.
subtilis’te gluconat operonunun represorii oldugu i¢in GntR olarak adlandirilmistir
(Fujita ve ark., 1986; Reizer ve ark., 1991). Bu familyanin iiyeleri pleiotropik
diizenleyici proteinler olup bir¢ok fakli regiilonun diizenlenmesinden sorumludur.
GntR familyasindaki transkripsiyonel regiilatorlerin sayis1 farkl aktivite bolgelerine
sahip, bakteriler ve arkealar gibi farkli organizmalarda fonksiyonel olan yaklasik

2000 proteinden olusur (Rigali et al., 2002).

Rigali ve ark. (2002)’nin yaptiklar1 arastrmalarda GntR familyasina ait imzalar
belirlenmis ve bu imza verilerine gore bir¢ok altfamilya tanimlanmistir. Filogenetik
agaclar GntR-benzeri liyelerin tam zincir dizilerinin ¢oklu hizalamalar1 dikkate
almarak olusturulmustur (Sekil 1.5). Bu smmiflandirmada C-terminaldeki
heterojeniteye ve efektor baglanma/oligomerrizasyon (E-b/O) domainlerinin tiplerine
bakilarak GntR siiperfamilyas: dort ana sinifa ayrilmistir: FadR, HutC, YtrA ve
MocR (Sekil 1.6). Primer ve sekonder yap: analizleri, her altfamilyada fakli olan
belirli liyeleri de kapsayarak bu dort ana altgrup Ongoriisiinii desteklemektedir.
Altgruplara ayirma kriterlerine gore belirlenen siniflarda proteinlerin % 7’sinin
uyumsuzluk gosterdigi belirlenmis ve buna dayanarak s6z konusu dort alt familyanin
olduk¢a tutarli bir smiflandirma oldugu kabul edilmistir. Bu alt familyalara ait
iiyelerin duplikasyon olaylariyla meydana geldigi ileri siirtilmektedir. N-terminal
DNA-baglanma (D-b) domainlerinin topolojik incelemelerinde biitiin GntR ailesinin
sekonder yapisal elementlerinde goreceli pozisyonlarin oldukc¢a iyi korunmus oldugu
belirlenmistir. Bu elemanlarm {i¢ a-heliks ve iki (bazen {i¢) B-tabaka’dan olustugu
belirlenmis ve lic boyutlu yapidaki konumlarmin alo2a3B1B2 seklinde oldugu
onerilmistir (Sekil 1.6).

GntR altfamilyalarindan birincisi ve en biiyiik olan1 GntR/FadR altfamilyasidir.
GntR-benzeri regiilator proteinlerin % 40’1 kapsayan FadR altfamilyasinin tiyeleri
FadR ve VanR alt gruplarmna ayrilir ve C-terminalde 6-7 a-heliksten olusur (Sekil
1.6-a). Bu altgrup tliyelerinden VanR-benzeri regiilatorler, birinci a-helikse (a4) sahip
olmamalar1 ile FadR-benzeri proteinlerden ayirtedilir. Ortalama uzunluklar1 FadR ve
VanR altgruplarinda swrastyla 170 ve 150 amino asittir. FadR’m C-terminal
domainine ait kristal yapisi belirlenmis [Protein Database Code: 1EX2, 1HWI,
I1HW2, 3ANP, 1H9G, AHIT] (Xu ve ark., 2001; Agari, 2011; van Aalten et al.,
2000; van Aalten v ark., 2001) ve ili¢ boyutlu yapisinin biitiin altfamilyada
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yiiriitiilecek analizlerde “yapisal model” olarak kullanilmast uygun gorilmiistiir
(Rigali et al., 2002). FadR-benzeri proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri bu proteinlerin
ozellikle amino asit metabolizmasinin diizenlenmesiyle ilgili oldugunu veya piruvat
(PdhR), aspartat (AnsR), glikolat (GlcC), gluconate (GntR), galaktonat (DgoR),
malonat (MatR) ve laktat (LIdR) metabolizmas1 gibi ¢esitli metabolizmalarda rol
aldiklarin1 ortaya koymaktadir. Ornegin E. coli’de GntR repressor familyasma ait
FadR proteini yag asidi (fatty acid) biyosentesi ve degradasyonu ile ilgili genlerin
diizenlenmesinde rol alir (DiRusso ve ark., 1999). FadR altfamilyas1 iiyelerinden
Corynebacterium glutamicum’da LIdR proteini L-Laktat ve seker kullanma

operonunun regiilasyonundan sorumludur (Georgi ve ark., 2008).

YrdX ' I|r / - Yhdl
/"'f g

PdxR

\ —
BH2647 T vdp
PhnF =~ _\
R SA1748
SPY1285°

YhcF

TreR __
FarR

- \

YvoA f \

\

f | NtaR
KorSA' | H
o PhnR
XInR

Sekil 1.5 : GntR familyasina ait alt gruplar1 gosteren filogenetik agac yapisi. GntR-
benzeri proteinler C-terminal yap1 topolojileri ve filogenetik
siniflandirmada goriilen dallar dikkate alimarak FadR, HutC, YtrA ve
MocR olmak tizere dort alt gruba ayrilmistir (Rigali ve ark., 2002).
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Sekil 1.6 : GntR familyasinin yapisal analizine dayali N-terminal domainlerinin dizi
hizalamalar1. Hizalama bdlgeleri farkli renklerle vurgulanmistir.
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(D) MocR sub-family*
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(*) Korunmus diziler biitiin GntR-benzeri proteinlerin ¢oklu hizalamalari sonucu elde edilmistir. En
diisiik ve en yiiksek korunma seviyeleri sirasiyla % 40 (kiiciik harfle gosterilenler) ve %80 (biiyiik
harflar gosterilenler) olarak belirlenmistir. Korunmus amino asitlerin 6zellikleri 6zel sembollerle
gosterilmistir: “!I”” korunmus hidrofobik residiiler ILVAMFYW), “@” aromatik residiiler (FYW), “-*
negatif yikli residiiler (ED), “+” positif yikli residiller (RKH), “o” kiiciik hacimli residiiler
(GSATPN). A panelinde | ve ©, FadR proteinde effektdr baglanma ve dimerizasyon bolgelerine denk
gelen residiileri gostermektedir (van Aalten et al.,, 2000; van Aalten et al., 2001). Alt1 c¢izili
rezidiilerdeki mutasyonlar, AphS (Ortuno-Olea and Duran-Vargas, 2000), FadR (Raman et al., 1997)
ve GntR (Yoshida et al., 1993) proteinlerinin DNA baglanma 6zelliklerini etkilemektedir. Korunmus
dizilerdeki “bosluk”lar hizalamadaki insersiyonlar1 gosterir.

Sekil 1.6 (devami) : GntR familyasinin yapisal analizine dayali N-terminal
domainlerinin dizi hizalamalar1 (Rigali ve ark., 2002).
Hizalama bolgeleri farkl renklerle vurgulanmistir.

GntR familyasina ait ikinci altfamilya HutC’dir. Cesitli Streptomyces tiirlerinde
konjugatif plazmid transferinde goérev alan (6r. KorSA, KorA, ve TraR gibi)
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proteinler arasinda GntR-benzeri regiilatorlerin %31°ini olusturur. Bu altfamilya
Pseudomonas putida’daki HutC regiilator proteininden sonra adlandirilmistir. HutC
proteininin histidin kullanimi (Histidin utilisation) ile ilgili genlerin ifade edilmesini
inhibe ettigi, urokonat’in baglanmasiyla baskilandigi ileri siiriilmiistiir (Allison ve
Phillips, 1990). HutC-benzeri proteinler hem o-heliks hem de p-tabaka yapilarmi
icerirler. Bu yapisal ozellikleriyle FadR C-terminal domainlerinin biitiin helikal
yapisindan farklilik gosterir Sekil 1.6-B). HutC altfamilyasina ait {iyelerin ortalama
uzunlugu 170 amino asit olup giiniimiizde kristal yapilar1 heniiz belirlenmemistir

(Rigali ve ark., 2002; van Aalten ve ark., 2000).

B3, a7 ve 6’ nin da dahil oldugu bazi pozisyonlarda yapisal elementlerin degiskenlik
gosterdikleri ve fazla korunmadigi gézlenmistir. E-b/O domaininin topolojisindeki
bu degisiklikler HutC-benzeri iiyeler tarafindan diizenlenen biyolojik proseslerin ¢cok
fazla degisim gostermesinden ve bu degisikliklere verilen cevaplara bagli olarak
gelisen yapisal adaptasyonlardan kaynaklanabilir (Rigali ve ark., 2002). Bakteriyal
transkripsiyonel regiilatorlerden GntR/HutC familyasina ait YvoA proteini
antibiyotik {iretiminden, proliferasyona ve tiremeye kadar bir¢ok biyolojik metabolik
yolu hem B. subtilis’te hem de Streptomyces griseus veya Streptomyces coelicolor
gibi diger bircok organizmada diizenlemektedir (Rigali ve ark., 2006; Resch ve ark.,
2010; Seo ve ark., 2002). Ayrica oligomerizasyonda gorevli TraR gibi diger bir¢ok
proteininin de GntR/HutC altfamilyasina ait represorlerden oldugu belirlenmistir
(Kataoka ve ark., 2008). Streptomyces tiirlerinde KorA, konjugatif plasmid
transferinde gorevli olan genlerin represoriidiir (Kendall ve Cohen 1988; Hagege ve
ark., 1993). Sampaio ve ark. (2004) FarR proteininin 2-O-a-mannozil-D-gliserat
transportu kodlayan genleri diizenledigini bildirmistir. B. subtilis’te TreR proteini
trehaloz operonunu diizenler ve trehaloz-6-fosfat tarafindan inhibe edilir (Schock ve
Dahl 1996). E. coli’de FarR proteininin sitrik asit dongiisiinii regiile ettigi ve uzun

yag asitleriyle reaksiyona girdigi rapor edilmistir (Quail ve ark., 1994).

Ucgiincii alt familya YtrA, sadece 2 a-heliksten olusan kisa C-terminal domaini ile
diger ¢ altfamilyadan kismen daha kiigiiktiir (Sekil 1.6-C). YtrA altfamilyas1 GntR-
benzeri regiilatorlerin %6’sm1 temsil eder ve ortalama uzunluklar1 50 amino asittir.
Bu proteinlerin ¢ogu ATP-baglanma kaset (ABC, ATP-binding cassette) transport

sisteminde gorevli operonlari bazilarini diizenler (Rigali ve ark., 2002).
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Dordiincii altfamilya MocR’da E-b/O domaini bahsedilen ilk ii¢ altfamilyadan
farklidir (Sekil 1.6-D). Bu farklilik C-terminal domaininin yaklasik 350 amino asitlik
ortalama uzunlugundan ve amino transferaz proteinlerin I. sinifi ile homolojilerinden
kaynaklanir (Sung ve ark., 1991). Bu alt familya S. meliloti MocR proteininden sonra
adlandirilmistir.  MocR  {yeleri  transaminasyon reaksiyonunu  katalizler.
Transaminasyon siirecinde bir amino asit substratindan amino grubu alnir ve
akseptor a-keto asite geri doniisiimlii bir sekilde transfer edilir. MocR altfamilyas1
iiyeleri aktivitelerini dimer halinde gerceklestirir ve bu proteinlerin aktivitelerini
diizenlemede piridoksal 5-fosfat (PLP) kofaktor olarak rol oynar (Ko ve ark., 1999).
Bu regiilator protein d6rneklerinden biri Streptomyces venezuelae’da PdxR proteinidir
(Magarvey ve ark., 2001). Diger bir 6rnek olarak Rhodobacter capsulatus’da taurin
kullanma genlerinin ifadesini aktive ettigi belirlenen GntR-benzeri regiilator TauR
proteinidir (Wiethaus ve ark., 2008; Rossbach ve ark., 1994). Hedef genlerinin
promoter bolgelerindeki invert tekrarl dizilere baglanarak diizenleyici gorevlerini
yapan FadR, HutC ve YtrA altfamilyalarinin aksine B. subtilis’te MocR-benzeri
protein GabR, hem bir otorepressor olarak davranir hem de tek nitrojen kaynagi
olarak y-aminobiitirat (GABA) kullaniminda goérevli genlerin indiikleyicisi olarak

hareket eder (Belitsky, 2004; Belitsky ve Sonenshein, 2002).

1.4 GntR-tipi Regiilator Protein LutR’imn Genel Ozellikleri

LutR transkripsiyon faktorii, GntR familyasinin bir liyesi olup /utR geni (eski adi
wfl) tarafindan kodlanan diizenleyici bir proteindir. Molekiiler agirligi 19 kDa,
izoelektrik noktas1 pH 4.8, gen ve protein uzunluklari sirastyla 525 bp ve 175 amino
asittir. NCBI veri tabanindaki (NCBI Gen ID: 936332) gen haritas1 incelendiginde
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 genomunda 3509731-3510588 bolgesinde
negatif pozisyonda konumlandig1 goriilmektedir (Sekil 1.7). Asagi gen bolgesinde
lacR geniyle yukar1 gen bolgesinde ise /utP (eski adiyla yvfH) geniyle komsudur.
Adini laktat kullamminda gorevli olmasindan almaktadir. ilk kez Kunst ve ark.
(1997) tarafindan kesfedilen /utR geni ilk once “yvfI” olarak adlandirilmistir. Fakat
daha sonraki ¢alismalarda Chai ve ark. (2009) tarafindan laktat kullaniminda da
gorevli oldugunun belirlenmesi tizerine “/utR” (Lactate utilisation gene) adiyla tekrar

adlandirilmistir.
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Sekil 1.7 : B. subtilis genomunda yvfI (lutR)geninin pozisyonu.

lutR geninin B. subtilis’teki ilk fonksiyonel rolii grubumuz tarafindan aydinlatilmis
olup dipeptit basilisin antibiyotigi biyosentezi i¢in gerekli oldugu tespit edilmistir
(Koroglu ve ark., 2008). Bu calismada, transpozon mutagenez uygulamasi ile,
basilisin negatif fenotipe sahip TEK1, TEK2 ve TEK3 olarak adlandirilan, {i¢ mutant
sus izole edilmistir (Sekil 1.8.A-B-C). Bu mutantlarda, yapilan southern blot
analizleri, birbirinden bagimsiz bu ii¢ mutantda, Tn10 insersiyonlarinin ayni lokusta
bulundugu ve ayni insersiyon mutasyonuna sahip oldugunu goéstermistir. Sonraki
asamalarda Tnl0O insersiyonlar1 ve bunlarin uzant1 bolgeleri klonlanmis ve dizi
analizleri yapilmistir. Buradan elde edilen sonuglarda insersiyonun ii¢ mutantta da
lutR geninde yer aldigi belirlenmistir (Sekil 1.8.D). Sonug¢ olarak, /ufR geninde
belirlenen mutasyon sonuglary, /utR geninin B. subtilis’te dipeptit basilisin

antibiyotiginin biyosentezinde esansiyel bir gen oldugunu ortaya ¢ikarmastir.

Chai ve ark. (2009) tarafindan yiiriitiilen ¢calismada, L-laktat kullanimmdan sorumlu
lutABC (eski ad1 yvfV-yvfW-yvbY) operonunun, GntR tip regulator LutR’m kontrolii
altinda oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada, /utd-lacZ fizyonunu igeren bir susda
[utR delesyonu yapilmis ve buna bagh olarak /ut4 gen aktivitesinin énemli dlgiide
artmast sonucunda, /utABC operonunun LutR tarafindan baskilandigi anlasilmstir.
Yine ayni caligmada, farkli bakteri genomlarinda homolog operonlar tanimlanarak
lutABC operunun L-laktat kullanimi ile ilgili genis Olgekte korunmus genomik

organizasyonu oldugu belirlenmistir (Sekil 1.9.A).
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Sekil 1.8 : /utR geninde insersiyon mutasyonu analizleri ve basilisin defektif mutantlarin
kesfi. A-B-C) Yabani tip PY79 susunun mini-Tnl0 insersiyon mutasyonuyla elde
edilen tiirevleri ve basilisin iiretemeyen ii¢ mutant: TEK1, TEK2 ve TEK3. D)
lutR geninin genomik organizasyonu ve TEK1-TEK2-TEK3 mutant suslarinda,
[utR geninde olusturulan 427 veya 460 niikleotit uzunlugundaki transpozon
insersiyonu. (Koéroglu ve ark., 2008)

A) Bacterial species futC futB IutA IR  lutP

Bacifius subtilis™

Bacilius licheniformis
Bacillus cereus

Bacillus anthracis
Actinobacillus succinogenes
Burkholderia cepacia
Deinococcus radiodurans
Enterococcus faecalis
Escherichia coll

Erwinia carotovora
Haemophilus somnus
Helicobacter pylori
Lactococcus lactis
Mycobacterium flavescens
Neisseria meningitidis
Pseudomonas fluorescens
Shigelia flexneri
Streptormyces coelicolor
Vibrio vuinificus

<=

B) B. subtilis

<KX <
\ JutC jutB JutA', MtR fatP  Sigh A epsA-O operon

':\. '/: |

epsA-O operon

B. lichenifonmnis

Sekil 1.9 : lutABC (eski adiyla yvfV-yvfW-yvbY) operonunu igeren kromozomal bolge. A)
Farkli bakteri tiirlerine ait /ut4BC homologlarmi igeren kromozomal bdlgelerin
hizalanmasi. Yildiz (*) B. subtilis’te lutP (eski adiyla yvfH) ve [utR genlerinin
lutABC operonundan 15 kb uzakta oldugunu gosteriyor. B) B. subtilis ve B.
licheniformis’in lutABC ve epsA-O operonlarini igeren kromozomal bolgelerin
hizalanmasi. B. subtilis’te lutABC operonu ve [utR geni (eski adiyla yvfl) geni
15-kb’Iik dizi (paralel ¢izgi ile gosterilen bolge) ile ayrilir. Bu bdlge B.
licheniformis de yoktur (Chai ve ark., 2009).
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lutR geni lutABC operonu ile genom iizerinde birbirine yakin konumdadir. Fakat bir
GntR-benzeri represor kodlayan 15 kb’lik bir segment /utABC operonunu lutR’dan
ayirir. Bu segment tahmini olarak bir laktat permeaz sigl ve yvfG genlerini ve episA-
O operonunu kodlar. Bu 15 kb’lik bolge B.subtilis’te bulunurken B. licheniformis’te
goriilmemektedir (Sekil 1.9.B; Chai ve ark., 2009; Veith ve ark., 2004). Biitiin bu
gozlemler /utABC operonunun genom lizerinde konumlandigi gen kiimesindeki
biitlin genlerle olmasa bile bir veya birkag iiyesiyle fonksiyonel olarak iliskili oldugu
sonucunu dogurmustur. Ornegin, Chai ve ark. (2009)’nmn [utABC operonunun laktat
metabolizmasinda goérevli olabilecegi hipotezi, /utP geninin bir laktat permeaz

kodladig1 tahminine dayanarak ileri siiriilmiistiir.

LutR iizerinde yapilan CDD (Conserved Domain Database) analizleriyle GntR
familyasinda oldukc¢a yaygin olan ve YVl proteininin C-terminalinde yer alan FadR
C-terminal ligand baglanma (FCD) bolgesi ortaya cikarilmistr (PFAM 07729).
Aalten ve ark. (2000) FCD tasiyan proteinleri daha dnce yaymlamistir.

Buna ek olarak Kunst ve ark. (1997) tarafindan bulunan B. subtilis Y vil proteiniyle
ilgili ikinci bir veri elde edilmistir. N-terminalde 44 amino asitlik ekstra bir zincir
ongoren bu UniProt verisi (O07007; EMBL kodu CAB08003) dikkate alinarak Y vfl
proteini ile GntR wHTH domaini arasinda bir eslesme olup olmadig1 arastirilmistir.
Bu aragtirmalarda tam olmamakla birlikte 6nemli sayilacak derecede bir eslesme
oldugu ve Yvfl dizisinin diger bakterilerdeki ortologlariyla biiyiikk bir homoloji
gosterdigi belirlenmistir. Y1l dizisi lizerine yapilan incelemeler bu proteinin GntR
siiperfamilyasinin FadR altfamilyasindaki farkli tiirlere ait ortologlariyla da 6nemli
homolojiye sahip oldugunu gdostermistir (Marchler-Bauer ve ark., 2005). FadR
benzeri proteinler birgok metabolik yolun regiilasyonunda fonksiyoneldir. Bununla
beraber galaktonat, piruvat, aspartat ve glikolat metabolizmasi da dahil olmak iizere
yag asidi transportu ve yikimi, L-laktat ve seker kullanimi ve amino asit
metabolizmas1 gibi bircok metabolik yolda gorev alirlar (Rigali ve ark., 2002;
DiRusso ve ark., 1992; Black & DiRusso, 1994).

Irigiil-Sénmez ve ark. (2013) LutR transkripsiyon faktoriiniin genom capindaki
diizenleyici rollerini belirlemek amaciyla B. subtilis’te [utR null mutasyonu olusturup
etkilerini incelemislerdir. Bunun i¢in DNA mikroarray, RT-qPCR, /lacZ fliizyon
analizi ve EMSA analizlerinden yararlamlmistir. Bu ¢alismanin sonucunda IutR"

yabani tip ile karsilastirildiginda, lutR™ mutantinda erken duragan fazda gen ifade
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diizeyleri degisen 23 monosistronik birim ve 42 operon olmak iizere 65
transkripsiyonel birim rapor edilmistir. Dogrudan LutR kontrolii altinda oldugu
ongoriilen 11 tek gen ve 25 operona ait genlerin degredatif enzim tiretimi, antibiyotik
iretimi ve direnci, karbonhidrat kullanimi ve transportu, nitrojen metabolizmasi,
fosfat alimi, yag asidi ve fosfolipit biyosentezi, protein sentezi ve translokasyonu,
hiicre duvar1 metabolizmasi, enerji iiretimi, mobil genetik element transferi, fajla
ilgili genlerin indiiksiyonu, sporilasyon, sporilasyonun gecikmesi ve kanibalizm ve
biyofilm olusumu gibi liremenin duragan fazmin baslamasiyla ilgili ¢esitli fizyolojik
siireclerde gerekli oldugu gosterilmistir. Biitiin bu sonuglar g6z oniine alinarak LutR
transkripsiyon faktoriiniin, birbirinden bagimsiz birden fazla geni/operonu/regiilonu
kontrol eden pleiotropik bir global regiilatér oldugu kabul edilmistir (irigiil-Sonmez
ve ark., 2013).

1.5 SinR Proteininin Genel Ozellikleri ve LutR Proteini ile Regiilasyon

Agcisindan Tliskisi

Gaur ve ark. (1986) B. subtilis kromozomundan izole ettikleri 1 kb’lik DNA
parcasinin ¢cok kopyali bir plazmitte ifade edildiginde, normalde sporilasyon
yapabilen bir susun sporilasyon defektif fenotipe doniistiigiinii belirlemistir. Bu
nedenle ilgili DNA pargast “Sporilasyon inhibisyon (Sin) fenotipi” olarak
adlandirilmistir Gaur ve ark. (1991). Sin (sporilasyon inhibisyon) lokusu 14 kDa’lik
tetramerik DNA baglanma proteini SinR ve SinR proteinine antagonistik aktivite
gosteren 6 kDa’luk Sinl proteininden olusur (Bai ve ark., 1993; Lewis ve ark., 1993).
SinR, Basillus subtilis’te ge¢ iireme siirecinde kompetans ve motilite gelisimini
aktive ederken sporilasyon ve ekzoproteaz liretimini inhibe ederek c¢ift fonksiyon
gosteren esansiyel bir DNA baglanma proteinidir (Sekiguchi ve ark., 1988; Gaur ve
ark., 1986; Mandic-Mulec ve ark., 1992). 111 amino asitten olugan multimerik DNA
baglanma proteini SinR’in aktiviteleri posttranslasyonel olarak diizenlenir. SinR
proteininin N-terminal bolgesi helix-turn-helix motifi i¢erir ve buna bagli olarak

DNA baglanma yiizeyi olusturur (Bai ve ark., 1993; Lewis ve ark., 1993).

SinR, Spo0A gibi pleitropik bir proteindir (Mandic-Mulec ve ark., 1995). Bu nedenle
SinR, diizenleyici bir anahtar gibi hareket eder ve adaptif cevaplarin gelismesini
saglayarak gereksiz olan potansiyel diger cevaplar1 engeller. SinR’1in fonksiyonu

dikkate alindiginda kompetans ve motiliteyi nasil diizenledigi halen bilinmezken
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ekzoporeteaz ve sporilasyon tizerindeki negatif etkisi daha iyi anlagilmis durumdadir.
Mandic-Mulec ve ark. (1995) SinR’m spoOA ifadesi lizerine etkisini arastirmis ve
SpoOA’nm II. asama sporilasyon genlerinin ifadesinde bir inhibitdr iken, SinR’in
da, kilit rol iistlenen bu erken sporilasyon geni spoOA’nm represorii olarak gorev
yaptigmi belirlemistir. Spo0A, iki bilesenli sinyal iletim sisteminde kilit rol oynayan
bir “cevap diizenleyici (response regiilator)” proteindir (Stock ve ark., 1989). SpoOA
sporilasyonun bas kontrol elemani olmakla birlikte kompetans ve ekstraseliiler
enzimlerin liretiminde de esansiyel bir proteindir (Hoch, 1993). SinR’1n asir1 ifade
edildigi susta, spoOA ifadesinde sifir zamanmda sporilasyona bagl artis
goriilmezken sinR geni bozulan suslarda normalden daha fazla oldugu belirlenmistir.
Bu etki SinR’1in dogrudan spoOA’ya in vitro olarak spesifik bir sekilde baglanmasi
nedeniyle olusur. Bu baglanma E-c" polimeraz tarafindan tanman sporilasyon-
spesifik Py promotorunun -10 bolgesiyle cakisan bir bolgede olur. Metil interferans
ve yonlendirilmis mutangenez ¢aligsmalar1 sonucunda ilgili DNA bolgesinin SinR
tarafindan taninmasinda guanin rezidiilerinin 6nemli oldugu bulunmustur. Ayrica
SinR’mn dogrudan, birbirinden bagimsiz bazi genler (spo0A, spollA, spollG ve
spollE) Tzerinde negatif etki gdstererek sporilasyonu kontrol ettigi ispatlanmigtir
(Mandic-Mulec ve ark., 1992). Sporilasyon siirecine girmek i¢in SinR aktivitesinin
durdurulmasi gerekir. Bu baskilanma SinR iizerinde inhibe edici etki gosteren Sinl
proteini tarafindan Sinl-SinR kopleksi olusturmak suretiyle ger¢eklesir (Chibazakura

ve ark., 1991).

lutABC operonu hem LutR hem de SinR proteininin kontrolii altindadir (Chai ve
ark., 2009). LutR ve SinR proteinleri [utABC operonunu baskilamakta ve
represyonda es zamanl hareket etmektedir. SinR’in eps4-O ve ygxM-sipW-tasA
operonlarina ait 18 geni de baskiladigi bilinmektedir. Bu operonlar biyofilm olarak
bilinen uzun hiicre zincirlerini bir arada tutan ekstraselliiler matrikten sorumludur
(Branda ve ark., 2005; O*Toole ve Kaplan, 2000; Stoodley ve ark., 2002; Sutherland,
2001; Ren ve ark., 2004; Kearns ve ark., 2005; Chu ve ark., 2006; Branda ve ark.,
2006). Irigiil-Sénmez ve ark. (2013) 23 adet monosistronik birim ve 42 operondan
olusan toplam 65 transkripsiyon iinitesinin gen ifadesi seviyelerinde LutR proteininin
etkisine bagl olarak farkliliklar belirlemistir. Ayrica bu genlerin arasindan 11 tane
tek genin ve 25 tane operonun LutR proteinin dogrudan kontrolii altinda olabilecegi

iler1 siirtilmiistiir. Bu ¢aligmada, Chu ve ark. (2006)’nin SinR’in dogrudan kontrolii
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altinda oldugunu belirttigi tapA ve aprE genlerinin ayn1 zamanda LutR’in da direkt
kontrolii altinda oldugu belirlenmistir. Ayni ¢alismada bu iki gene ek olarak, LutR ile
EMSA analizi yapilan genlerin, SinR proteini ile de etkilesim gostermesi LutR ve
SinR proteinleri arasinda diizenleyici protein olarak onemli bir etkilesim/iliski

oldugunu ortaya koymustur.

1.6 DNA-Protein Etkilesimlerinin Onemi ve Analiz Yontemleri

Gilintimiizde temel arastrmalarda ve uygulamali biyoteknolojik ¢aligsmalardaki en
onemli konulardan biri bilimsel, endiistriyel ve ticari uygulamara doniistiiriilmek
iizere yeni bilgilerin elde edilmesidir (Tosato ve Bruschi, 2004; Ogasawara, 2000;
Eichenberger ve ark., 2003). Bu nedenle prokaryotik ve okaryotik model
organizmalarin genom dizilerinin tam olarak bilinmesi ve bu genomlara ait
transkriptom, proteom ve metabolik etkilesim aglarmin analiz edilmesi
gerekmektedir. Bu tiir yeni bilgilerin elde edilmesini hizlandirmak ic¢in yeni
teknolojiler ve deneysel prosediirler gelistirilmektedir. Yakm tarihlerden beri
Haemophilus influenzae, Mycoplasma genitalium, Synechocystis PCC6803,
Methanococcus jannaschii, M. pneumoniae, Escherichia coli, Helicobacter pylori,
Archaeoglobus  fulgidus ve maya Saccharomyces cerevisiae gibi birgok
mikroorganizmanin genom dizisi yaymlanmistir ve ayrica en az 40 prokaryotik
genom halen dizilenmektedir. Diizenli olarak giincellenen genom dizileme

projelerine http://www.mcs.anl.gov/home/gaasterl/ genomes.html (Argonne

National Laboratory, [llinois,USA), http://www.tigr.org (TIGR,

Rockville,Maryland, USA) ve http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/genome.cgi. gibi

cesitli internet baglantilarindan ulasilabilir.

Transkriptoma yonelik aragtirmalarda, bir metabolik yol “regiilon” olarak adlandirilir
ve bu regiilona ait genler metabolik siirecte ya indiiklenirler veya baskilanirlar
(Tosato ve Bruschi, 2004). Transkripsiyon profilleri ile proteom analizlerinin bir
araya getirilmesi, ana metabolik yollarin izlerini belirlememizi saglar. Bu da
reglilonlarm fonksiyonlar: ile ilgi cok sayida veri ve goriis elde etmemizi saglar.
Ornegin yabani tip bir hiicre ile bu hiicrenin mutant formlar:1 arasinda transkript
profillerinin belirlenip karsilastirilmasi bu hiicrede belirli bir fonksiyondan sorumlu
metabolik yolda gorev alan genlerin kesfedilmesi ve tanimlanmasini saglayabilir.

Genom projeleri sayesinde tahmini protein kodlama dizileri, promoter ve
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transkripsiyon faktorlerine yonelik veri tabami olusturulabilir. Transkriptom
analizlerinde ise bir regiilona ait yeni iiyelerin tanimlanmasi s6z konusudur. Bir
mikroorganizmanin yiiksek tuzluluk gibi cesitli lireme sartlarma adaptasyonunu
arastrmak i¢in transkripsiyonel profil analizleri kullanilabilir (Steil ve ark., 2003;
Tosato ve Bruschi, 2004). Bunlar sadece bilimsel verilere yonelik degil belirli bir
mikroorganizmadan rekombinant protein iiretimi gibi sonugta endiistriyel ve ticari
iirlinlerin olusumunu saglayan biyoteknolojik uygulamalarla da ilgili bircok 6rnekten

birkagidir.

B. subtilis bu model organizmalardan biridir. S6z konusu teknolojilerin bir sonucu
olarak B. subtilis’e ait gen dizileri, promoter bolgeleri, operonlar, regiilonlar ve
transkripsiyon profilleri bilinmektedir. Fakat heniiz bilinmeyen ¢ok daha fazla dizi ve
etkilesim ag1 bulunmaktadir. Yukarida bahsedilen faydalarin elde edilmesinde DNA
ve proteinler arasindaki etkilesimlerin belirlenmesi en 6nemli adimlardan biridir.
DNA-protein etkilesimlerini belirlenmek amaciyla birgok yontem kullanilir. ChIP ve

EMSA yontemleri bu amagla kullanilan en etkili yontemlerinden ikisidir.

1.6.1 Kromatin immiinopresipitasyon (ChIP) yonteminin genel 6zellikleri

ChIP yontemi in vivo sartlarda DNA-protein etkilesimlerini arastrmak icin
kullanilan ¢ok etkili bir yontemdir (Barski ve Frenkel, 2004; Weinmann ve Farnham,
2002; Nelson ve ark., 2006). ChIP yontemi histon proteinlerinin, DNA replikasyon
proteinlerinin, DNA tamir enzimlerinin ve transkripsiyon faktorlerinin genoma
baglanmasini ve DNA-protein arasindaki dogrudan etkilesimleri analiz etmek ig¢in
kullanilmaktadir. Bu yontem ayni1 zamanda DNA’nin islenmesini gerektiren niiklear
olaylarin fizyolojik olarak aydinlatilmasina imkan veren bir in situ yOntemdir
(Spencer ve ark., 2003). ChIP yontemi uygulanirken ilk olarak hiicreler formaldehitle
sabitlenir (Sekil 10). Formaldehit hiicre i¢inde meydana gelen DNA-protein
etkilesimlerini kovalent bag olusturmak suretiyle sabitleyerek korur. Ardindan
hiicreler parcalanarak kromatin elde edilir ve sonikasyon yontemiyle veya enzimatik
kesim yoluyla kromatin parcalara ayrilir. Kromatin parcalar1 belirli bir proteine veya
histon modifikasyonlaria spesifik bir antikor kullanilarak immiinopresipitasyona
tabi tutulur. Immiinopresipite DNA’lar saflastirilir ve bu asamadan sonra
kullanilacak ¢esitli yontemlerle genomun zenginlestirilen belirli bir bolgesi veya 6zel

bir DNA dizisi belirlenebilir (Sekil 1.13; Kuo ve Allis, 1999; Solomon ve
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Varshavsky, 1985; Thorne ve ark., 2004; Nelson ve ark., 2006; Nelson ve ark., 2009;
Spencer ve ark., 2003).

Glinlimiizde hiicre i¢i DNA-protein etkilesimlerinin analizinde yaygin olarak
kullanilan ChIP yonteminin tamamen uygulanmasi i¢in birkac giinlilk zaman dilimi
gerekmektedir. Ayrica DNA izolasyonu i¢in stirekli tiip transferleri, fenol-kloroform
ve kolon kullanimmi ka¢milmazdir. Bununla beraber klasik ChIP yontemi ¢ok
ornekli caligmalarda da zorluklara neden olmaktadir. Bu nedenle bugiine kadar ChIP
protekollerinin bir¢ok farkli versiyonu yayinlanmistir. Weinmann ve ark (2001) E2F
tarafindan regiile edilen proteinleri tanimlamak i¢in klasik ChIP yontemini modifiye
ederek in vivo ortamda giiclii ve zay1f E2F baglanma bolgeleri iceren dokuz kromatin
parcast klonlamistir. Sonugta ChIP yonteminin E2F ile diizenlenen promoterlar

belirlemede kullanilabilecegini gdstermistir.

Ayrica Nelson ve ark. (2006) Chelex-resin kullanimina dayali yeni bir ChIP metodu
gelistirmistir. Weinmann ve Farnham (2002) DNA-transkripsiyon faktorii arasindaki
iliskiyi incelemek i¢in standart ChIP protokolii iizerinde modifikasyonlar yaparak
memeli hiicrelerindeki transkripsiyon faktorlerinin hedef genlerini belirlemeye
calismistir. Farkli bir arastirmada hem asetilenmis histonlarla hem de transkripsiyon
faktorleri ile iligkili DNA dizilerini analiz etmek i¢in yeni bir ChIP protokolii
olusturulmus ve yontemi optimize etmeye yonelik cesitli yollar tartisilmistir (Spencer
ve ark., 2003). ChIP yontemine yonelik glinlimiizde ticari olarak temin edilebilen
ChromatrapTM, ChIP-ITTM Express, EZ-ChIP™, SimpleChIP® ve ExactaChIP™ gibi
bircok deney setleri mevcuttur. Bu tez calismasinda ise mevcut ChIP
protokollerinden yararlanarak hedef proteine 6zel antikor kullanmaksizin, in vitro
uygulamaya elverisli, prokaryotik hiicreler i¢in kullanilabilen yeni bir ChIP yontemi

olusturulmustur.
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1.6.2 EMSA yonteminin (Electrophoretic Mobility Shift Assay) genel 6zellikleri

Electroforetic Mobility Shift Assay (EMSA) ayni zamanda “gel shift”, “gel
retardation”, “mobility assay” veya ‘“‘elektro haraket kayma analizi” olarak da bilinir.
ChIP, DNasel footprinting yontemleri gibi EMSA yontemi de DNA-protein
etkilesimlerini incelemek amaciyla kullanilan yontemlerden biridir. EMSA
yonteminin prensibi, protein bagli DNA’nin serbest DNA’ya gore jelde daha yavas
yiiriimesine dayanir. DNA-protein komplekslerinin elektroforetik dagilimlarindaki
bu farklhilik etiketli DNA bandinin yiirimesinde bir “shift (kayma)” olarak
goriintiilenebilir (Sekil 1.11; Garner ve Revzin, 1981; Hellman ve Fried, 2007; Fried,

1989; Lane, 1992, Gaudrealt, 2009).

1 2 3

A
band "shift'

<+— Movement

Sekil 1.11 : EMSA yonteminin temel prensibi. 1. Serbest DNA parcasi uzunluguna,
molekiiler agirligmma ve elektrik akiminin etkisine baglh olarak jelde
belirli bir mesafeye kadar ilerler. 2. DNA parg¢asi, kendisine baglanma
ozelligi olmayan bir proteinle muamele edildikten sonra yiiriitiiliirse
serbest DNA ile ayn1 yliriime profilini gosterir. 3. DNA pargasina ilgili
proteinin baglanmasi sonucunda DNA-protein kompleksi olusur ve
serbest DNA’dan daha agir bir kiitle meydana gelir. Bu agirlhik farkma
bagl olarak DNA-protein kompleksi, serbest DNA’ya gore daha kisa
mesafeyl katedebilir. Jel lizerinde bantlar arasindaki yliriime farki
protein ve DNA arasindaki affiniteyi gosterir.

Klasik EMSA yonteminde protein ve niikleik asit ¢ozeltileri uygun baglanma

tamponunda bir araya getirilir ve belirli bir baglanma siiresinden sonra karisim, dogal

sartlarda (denatiire etmeyen) poliakrilamid veya agaroz jelde elektroforeze tabi
tutulur. Elektroforez sonunda 06zel boyalar yardimiyla DNA bantlar1 goriiniir hale
getirilir. Bu uygulamada radyoaktif ve radyoaktif olmayan prosediirlerin kullanilmas1
miimkiindiir (Berger, 1993; Varshavsky, 1987). Marker olarak serbest (proteinsiz)
DNA kullanilir. Genel olarak, proteinlerin baglanmasi sonucu olusan DNA-protein

kompleksleri serbest DNA’dan yavas yliriirler ve bu sayede jel iizerinde serbest
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DNA’ya gore daha az yiirimiis bantlar (shift = kayma) belirir. Jel iizerindeki bu
kayma profillerine bakilarak incelenen DNA ve protein arasindaki etkilesimlere
yonelik kalitatif ve kantitatif analizlerin yapilmasi miimkiindiir (Fried ve Crothers,
1981; Ausubel-Frederik, 1994; Fried ve Liu, 1994; Fried, 1989; Smith ve
Humpheries, 2009).

1.7 Tezin Amaci

Bu calismada ilk olarak B. subtilis genomunda, LutR transkripsiyon faktoriiniin
direk kontrolii altinda bulunan genlerin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla E.
coli pQE60::/utR susunda heterolok iiretilen ve saflastirilan LutR proteini ile B.
subtilis PY79 susuna ait kromozomal DNA kullanilarak in vitro kromatin
immiinopresipitasyon (ChIP) yontemi uygulanmistir. ChIP yontemi sonucunda
belirlenen aday genlere LutR proteininin dogrudan baglandigi, EMSA yontemiyle in
vitro olarak dogrulanirken, s6z konusu etkilesimin gen ifadesinde pozitif veya negatif

yondeki etkisini belirlemek amaciyla RT-qPCR yonteminden yararlanilmistir.

Dr. Oykii Irigiil-Sénmez’in doktora tez (2012) ¢alismas1 kapsaminda, B. subtilis
genomunda direk LutR’in kontrolii altinda bulunan genlerin belirlenmesi amaci ile,
[utR::Tnl0 mutant fakat amyE lokusunda ektopik /ufR geni igeren
amyE::Pspac::[utR mutant B. subtilis PY79 susunda, IPTG ile indiiklenmesi ile /utR
geninin asir1 ifade edilmesi saglanmis ve bunun neticesinde transkripsiyon seviyesi
etkilenen genler mikroarray analizleri ile belirlenmistir. Bu ¢alisma neticesinde /rpB,
vodT, rpsP, yutK, nasA, yvsG, ytsD ve yvnB genlerinin transkripsiyon seviyelerinin
LutR 1n direk kontrolu altinda olabilecegi anlagilmistir. Bu bulgularin devami olarak,
bu tez kapsaminda, s6z konusu lrpB, yodT, rpsP, yutK, nasA, yvsG, ytsD ve yvnB

genlerinin gercekten LutR’n direk kontrolii altinda olup olmadiklar1 arastirilmistir.

Bunlarin yanisira, daha Oncede bahsedildigi gibi, gerek grubumuzda ytriitiilen
calismalar gerekse diger arastirmacilar tarafindan yapilan arastirmalar, pek ¢cok genin
regililasyonunda SinR global regiilator proteininin LutR ile beraber hareket ettigini
gostermistir. Bu bilgi dogrultusunda, tez kapsaminda yapilan biitin EMSA
analizlerinde LutR ve SinR proteinleri birlikte kullanilarak, ilgili genler iizerindeki
olas1 dogrudan etkileri, ayn1 zamanda es zamanli m1 yoksa yarigsmaci olarak mu etki

gosterdiklerinin aydinlatilmasi amaglanmistir.
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Deneysel analizlere paralel olarak, karsilastirmali in silico analizler ve
karakterizasyon ¢alismalariyla LutR proteinine ait ileride deneysel olarak
kullanilabilecek biyoinformatik verilerin elde edilmesi de amaglanmistir. Bu amagla
iki analiz yolu takip edilmistir. Ilk analiz yolunda, gesitli biyoinformatik araglar
yardimiyla farkl tiirlere ait LutR proteinlerinin fizikokimyasal, yapisal ve filogenetik
ozellikleri incelenerek LutR’1n tiirler arasindaki benzerlik ve farkliliklarinin ortaya
¢ikarilmas1 amaglanmustir. ikinci analiz yolunda ise LutR proteininin DNA baglanma
bolgelerine yonelik tahminde bulunabilmek amaciyla, sadece B. subtilis 168 susuna
ait LutR proteininin, kristallografik analizleri tamamlanmis ve yapisi iyi bilinen
GntR-HTH-tip transkripsiyon faktorleri FadR ve YvoA ile PyMOL programi

yardimiyla yapisal olarak karsilastirilmasi hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE METODLAR

2.1 Materyaller

2.1.1 Bakteri tiirleri ve plasmidler

Bu c¢alismadaki kromozomal DNA izolasyonlarinda ve gen ifade diizeylerinde
yabani tip olarak B. subtilis 168 standart susunun prototrofik bir tiirevi olan B.
subtilis PY79 kullanilmistir. B. subtilis kromosomal DNA’smin klonlanmasi i¢in
konak hiicre olarak E. coli ToplOF’ [laclq TN10 (Tetr)}, mcrA A (mrr hsdRMS-
mrcBC), f80lacZAMI15 AlacX74, deoR, recAl, araDI139 A(ara-leu)7697, galU,
galkK, rsL,(strr), endAl, nupG) susu kullanilmistir.

LutR ve SinR proteinleri Dr. T. Ebru Kéroglu ve Dr. Oykii irigiil-Sonmez tarafindan
olusturulan E. coli (pQE60::lutR) ve E. coli (pQE60::sinR) suslarindan biiytlik
Olcekte iiretilmis ve saflastirilmistir. yuxO geninin ifade seviyelerini analiz etmek
icin  Dr. T. Ebru Koéroglu tarafindan olusturulan TEK1 (wvfI::Tnl0::spc) susu
kullanilmistir. Bu calismada kullanilan biitiin suslar Cizelge 2.1°de gosterilmistir.
PCR firiinlerinin klonlanmas1 amaciyla pGEM-T ve pDRIVE klonlama vektorleri
kullanilmistir (Sekil 2.1-Sekil 2.2). LutR proteininin {iretimi icin pQE60 expresyon
vektori kullanilmistir (Sekil 2.3).

Cizelge 2.1 : Bakteri suslar1 ve genel 6zellikleri.

Suslar ve

Plasmidler Ilgili Genotip, Fenotip ve/veya Ozellikler Kaynak

Bacillus subtilis ~ Yabani tip, BSP cured prototrophic derivative of
PY79 B.subtilis 168’in prototrofik tiirevi

laclq TN10 (Tetr)}, mcrA A (mrr-hsdRMS-
mrcBC), f80lacZAM15 AlacX74, deoR, recAl,

P.Youngman

E.coli Top10F araD139 A(ara-leu)7697, galU, galK, rsL,(strr), M.A. Marahiel
endAl, nupG
pHis6-yvfl E. coli (pQE60::yvfl) T.E.Kéroglu,
L . s O. Irigiil-
pHis6-sinR E. coli (pQE60::sinR) Sénmez.
Bacillus subtilis wfl::Tnl0::spc T.E.Koroglu

TEK1
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2.1.2 DNA and protein belirtecleri (Marker’lar)

Kullanilan DNA and protein belirtegleri Ek D’de verilmistir.

2.1.3 Laboratuvar ekipmanlar

Laboratuvar ekipmanlar1 Ek F’de listelenmistir.

2.1.4 Bakteri suslarinin iiretimi ve muhafazasi

B. subtilis PY79 ve E.coli suslar1 Luria-Bertani (LB) sivi besiyerinde iiretilmis ve
Luria-Bertani (LB) agar petrilerinde +4 °C’ta saklanmistir. Biitiin kiiltiirler 4°C’ta
saklanmis ve alt kiiltiirler aylik olarak yenilenmistir. pHis6-yvfI ve pHis6-sinR
suslar1 ve diger suslarin uzun siireli muhafazasi i¢cin 10% LB gliserol stoklar1
hazirlanmig ve -80 °C’ta depolanmistir. E.coli ToplOF’ susu i¢in secici antibiyotik
olarak Ampisilin (100 pg/ml Amp) ve Tetrasiklin (15 pg/ml Tet) kullanilmasgtir.

2.1.5 pGEMT-Easy klonlama vektorii

Cok kopyali pGEM®-T Easy Vector, Promega’dan temin edilmis ve PCR
irlinlerinin veya ChIP-DNA’larin klonlanmasi i¢in kullanilmistir (Sekil 2.1).
pGEM®-T Easy vektorii her iki ucunda 3’ terminal timidin (T) icermektedir.
Insersiyon bdlgesindeki bu 3°-T uzantilar1 (-TTTTTT...) vektoriin kendi kendine
tekrar halkasal hale gelmesini engelleyerek ve isiya dayanikli belirli polimerazlar
tarafindan tretilen PCR dirlinleri i¢in uygun uzantilar saglayarak, PCR fiirlinlerinin
veya poli-A kuyrugu eklenmis ChIP-DNA’larin (PATA-ChIP-DNAs) plazmide
baglanma (ligation) etkinligini biiyiik Olgiide artwrmaktadir (Promega 1998). So6z
konusu polimerazlar ¢ogaltilan DNA parcalarmin veya PATA-ChIP-DNA’larm 3’-
uclarina, her hangi bir kalip kullanmaksizin, genellikle tek zincirli deoksiadenozin

(dATP) eklerler.

pGEM®-T Easy vektorii, B-galaktosidaz enziminin a-peptit kodlama bdlgesinde yer
alan coklu klonlama bdlgesine (MCS) komsu olan T7 ve SP6 RNA Polimeraz
promotorlarina sahiptir. a-peptidin insersiyonel inaktivasyonu indikator petrilerde
renk tarama yontemiyle rekombinant klonlarin dogrudan tanimlanmasina imkan

vermektedir.
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Sekil 2.1 : pGEM-T Easy klonlama vektoriiniin genetik haritasi (Promega, 1998).

pGEM®-T Easy vektori MCS icerisinde ¢oklu restriksiyon bolgeleri icermektedir
(Sekil 2.1). Bu restriksiyon bolgeleri tek bir restriksiyon enzimi ile kesildiginde
insortlin serbest kalmasi miimkiin olmaktadir. pGEM®-T Easy vektoriindeki MCS
bolgesi EcoRI, BstZI and Notl restriksiyon enzimlerinin tanima bdlgelerine
komsudur. Bu konumlanma ii¢ farkli enzimle tek-enzimli kesim yapildiginda
insertiin plasmitten ayrilmasini saglamaktadir. Insortiin serbest kalmast igin alternetif

olarak cift-kesim yapilmasi da miimkiindiir.

2.1.6 pDRIVE klonlama vektorii

pDrive Klonlama Vektorii, QTAGEN’den her iki ucunda U uzantis1 bulunan lineer
bir yapida temin edilmistir (Sekil 2.2). Bu vektér PCR {iriinlerinin her iki ucunda
bulunan A-uzantilarin1 kullanmaktadir. Ayni1 sekilde, Taq polimerazla veya diizeltme
ozelligi olmayan (non-proofreading) benzer diger polimerazlarla {iiretilen poli-A
eklenmis ChIP-DNA’larin uglarindaki A-uzantilar1 da bu vektoriin kullanimi icin
uygundur. Bu nedenle PCR iiriinlerinin ve ChIP-DNA’larin dogrudan ligasyonu i¢in
uygun bir vektordiir (Qiagen, 2001).

pDRIVE vektorii ampisillin ve kanamisin secilimine imkan verir. Klonlama
bolgesinin civarinda birka¢ tane tekli restriksiyon endoniikleaz tanima bolgesi
icerdigi i¢cin rekombinant plasmitlerin restriksiyon analizi pDRIVE vektoriiyle
kolaylikla yapilabilir (Sekil 2.2). Ayrica mavi/beyaz koloni tarama 6zelligine de

sahip olmasi sayesinde klonlama amaciyla da kullanilmas1 miimkiindiir.
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Sekil 2.2 : pDrive klonlama vektoriiniin genetik haritasi (Qiagen, 2001).

Klonlanmisg PCR firiinlerinin transkripsiyonunun gergeklestirilmesi, bunun yani sira
dizi analizlerinin yapilabilmesi i¢in klonlama bolgesinin her iki tarafinda bulunan T7
ve SP6 promoterlarini icermektedir. Buna ek olarak, pDRIVE Klonlama vektorii tek

zincirli DNA iiretmek i¢in faj fl orjinine sahiptir.

2.1.7 pQE60 ekspresyon vektorii

pQE vektor ailesinin bir {iyesi olan pQE60 Ekspresyon Vektorii, Qiagen’den temin
edilmistir. Bu vektor hedef proteinimiz olan LutR’m (veya herhangi bir hedef
proteinin) ifade edilmesini, saflastirilmasmi ve saptanmasmi saglamaktadir. Az
kopyal1 (low-copy) pQE60 vektori, E. coli RNA polimeraz tarafindan taninan faj TS
promoter’indan olusan bir optimize promoter-operator elementine sahiptir (Qiagen,
2010). Ayrica lac represOriinliin baglanmasmi arttiran ve gilicli TS promoter’inin
etkili bir sekilde represyonunu saglayan iki adet /ac operator dizisi tasimaktadir
(Sekil 2.3). TS promoter traskripsiyon-translasyon sisteminden dolayi, pQE60
vektoriinii kullanarak 6xHis-kuyrugu ekli proteinlerin E. coli’de yiliksek miktarlarda
ifade edilmesi miimkiindiir. Ayrica, sentetik ribosomal baglanma bdlgesi RBSII

biiyiik oranlarda translasyonu saglamaktadir.
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C-terminal tag constructs

S pQE40

7 4kb protein-6xHis
Met 6xHis
— pQE-60, -70

Sekil 2.3 : pQE60 gen ifade vektorliniin genetik haritasi ve C-terminal 6xHis
kuyruk yapis1 (Novagen, 2001).

pQE60 vektorii, ekspresyon konstraktlarmnin uygun formlarindaki biitiin okuma

cercevelerinde c¢oklu klonlama boélgesi, translasyonel stop kodon ve klonlama

bélgesinin 3’ ucunda 6xHis-kuyrugu kodlama dizisine sahiptir (Sekil 2.3). Iki adet

giiclii transkripsiyonel terminatdr (E. coli’de A fajina ait ty ve r#nB operonuna ait T1)

transkripsiyonun rastgele gerceklesmesini engeller ve ekspresyon konstraktinin

saglamligini saglar.

pQE60 vektorii B-lactamaz (bla) geni sayesinde 100 pg/ml ampisilline karsit bir
diren¢ kazandirir. ty ve T1 arasinda yer alan kloramfenikol asetil transferaz (CAT)
ifade edilmez. Ek olarak pQE60 vektorii ColE1 orjininin replikasyonunu yapar
(Sekil 2.3).

2.1.8 In silico analiz araclar

LutR proteinine yonelik biyoinformatik analizlerde cesitli araclar kullanilmistir. Bu
araglar sunlardir: NCBI Entrez Protein Database, ClustalW2 Sequence Aligment,
MEGA 5.2.2, ExPasy’s Server, MEME Suit Server, UniProt Server, Subtilist
Server, Protein Data Bank (PDB), PyMOL Programa.
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2.2 Metodlar

2.2.1 Plazmid DNA izolasyonu

E.coli plazmid DNA izolasyonu manuel olarak veya “Qiagen Plasmid Purification Mini
Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA)” deney setleriyle iiretici firmanin hazirladigi kullanim

kilavuzu dikkate alinarak yapilmistir.

Manuel plasmid izolasyonunda, bakteri kiiltiirleri bir gecelik periyotlarda tiretilmis
ve olusan hiicreler 5.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek toplannmustir. Ust sivi
atildiktan sonra pelet 300 pl P1 tamponuyla (Ek B) resilispanse edilmistir.
Stispansiyonun tizerine 300 ul P2 tamponu (Ek B) eklenmis ve oda sicakliginda 5 dk
bekletilmistir. 5 dakikalik beklemenin ardindan 300 pul P3 tamponu (Ek B) eklenmis
ve lizat vizkoz hale gelinceye kadar tiipler alt iist edilerek karistirilmistir. Tiipler 15
dakika buzda bekletildikten sonra 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Ust
sivt 1,5 ml’lik yeni bir tiipe aktarilmis ve 0.7 hacim izopropanol eklenerek plasmid
DNA ¢okeltilmistir. 13000 rpm’de 30 dakika santrifiij yapildiktan sonra elde edilen
pelet 1 ml % 70’lik etanolle yikanmustir. 13000 rpm’de 5 dakika yapilan son
santrifiijle list s1vi, yani etanol atilmis ve etanol kalintilar1 tiiplerin 37°C’ta 30 dakika
bekletilmesiyle kurutularak uzaklastirilmistir. Son olarak pelet 15 pl EB tamponuyla
37C’ta 200 rpm’de ¢oziilmiis ve -20°C’ta saklanmustir. Izole edilen plazmid
DNA’lar % 0.8’lik agaroz jelde kontrol edilmistir.

2.2.2 Kromozomal DNA izolasyonu

B. subtilis PY79 susuna ait kromozomal DNA, Bacillus tiirleri i¢in olusturulan
standart prosediirle veya alternatif olarak “Qiagen-tips 20 (Qiagen Inc., Valencia,

CA)” deney seti kullanilarak izole edilmis ve saflagtirilmistir.

Standart prosediire gore, B. subtilis PY79’a ait bir gecelik kiiltiirden 1.8 ml aliarak
13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust sivi atilarak pelet 576 ul TE
tamponuyla vorteks yapilarak resiispanse edilmistir. Uzerine 6 ul RNase (10 mg/ml),
10 ul proteinaz K (20mg/ml), 24 ul lizozim (100mg/ml) ve 30 pl 10 % SDS eklenmis
ve karisim 37 C’ta 1 saat bekletilmistir. 100 ul SM NaCl ¢ozeltisi karigimin iizerine
eklenmis ve vorteks yapmadan pelet olusumu gozleninceye kadar karistirilmistir.
Onceden 65 C’ta 1sitilmis 80 pl CTAB/NaCl ¢dzeltisi eklenmis ve karisim 10 dakika

65 C’ta bekletilmistir. Ardindan 6rnek, yeni hazirlanmis fenol:kloroform:izoamilalkol
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(25:24:1) cozeltisiyle ekstrakte edilmis ve 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij
yapilmstir. Ust faz yeni bir 1.5 ml’lik tiipe aktarilmis ve 0.7 hacim izopropanolle
karistirildiktan sonra 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Ust sivi
uzaklastirildiktan sonra pelet 1 ml %70 etanolle yikanarak 13000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Etanol atildiktan sonra etanol kalintilar1 37 T’ta yaklasik 1 saat
bekletilerek uzaklastirilmis ve olusan pelet 10 ul TE tamponunda ¢oziilmiistiir. Isole
edilen kromozomal DNA’lar 37C’ta 3 saat c¢alkalandiktan sonra +4° C’ta
saklanmistir.  Izole DNA’lar %]1’lik agaroz jelde kontrol edilmistir.
Konsantrasyonlarini belirlemek i¢in 260nm ve 280nm’deki absorbanslari okunmusg

ve safliklar1 NanoDrop cihazinda belirlenmistir.

2.2.3 RNA izolasyonu

B.subtilis hiicreleri GSBMM (Glucose Salt-Based Minimal Medium) besiyerinde
(EK A) iiretilmis ve santriftij yapilarak pelet halinde toplanmistir. Total DNA
izolasyonunda 1 mg RNA baglama kapasitesi sahip “Qiagen RNeasy Midi Kit
(Qiagen Inc., Valencia, CA)” deney seti kullanilmistir. 10.000 g’de 5 dakika santrifiij
yapilarak toplanan hiicre peleti izolasyondan énce -80 C’ta depolanmistir. Izolasyon
islemleri oda sicakliginda gerceklestirilmis ve RNA degredasyonunu engellemek i¢in
RNAZz’s1z ortam sartlar1 saglanmistir. Santrifiij igslemleri, aksi sdylenmedigi siirece,
11000 rpm’de 15-30 saniye yapilmistir. Guanidin hidroklorid igeren RLT Liziz
tamponuna, kullanilmadan hemen 6nce f—merkoptoetanol (B-ME) eklenmistir (1 ml
RLT tamponu i¢in 10 pl B-ME). Herhangi bir DN Az kontaminasyonu olmamas i¢in,
kullanilan kolonlarda “RNase free DNase Kit (Qiagen)” deney setiyle DNAz-I
kesimi yapilmistir. Peletler -80 C’tan ¢ikartilip buzda bekletilerek ¢oziilmiis ve her
bir tliipe 3 mg/ml lizozim igeren TE tamponundan 100 pl ekleyip vorteks yapilarak
peletler resiispanse edilmistir. 10 dakika oda sicakliginda beklettikten sonra iizerine
250 pl % 96’lik etanol eklenmis ve santriflij yapmadan pipetajla karistirilmastir.
Ornekler RNeasy kolonlarma aktarildiktan sonra santrifiij yapilmistr. Alt sivi
atildiktan sonra kolonlara 350 ul RW1 tamponu eklenmis ve santrifiij yapilarak alt
swvi atimustir. DNA kalintilarini uzaklagtirmak amaciyla membran iizerine RDD
tamponu ve DNaz-I karisimindan 80 pl damlatilmigtir (10 pl DNaz-1 + 70 ul RDD
tamponu). Oda sicakliginda 350 pl RW1 tamponu eklendikten sonra santrifiij yapilip,
alt stvi atildiktan sonra toplama tiipleri degistirilmistir. 500 ul RPE tamponu

eklenerek santrifiij isleminden sonra alt sivi atilmis ve bu basamak bir kez daha
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tekrarlanmustir. ikinci kez RPE tamponu eklendiginde santrifiij 2 dakika siireyle
yapilmis ve alt sivi atilmistir. Toplama tiipii tekrar degistirilerek tamamen kurumalari
icin kolonlar tekrar santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda kolonlar 1,5 ml’lik
tiiplere yerlestirildiktan sonra dogrudan membran iizerine 50 pl RNaz’siz su
damlatilmis ve 0.2 pl ‘lik tiiplere 10 pl‘lik alikotlar yapilmustir. Ornekler sivi

nitrojenle dondurulduktan sonra -80 C’ta saklanmuistir.

2.2.4 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Hedef DNA bolgelerini cogaltmak icin Tag DNA polimeraz veya Pfu DNA
polimeraz enzimleri ile birlikte genel Polimeraz Zincir Reaksiyon (Polimerase Chain
Reaction, PCR) metodlar1 kullanilmigtir. Kullanilan oligoniikleotit primerler Cizelge

2.2.’de listelenmistir.

Cizelge 2.2 : Bu tez calismasinda kullanilan primerlerin listesi.

yuxO.QPCR.forward

5’-tca gtg gec ctg geg gaa-3’

yuxO.QPCR.reverse 5’-cag cct ctc ttg ctc gtc-3’
yuxO.Emsa.forward 5’-cca cgt act caa cgg aga aat-3’
yuxO.EMSA.reverse 5’-ctc aat acc aag cgc ttc aag-3’
yvnB.EMSA.forward 5’-tga ggt gat cgt gat gtt gtg-3’
yvnB.EMSA.reverse 5’-atg gcc gec aga caa aac gga-3’
rpsP.EMSA.forward 5’-cag ccg gat att atc aat gcc 3’
rpsP.EMSA.reverse 5’-tgc tce cat acg ttt taa acg 3’
ytsD.EMSA.forward 5’-ccg ctg gaa gag cgt tta ttc 3’
ytsD.EMSA.reverse 5’-caa att tcg cag gat gag ctg 3’
yodT.EMSA.forward 5’-ctt ggc ccg cat aaa atg tcg3’
yodT.EMSA.reverse 5’-cga gct aag ctc tgg ctt aat 3’
yvsG.EMSA .forward 5’-tgc aca gct tct tga age gga 3’
yvsG.EMSA.reverse 5’-agc gat gec tcc cat gat gtg 3’
yutK.EMSA.forward 5’-ccc aac ctt gat gtc ctt gaa 3’
yutK.EMSA.reverse 5’- cgc gat agc aat gat cgc aac 3’
IrpB.EMSA.forward 5’-gtt acc ttc tgt gat atg ctg 3’
IrpB. EMSA.reverse 5’-ttc ttt cca ttg tat ccg age 3’
nasA.EMSA.forward 5’-taa ttg gga tgc ggc teg ctt 3°
nasA. EMSA.reverse 5’- agt gag tgg atg acc gct agt 3’

Kalip olarak Bacillus subtilis PY79 kromosomal DNA veya ilgili plasmid DNA
kullanilmistir. Her iki DNA polimeraz enzimi i¢in Cizelge 2.3 ve Cizelge 2.4’de

belirtilen kendilerine 6zel reaksiyon karisimlar1 kullanilmistir. Primerlerin ve
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dNTP’lerin final konsantrasyonlar1 sirasiyla 0.5 uM ve 0.2 uM dir. PCR reaksiyon
sartlar1 genellikle ayn1 olup denatiirasyon (denaturation), baglanma (annealing) ve
uzama (extention) olmak iizere 3 ana adimdan olugmaktadir. PCR sartlar1 sadece
ileri ve geri primer ciftlerine bagli olarak “baglanma sicakligi (Tm)” agisindan

farklilik gostermistir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.3 : Itag DNA polimeraz enzimi i¢in PCR reaksiyon karisimi.

Bilesenler 20 pl 50 pl
1 10 X Itaq tamponu 2 5
2 dNTP 2 5
3 lleri Primer 0.5 1
4 Ters Primer 0.5 1
5 Kalip DNA 1 1
6 Itaq DNA polimeraz 0.5 0.5
7 dH20 13.5 36.5
Cizelge 2.4 : Pfu DNA polimeraz i¢in PCR reaksiyon karigima.
Bilesenler 20 ul S0l
1 10 X Pfu tamponu 2 5
2 dNTP 2 5
3 Ileri Primer 0.5 1
4 Ters Primer 0.5 1
5 Kalip DNA 1 1
6 Pfu DNA polimeraz 0.5 0.5
7 dH20 13.5 36.5
Cizelge 2.5 : PZR reaksiyon sartlar1.
Asama Sicakhk  Siire Tekrar
Baslangic denatiirasyonu 94 °C I' 1 kez
Denatiirasyon 94 °C I'
PrimerBaglama (Annealing) 51°C ' 30 dongi
Ekstansiyon 72 °C I'
Son Ekstensiyon 72 °C 15' 1 kez
Bekleme 4 °C 00 1 kez
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2.2.5 DNA dizi analizi icin PCR yontemi

ChIP deneylerine ait transformasyon taramalarinda, EcoRI enzim kesimi sonucunda
agaroz jelde bir bant/bantlar belirlendikten sonra, bu insertleri tasiyan kolonilere ait
plasmidler, DNA Dizi PCR’inda kalip DNA olarak kullanilmistir. Dizilemede
kullanilan primerler M13-Ileri veya M13-Ters primerileridir. Her bir Dizi PCR’1inda
bu primerlerden sadece biri kullanilmistir. Dizi PCR’inda kullanilan bilesenler
Cizelge 2.6’da verilmistir. Dizi PCR’inda baslangic sicakligi 95C’dir (5 dakika).
Cizelge 2.7°de belirtigi gibi 30 dongii siiresince denatiirasyon sicakligit 95C (30
saniye), baglanma sicakligi 50 C (10 saniye) ve uzama sicakligi 60 C (4 dakika)’dir.

Cizelge 2.6 : Dizileme PCR reaksiyon bilesenleri.

Bilesenler Miktar
1 5x Reaksiyon Tamponu 2
2 MI13-Primer (lleri veya Ters) (10 pmol) 1 ul
3 Big Dye Terminator v3.1 2
4 Kalip DNA I ul
5 dH20 4 ul
TOPLAM 10 pl

Cizelge 2.7 : Dizileme PCR reaksiyon sartlar1.

Asama Sicakhk  Siire  Tekrar
Baslangi¢ denatiirasayonu 95 °C 5 1 kez
Denatiirasyon 95 °C 30"

Primer baglama (Annealing) 50 °C 10" 30 dongii
Ekstensiyon 60 °C 4"

Son ekstensiyon 60 °C 1 1 kez
Bekleme 4°C 0 1 kez

Dizi PCR’1 tamamlandiktan sonra, reaksiyon icerigini saflastirmak i¢in: 25 pl %96
etanol ve 1 ul 3 M sodyum asetat (pH:8) ¢ozeltisi, 10 pl’lik PCR reaksiyon karisimi
iizerine eklenmis ve reaksiyon tiipli 15 dakika buzda bekletilmistir. Karigim 14000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis ve st siv1 atilmistir. Pellet 250 pl % 70 etanolle
yikanip 14000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Ust siv1 atildiktan sonra etanol
kalintilar1 95 C’ta 4 dakika bekletilerek kurutulmustur. Son olarak pellet iizerine 20

pl formamid eklendikten sonra dizi analizi yapilincaya kadar karanlik bir ortamda
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+4C’ta saklanmistir. Dizi analizi i¢in Applied Biosystem (ABI) tarafindan temin
edilen cesitli 6zel yapilarla birlikte Avant 3130 Genetic Analyzer (50 cm

uzunlugunda kapiller dizilerle birlikte POP7 polimeri) cihazi kullanilmistir.

2.2.6 PolyA-kuyrugu ekleme reaksiyonu

ChIP-DNA’lar sonikasyonla elde edildikleri i¢in teorik olarak farkli tipte uglara
sahiptirler. Bu nedenle normal PCR {iriinlerinden farklidirlar: 5’-uzantili veya 3°-
uzantili olabilecekleri gibi kor uglu da olabilirler; ayrica uygun bir vektore
klonlanmak i¢in poli-A kuyrugundan da yoksundurlar. Bu sorunu telafi etmek i¢in,
Itag DNA polimerazin dATP ekleme o6zelli§inden yararlanilmistir. Bunun i¢in
kullanilabilecek birkac alternatiften biri Taq DNA polimeraz ve dATP kullanilarak
ChIP-DNA’larin 3’ uclarinda tek zincirli DNA (-AAAAA...) olusturmaktir.

Taq DNA polimerazin kendine 6zgili ve dnemli 6zelliklerinden biri, DNA parcalar1
PCR ile cogaltilirken kalip DNA’ya ihtiyag duymaksizin kor uglu ¢ift zincirli
DNA’nin 3’ ucuna bir veya birden fazla dANTP eklemesidir. Reaksiyonda dort
niikleottidin (A, T, G, C) karisimi varsa bu enzim dort niikleotitten herhangi birini
ekleyebilir. Ancak, suan i¢in nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, dATP
niikleotidini eklemeyi tercih etmektedir (Clark, J. M., 1988). Bu islemin ardindan
poli-A ekli ChIP-DNA’lar, her iki ucunda poli-T uzantilar1 bulunan uygun bir

vektore T/A klonlama ydntemiyle klonlanabilir.

Yukarida bahsedilen o6zellikler, tez calismasi kapsaminda uygulanan ChIP
deneylerine adapte edilmis ve asagidaki adimlar takip edilmistir: DNA-protein
komplekslerini elde etmek i¢in “Ni-NTA-Resin Protein Purification System” deney
seti ile protein izole edildikten sonra, proteinler uzaklastirilarak ChIP-DNA’lar
DNA-protein kompleksinden saflastirilmistir. Bu DNA parcalariin 3’ uglarina poli-
A kuyrugu eklemek i¢in 2 pl 10x Itaq tamponu, 2 pul dATP, 8 ul ChIP-DNA, 0.5 pl
Taq DNA polymerase and 7.5 pul dH,O eklenmistir. Toplam hacim Cizelge 2.8’de
gosterildigi gibi 20 pl olarak ayarlanmistir. Reaksiyon adimlar1 Cizelge 2.9’da
belirtilmistir. Poli-A ekli ChIP-DNA’lar (PATA-DNA) -20 C’ta saklanmis ve
pGEM-T easy veya pDRIVE vektorlerine klonlamak i¢in kullanilmastir.
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Cizelge 2.8 : Taq DNA polimeraz ile PolyA-kuyrugu ekleme reaksiyonu.

Bilesenler Miktar
1 Taq Tamponu (10x) 2 ul
2 dATP 2 ul
3 ChIP-DNA 8 ul
4 Taq DNA polimeraz 0.5 ul
5 dH,O 7.5 ul
Toplam 20 ul

Cizelge 2.3 : PolyA-kuyrugu ekleme reaksiyon sartlar1.

Asama Sicakhk Siire
Baglangi¢ denatiirasyonu 94 °C 4
PolyA ekleme 72°C 30
Bekleme 4°C 0

2.2.7 Agaroz jel elektroforezi

Elektroforez i¢in kullanilan agaroz jelin konsantrasyonu kullanilan DNA
materyalinin tipine bagl olarak Cizelge 2.10°daki gibi secilmistir. Elektroforez
islemi yatay bir elektroforez tankinda uygulanmistir. DNA 6rneklerinin elektroforezi,
final konsantrasyon olarak 1xTAE tamponu (Ek B) ve 0.2 ug/ml etidyum bromid
iceren notral agaroz gel sisteminde yapilmustir. Ornek miktarma bagh olarak jel
yiikleme boyasi (6X) eklenmistir. Elektroforez islemi bromofenol-blue boyasi
orneklerin uygun uzakhiga yiritildigini gosterinceye kadar 80-120 Voltta 35-50
dakika stireyle uygulanmistir. DNA bantlar1 kisa dalgali UV transilliiminator (UVP)
cthaziyla goriintiilenmis ve Vilber Lourmat Gel Imaging System ile fotograf
cekilmistir. DNA bantlarmin molekiiler agirliklari belirlemek i¢in ¢esitli tiplerdeki
DNA belirtegleri kullanilmistir.

Cizelge 2.10 : Farkli 6rnekler i¢in agaroz jel konsantrasyonlar1.

Ornek Agaroz konsantrasyonu
Kromozomal DNA % 0.6

Plasmid DNA % 0.8

Plasmis enzim kesim iirtinleri % 1

PCR iiriinleri % 1,5-2
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2.2.8 PZR saflastirma

PZR saflagtirma islemi normal PZR reaksiyonundan veya Poli-A ekleme
reaksiyonundan sonra QIAquick PCR Purification Kit Protocol talimatlarma gore
yapilmistir. Bu protokole gore, 1 birim PCR 6rnegine 5 birim PB tamponu eklenmis
ve karistirilmistir. Ornegin, 100 ul PCR iiriiniine 500 pl PB tamponu eklenmistir. 2
ml’lik toplama tiipline bir QIAquick Spin kolonu yerlestirildikten sonta PCR iiriinii
ve PB tamponu karisimi, DNA’y1 baglamak i¢in QIAquick Spin kolona ytliklenmis
ve 13000 rpm de 1 dakika santrifiij edilmistir. Alt siv1 atilip kolon tekrar toplama
tiipline yerlestirilmistir. 0.75 ml PE tamponuyla yikandiktan sonra 13000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilmistir. Alt siviy1 atip, kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilerek
maksimum hizda ek bir santrifiij daha yapilmistir. Bu santrifiijden sonra toplama
tiipli de atilmis ve kolon yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipe yerlestirilmistir. Son
olarak, membranin tam ortasma 20-50 pl EB tamponu (10 mM Tris-Cl, pH 8.5)
damlatilmis ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Tipte toplanan {iriin -
20 C’ta saklanmustir.

2.2.9 Gel ekstraksiyon yontemi

Hedef DNA parcalarin1 agaroz jelden tekrar geri kazanmak i¢cim “MinElute Gel
Extraction (Qiagen Inc., Valencia, CA)” deney seti kullanilmistir. Jel ekstraksiyon
islemi Qiagen’in talimatlarina gore uygulanmistir: DNA bandini igeren jel parcgasi
ince bir sekilde kesilerek jelden almip agirligi tartilmistir. Kesilen jel parcasinin
agirligi 1 birim kabul edilerek 3 birim QG tampon eklenmistir. Ornegin 100 mg jel
parcasi tizerine 300 pl QG tamponu eklenmis ve eger renk sar1 degilse, tizerine 10 pl

3M sodyum asetat (pH 5.0) eklenmistir.

Jel parcasini igeren QG tamponu 2-3 dakikada bir kisa vorteks yapilarak 10 dakika
siireyle 50°C’ta bekletilmistir. Jel tamamen eridikten sonra, 1 birim isopropanol
eklenmis karistm MinElute kolona aktarildiktan sonra 13000 rpm’de 1 dakika
santrifiij yapilmistir. Ardindan alt siv1 atilarak MinElute kolon tekrar ayni toplama
tiipiine yerlestirilmistir. Ek bir 0.5 ml QG tamponu tekrar eklenip santrifiij adimi1
tekrar edilmistir. Alt stv1 atildiktan sonra kolonu yikamak i¢in 0.75 ml PE tamponu
eklenmistir. Kolon 2-5 dakika bekletildikten sonra 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Alt siv1 atildiktan sonra bos kolon bir veya birka¢ kez tekrar santrifiij

edilmistir. Bu islemin sonunda kolon yeni bir 1.5 ml tiipe yerlestirilmis ve kolonun
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tam ortasina 10 pl EB tamponu damlatilmistir. Birka¢ dakika EB tamponunun tiim
kolona yayilmas1 beklendikten sonra 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. 1.5
ml’lik tiipiin dibinde plasmid DNA’y1 igeren ¢ozelti -20 C’ta saklanmistir. Bir miktar

alikot alinarak ekstraksiyonu dogrulamak i¢in agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.

2.2.10 PCRiiriinlerinin pGEMT-Easy vektoriine ligasyonu

Ligasyon isleminin kullanim amaglarindan biri poli-A eklenmis ChIP-DNA’larin
pGEM-T Easy vektoriine klonlanmasidir. Ligasyon karistmmin toplam hacmi 20 pl
olup, Cizelge 2.11°de gosterildigi gibi 10 pul 2X Rapid Ligation Buffer, 1 pl
pGEM®-T Easy Vector (50 ng/ul), 1 ul T4 DNA Ligase, 8 ul insert DNA (PATA-
DNA)’dan olugmaktadir. Reaksiyon karisimi 22C’ta 1 saat, 16°C’ta bir gece (16
saat) inkiibe edilmistir. Ligasyon tamamlandiktan sonra karisim E. coli Topl10F’

hiicresine transformasyon i¢in kullanilmistir.

Cizelge 2-4 : pGEM-T Easy vektorii ligasyon reaksiyon igrerigi.

Bilesenler Miktar
2X Rapid Ligation Buffer 10 pl
pGEM®-T Easy Vector (50 ng/ul) I ul
T4 DNA Ligase 1wl
insert DNA (PATA-DNA) 8 ul
TOTAL 20 ul

2.2.11 PCRiiriinlerinin pDRIVE vektoriine ligasyonu

Ligasyon reaksiyonunun diger bir kullanim amac1 poli-A eklenmis ChIP-DNA’larin
pDrive vektoriine klonlanmasidir. Bu vektor,ChIP-DNA parcalarmin klonlanmasinda
alternatif olarak kullanilmistir. Ligasyonun gerceklesmesi icin 10 pl 2x master mix
buffer, 1 pl pDrive vector (50 ng/ul), 6 ul insert DNA (PATA-DNA) ve 3 ul dH20
eklenerek son hacim 20 pl’ye tamamlanmistir. Reaksiyon karisimi 16 C’ta bir gece
(16 saat) bekletilmis ve 70C’ta 10 dakikada inhibe edilmistir. Ligasyon
tamamlandiktan sonra karisim E. coli ToplOF’ hiicresine transformasyon icin

kullanilmistir (Cizelge 2.12).
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Cizelge 2-5 : pDRIVE vektorii ligasyon reaksiyon igrerigi.

Bilesenler Miktar

1 2X Master Mix Buffer 10 ul
2 pDRIVE Vector (50 ng/ul) 1wl
3 insert DNA (PATA-DNA) 6 ul
4 dH,0O 13 ul
TOPLAM 20 pl

2.2.12 Restriksiyon enzim kesimi

Restriksiyon enzim kesimi ChIP-DNA’lar1 tasiyan transformantlarin taranmasi veya
ChIP-insertlerin biiylik miktarda elde edilmesi amaciyla kullanilmigtir. Plasmidlerin
cift kesimi i¢in, klonlama bodlgesinin her iki ucunda tanima bolgesi bulunmasi
nedeniyle EcoRI enzimi kullanilmigtir. Kullanim kilavuzu dikkate alinarak, EcoRI
enzimine 6zgii olan 10X tampon ¢ozeltisi toplam reksiyon hacminin 1/10 oraninda
eklenmistir. 1 pl Plasmid DNA ve 1-1.5 pl EcoRI eklendikten sonra toplam hacim
Cizelge 2.13°de belirtildigi gibi dH,O ile 10 pul’ye tamamlanmistir. Karigim 37 C’ta
1,5-2 saat inkiibe edilmistir. Reaksiyon sonunda Ornekler ileri islemler igin
kullanilincaya kadar -20C’ta saklanmistir. Biiyiik hacimlerde kesime ihtiyag

duyuldugunda kesim bilesenlerinin miktarlari uygun oranlarda arttirilmstir.

Cizelge 2-6 : Restriksiyon enzim kesimi reaksiyon icerigi.

Bilesenler Miktar
EcoRI Tamponu (10x) 1l
EcoRI Il
Plasmid DNA 2ul
dH,O 6 ul
TOPLAM 10 pl

2.2.13 Transformasyon
2.2.13.1 Elektrokompetent E. coli Top10F' hiicrelerinin hazirlanisi

E. coli elektrokompetent hiicreleri baz1 degisikliklerle birlikte Sambrook ve ark.
(1989) tarafindan tarif edilen protokol dikkate alinarak hazirlanmistir: Taze LB kat1
besiyerinden 250 m’lik erlendeki 10-40 ml LB sivi besiyerine (Ek A) E. coli
ToplOF' susu ekilmis ve duragan faz kiltiirii (6n kiiltiir) olusmasi i¢in bir gece
37C’ta liremeye birakilmistir. Elde edilen E.coli Top10F’ 6n kiiltiirti 250 ml’lik yeni
bir erlende tetrasiklin (15 pg/ml) iceren 400 ml 2xYT stv1 besiyerine 1:100 diliisyon
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oraninda eklenmistir. Kiiltiir yogunlugu ODggo: 0.6 degerine ulasincaya kadar 37
°C’ta 200 rpm’de ¢alkalamal1 inkiibatérde iiremeye birakilmistir. Ureme periyodu
sonunda elde edilen hiicreler 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilarak pelet halinde
toplanmis ve st stvi atilmistir. Pelet 40 ml soguk distile su ile resiispanse edilip 4000
rpm’de 10 dakika santrifiij yapilmustir. Ust siv1 atildiktan sonra, pelet 20 ml soguk
distile su ile resiispanse edilmis ve tekrar ayni sartlarda santrifiij yapilmstir. Ust sivi
son kez atildiktan sonra pelet % 10 gliserol iceren 1 ml soguk LB ile resiispanse

edilmistir. Son olarak tiiplere 40 ul’lik alikotlar halinde dagitilip —80 C’ta saklanmustir.
2.2.13.2 Elektrokompetent E.coli Top10F' hiicrelerinin transformasyonu

Transformasyon basamagi uygulanacagi zaman, daha 6nce hazirlanan ve -80C’ta
saklanan elektrokompetent E. coli ToplOF' hiicreleri alinmis ve 15 dakika buzda
bekletilmistir. Poli-A eklenmis ChIP-DNA’lar1 tastyan pGMET-Easy veya pDRIVE
vektorlerinden olusan ligasyon iirlinleri buzda bekletilen kompetent hiicre alikotlar1
iizerine eklenmistir. Tiiplerdeki karisim elle hafif¢e ¢alkalanip 6nceden sogutulmus
elektroporasyon tiiplerine aktarilmistir. Elektroporasyon tiipii elektroporasyon
cthazma yerlestirilmis ve 1800 volt uygulanmistir. Elektrik soku verildikten sonra 1
ml LB siv1 besiyeri karisimin {izerine dokiilmiis ve elektroporasyon tiipiindeki tiim
karisim 2 ml’lik ependorf tiipe aktarildiktan sonra g¢alkalamali inkiibatorde 200

rpm’de 37C’ta 1 saat liremeye birakilmustir.

Inkiibasyondan sonra, 5000 rpm’de 10 dk santrifiijle hiicreler toplanmis ve iist siv1
atilmistir. Pelet 100 pul % 0.85’lik tuz (NaCl) c¢ozeltisi (Ek B) ile resiispanse
edilmistir. Resiispansiyon mavi/beyaz koloni secilimi i¢in uygun miktarda
antibiyotik (100pg/ml ampicillin), 40 mg/ml X-gal ve 1 mM IPTG igeren secici LB

kat1 besiyerine ekilmistir.
2.2.13.3 Kimyasal (CaCl,) kompetent E.coli DHSa hiicrelerinin hazirlanmasi

Kimyasal olarak kompetent olan E. coli DHS5a suslarinin hazirlanmasi i¢in bazi
degisikliklerle birlikte Sambrook ve ark. (1989)nin tarif ettigi protokolden
yararlanilmistir: Taze E. coli DHS5a on kiiltiiriil0-40 ml LB besiyerine ekilerek
37Cta bir gece iiremeye birakilmstir (Ek A). 300 pl’lik 6n kiiltiir 250 mI’lik erlende
bulunan 50 ml yeni LB sivi besiyerine aktarilmis ve eksponansiyel faz elde
edilinceye kadar 37°C’ta calkalamali etiivde yaklasik 2-3 saat bekletilmistir. Elde

edilen kiiltiir ikiye boliinerek dnceden sogutulmus falkon tiiplere aktarilmig ve bu

50



tiipler 10 dakika buzda bekletilmistir. Sogutma isleminden sonra falkon tiipler 4000
rpm’de +4C’ta 10 dakika santrifiij yapilip iist sivi atilmistir. Her bir pelet, buzda
sogutulmus 5 ml 10 mM CaCl, eklenerek vorteks yardimiyla resiispanse edilmistir.
Hiicreler tekrar 4000 rpm’de +4 C’ta 10 dakika santrifiij yapilarak toplanmis ve iist
sivi atilmistir. Son basamakta her bir pelet buzda sogutulmus 1 ml 75 mM CaCl, ile
dikkatli bir sekilde ¢oziilmiistiir. Kompetent hiicreler 100 pl’lik hacimlerde

alikotlanarak -80 C’ta saklanmuistir.
2.2.13.4 E.coli DHS5a CaCl, kompetent hiicrelerin transformasyonu

E. coli DH5a hiicrelerinin transformasyonu asagida belirtildigi gibi 1s1 soku
metoduyla gergeklestirilmistir: Onceden hazirlanan ve -80C’ta saklanan kompetent
E. coli DH5a hiicreleri ¢ikarilip 15 dakika buzda bekletilmistir. 100 ul kompetent
hiicre iceren mikrosantrifiij tiipleri 10 pl ligasyon iiriinii ile karistirilmis ve 30 dakika
buzda bekletilmistir. Ligasyon {iriinlerinin kompetent hiicreler tarafindan hiicre igine
almmasmi saglamak amaciyla 42°C’ta 90 saniye bekletilerek 1s1 soku etkisi

uygulanmis ve hemen ardindan buza alinarak 4 dakika bekletilmistir.

Her bir tiipiin icine 900 pl 2XYT sivi besiyeri eklenmis ve hiicreler calkalamali
etlivde 37 C’ta 1 saat iiremeye birakilmistir. Ardindan 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiij yapilip st sivi dokiilmiistiir. Pelet 100 pl % 0.85 NaCl ile resiispanse
edilmis ve Amp (100 pg/ml)/XGal (40 mg/ml)/IPTG (1 mM) igceren LB kati
besiyerine yayma ekim yapilmistir. 37 C’ta bir gece (16 saat) liremeye birakiltiktan
sonra mavi/beyaz koloni se¢im yontemine gore beyaz koloniler se¢ilmis ve bu

kolonilerden plasmid izolasyonu yapilmistir.

2.2.14 Protein izolasyonu ve analizi

LutR proteininin hem B. subtilis kromozomal DNA hem de SinR proteini ile
aralarindaki iliskiyi inceleyebilmek icin Ni-NTA-Resin Protein Saflastirma Sistemi
(Qiagen) kullanilarak pQE60::[utR::spc ve pQEG60::sinR::spc suslarindan, LutR ve
SinR proteinleri dogal sartlarda izole edilmistir. Saflastirma siirecinde proteinlerin
degredasyonunu onlemek amaciyla hiicreler, proteinler ve ¢ozeltiler siirekli olarak

+4-8 'C’ta muhafaza edilmis ve sogutmali santrifiij kullanilmigtir.
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2.2.14.1 Protein izolasyonu icin biiyiik dlcekli IPTG indiiksiyonu

Protein izolasyonu i¢in her defasinda indiiklenebilir plasmidleri (pQE60::yvfI veya
pQEG60::sinR) iceren E. coli mutant suslarin bir gecelik yeni on kiltliri
hazirlanmistir. Bu 6n kiiltiirden 50 ml alimarak 1 1t LB-Amp (Amp son
konsantrasyonu 100 pg/ml) sivi besiyerine ekim yapilmistir. ODgoo degeri 0.6’ya
ulagincaya kadar 37 °C’ta inkiibe edilmistir. ODggo degeri 0.6’ya ulastiginda 1 ml
“indiiklenmemis Ornek (Inm) = uninduced Sample (Unl)” alinmistir. indiiklenmemis
ornek aldiktan hemen sonra besiyerine 1 M IPTG stok ¢ozeltisinden 1 ml eklenerek
indiikleme gerceklestirilmistir. indiiklenmis kiiltiir ¢alkalamal etiivde 37°C’ta 5 saat
inkiibe edilmis ve 5 saatlik {ireme periyodundan sonra 1 ml “indiiklenmis 6rnek (Ind)
= induced Sample (Ind)” alinmistir. 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilarak
hiicreler toplanmig ve iist sivi atilmistir. Olusan pelet liziz tamponuyla (Ek B)

resiispanse edilip protein izolasyonunun ileri asamalar1 i¢in -80 C’ta saklanmustir.
2.2.14.2 Ni-NTA-Resin protein saflastirma sistemi

Indiiksiyon asamasindan sonra proteinlerin izolasyonu igin hiicreler énce dondur-¢6z
yontemiyle, ardindan lizozim enzimi yardimiyla parcalanmistir. Peletler tizerine 100
mg/ml lizozim eklendikten sonra 30 dakika buzda bekletilmistir. Ardindan
sonikasyon yontemiyle (10 periyot; 10 saniye darbe, 30 saniye dinlenme, 50 W)
hiicreler daha fazla pargalanmaya maruz brrakilmistir. Hiicre lizat1 +4C’ta 15000
rmp’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust stvidan 1 ml’lik fraksiyonlar alinarak yeni
1.5 ml’'lik tiiplere aktarilmistir. Bu lizatta E. coli hiicresindeki biitiin proteinler
bulunmaktadir. Her bir tiipe 1:10 oraninda Ni-NTA-Resin ¢6zeltisi eklenmis (1 ml
lizata 0.1 ml Ni-NTA-Resin ¢ozeltisi) ve baglanma reaksiyonu i¢in +4°C’ta 50
rpm’de hafif calkalayarak 30-45 dakika bekletilmistir (10 upl resinin baglanma
kapasitesi 50-100 pg 6xHis-etiketli protein). Baglanma inkiibasyonunun ardindan,
resinin pelet halinde toplanmasi icin tiipler 1000 g’de 1 dakika santriftij edilmistir.
Ust sivi tamamen almip “baglanmamis 6rnek (Bgm)=Unbound (Unb)” olarak
etiketlendikten sonra SDS-PAGE analizi i¢in -20T’ta saklanmistir. Bu ornekte

resine baglanmayan biitlin proteinler yer almaktadir.

Resin peleti 1 ml 10 mM liziz tamponuyla (L10) 1 kez, 20 mM yikama tamponuyla
(Y20) 3 kez ve 50 mM yikama tamponuyla (Y50) 1 kez yikanmistir (Ek B). Tiipler
1000 g’de 1 dakika santrifiij edilip ve her yikama asamasinda iist siv1 dikkatli bir
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sekilde alarak yeni tiiplere aktarilmistir. Bu {ist sivi ornekleri Yikama-1 (Y1),
Yikama-2 (Y2), Yikama-3 (Y3) vs. seklinde etiketlenmistir. Yikama islemlerinin
sonunda hedef proteinler (LutR veya SinR) 60-100 pl eliisyon tamponu (Ek B) ile 4-
5 kez resinden uzaklastirilarak toplanmistir. Eliisyon-1 (E1), Elisyon-2 (E2),
Eliisyon-3 (E3) vs. seklinde etiketlenen bu eliisyon ornekleri ileri asamalarda

kullanacak olan hedef proteinler LutR veya SinR’1 i¢germektedir.
2.2.14.3 Kantitatif protein analizi: Bradford Assay

Eliisyon 6rneklerindeki protein konsantrasyonlar1 Bradford (1976)’ya gore Bradford
Protein Assay kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢in 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2
mg/ml sigir serum albumin (BSA) standartlar1 kullanilarak dogru bir standart egrisi
olusturulmustur. 96-kuyulu mikroplate’e 250 pl Bradford reaktifi eklendikten sonra
standart BSA cozeltilerinden ve her bir eliisyon Orneginden 5 pl alinarak
kuyucuklardaki Bradford reaktifi lizerine aktarilmistir. Ardindan homojen olacak
sekilde karistiritlip 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Protein Orneklerinin
konsantrasyonlar1 “mg/ml” cinsinden belirlendikten sonra

http://molbiol.edu.ru/eng/scripts/01 04.html web sayfasi kullanilarak “nM” veya

“uM” cinsinden molar konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
2.2.14.4 Kalitatif protein analizi: SDS-PAGE

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) veya Denatiire
Edici Jel Elektroforezi, Laemmli (1970) nin protokoliine goére uygulanmistir. Protein
saflastirlama islemlerinin kalitesini ve proteinlerin goreceli molekiiler kiitlelerini
analiz etmek i¢cin % 15 ayirma jeli (separating gel) ve % 12 istifleme jeli (stacking
gel) kullanilmistir. Proteinlerin molekiiler agirliklari, jeldeki bant profillerinin
boyanmamis protein molekiiler belirte¢ (Unstained protein molecular weight marker,

Fermentas) ile karsilastirilarak belirlenmistir (Ek D).

Indiiksiyonun  verimliligi  indiiklenmemis &rnek ile indiiklenmis 6rnegin
karsilagtirilmasi ile degerlendirilmistir. Bunun i¢in indiikklenmemis ve indiiklenmis
orneklere 50 pl 3xSDS yiikleme boyasi ve toz halinde lizozim enzimi eklenmistir.
Hiicrelerin parcalanmasi i¢in +4°C’ta 30 dakika bekletilmistir. Bununla beraber,
proteinlerin safliklarini kontrol etmek icin, izole edilen protein 6rneklerinden 10 pl
almip tlizerine 5 pl 3xSDS yiikleme boyasi eklenmistir. Biitiin 6rnekler (hem lizozim

ve 3xSDS ile muamele edilen indiikklenmemis ve indiiklenmis hiicreler hem de
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sadece 3xSDS eklenen izole edilmis protein 6rnekleri) 99°C’ta 5 dakika bekletilerek
denatiire edilmistir. Denatiirasyonun ardindan 6rnekler SDS-PAGE jeline yiiklenip
80-120V°da yaklasik 2 saat kadar yiirtitilmiistiir. Yiriitme isleminin ardindan jeller
cikartilarak SDS-PAGE boyama ¢o6zeltisine (EK B) aktarilarak 37 °C’ta 1 saat
boyanmistir. Bir gece boya giderici ¢ozeltide (Ek B) bekletildikten sonra bantlar

incelenmistir.

2.2.15 Kromatin Immiinopresipitasyon Yontemi [Chromatin

Immunoprecipitation Assay (ChIP)]

ChIP analizlerini yapmak amaciyla Molle ve ark. (2003) ve Fawcett ve ark.
(2000)’nin  olusturduklar1 yontem esas almarak yeni bir ChIP yontemi
olusturulmustur. Olusturdugumuz bu yeni ChIP yonteminin en Onemli
farkliliklarindan biri baglanma ve fiksasyon islemlerinin, in vivo degil, in vitro
olmasidir. Bu nedenle deney siirecinde ne kadar DNA ve protein kullanilmasi
gerektigini belirleme zorunlulugu olugsmaktadir. Yeni ChIP yonteminin diger 6nemli
ve avantajli 6zelligi, hedef proteini ¢esitli agaroz matrikslerle ortamdan izole etmek
icin kullanilan proteine 0Ozglin antikorlarm kullanilmamasidir. Klasik ChIP
yonteminde DNA-protein baglandiktan ve DNA kiiciik parcalara parcalandiktan
sonra, hedef proteinin DNA’ya baglanmasiyla olusan DNA-protein kompleksleri,
ortama eklenen proteine 0zgii antikorlar ve bu antikorlarn baglanabildigi 6zel
matrikslerle 1izole edilir. Bu c¢alismada antikor kullanimi yerine, hedef
proteinlerimizin klonlama asamasinda tasarlanan ve sentezlendiklerinde yapisinda
mevcut bulunan 6xHis-kuyrugundan ve bu histidinlerin afinite gosterdigi NTA-Ni-
Resin matriksinden yararlanilmistir. ChIP deneylerinde baslica asagidaki adimlar

takip edilmigtir:
2.2.15.1 ChIP deneylerinin optimizasyonu
i. DNA’nin mekanik parcalanma sartlarinin belirlenmesi

ChIP analizlerinde elde edilmesi hedeflenen DNA pargalarinm biiytikligi 300-1000
bp’dir. Bu nedenle B. subtilis kromozomal DNA’sinin ideal kiiciikliige parcalanmasi
icin kullanilacak sonikasyon sartlarmin optimize edilmesi gerekir. Bu amagla 15

saniye darbe, 25 saniye dinlenme olacak sekilde 7.5 dakika siiren sonikasyon

54



asamasinda her dinlenme adiminda 10 pl O6rnek alimmustir. Toplanan Ornekler
sirastyla Shrl', Shr2, Shr3 vs. seklinde -etiketlenmistir. Toplanan Ornekler
parcalanmamis kromozomal DNA ile birlikte % 1’lik agaroz jelde yiiriitiiliip hangi
sonikasyon adiminda 300-1000 bp araligina ulasildig1 belirlenmistir.

ii. DNA konsantrasyonunun belirlenmesi

ChIP analizinin in vitro ortamda olmasi, deneyin baslangi¢ asamasinda kullanilmas1
gereken DNA miktarimi optimize etmeyi zorunlu hale getirmektedir. Bu amacla B.
subtilis PY79 susundan, biiyiik o0lgekte DNA izolasyonu yapilmistir. Molle ve ark.
(2003)’nin  kullandig1 50 ml’lik hiicre kiiltiirii dikkate alinarak 5.584, 11.168,
22.336, 44.672, 55.840 pg/ul olmak fizere ¢esitli konsantrasyonlardaki DNA
cozeltileri olusturulmustur. Daha once belirlenen optimum sonikasyon sartlarinda
mekanik olarak pargalanan DNA’lara ait ¢ozeltilerden 1 pl alinarak agaroz jelde
yiiriitiildiiglinde en iyi bant goriintiisiiniin alindigi DNA konsantrasyonu ChIP

analizlerinde baslangic DNA degeri olarak kabul edilmistir.
iii. Protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Klasik ChIP yOntemleri in vivo uygulandigi icin belirli bir protein
konsatrasyonundan bahsedilmemektedir. /n vivo ChIP yontemlerinde belirli bir
ireme fazinda elde edilen hiicrelerin dogal sitoplazmalarinda mevcut bulunan
proteinler iizerinden ChIP adimlar1 uygulanmaktadir. Ancak bu calismada ise, in
vitro olarak uygulanan ChIP yonteminde toplam hacmi 25 pul olan EMSA reaksiyon
karisimindaki protein miktar1 dikkate alinarak goreceli bir hesaplamaya gidilmistir.
Yapilan analizler sonucunda 1 ml ChIP reaksiyon tiiplinde 8-8.5 puM protein

kullaniminin uygun oldugu belirlenmistir.
iv. In vitro ChIP reaksiyon iceriginin belirlenmesi

Yeni ChIP protokoliiniin dogal hiicre i¢i sartlarda uygulanmamasi nedeniyle hedef
proteinin kromozomal DNA’ya baglanmasini saglayacak ideal reaksiyon ortamimin
belirlenmesinde EMSA reaksiyon sartlar1 dikkate alinmistir. Daha Onceki

calismalarda Hiiseyin Tayran (Yiiksek lisans tezi, 2008) tarafindan LutR proteini i¢in

! Shr, “Sheared DNA= Kirpilmis DNA” nin kisaltilmasi.
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belirlenen “5x-baglanma tamponu” ve optimum DNA/protein konsantrasyonlari

kullanilarak Cizelge 2.14’deki reaksiyon igerigi belirlenmistir.

Cizelge 2.7 : In vitro ChIP reaksiyon igerigi.

Bilesenler Miktar
5x baglanma tamponu 200 pl
Protein 8-8.5 uM
DNA 280 ng/ul
dH20 1 ml ye tamamlanir
TOPLAM 1 ml

v. ChIP-DNA izolasyonunda kullanilacak tasiyici polimerin hazirlanmasi

ChIP analizlerinin belirli bir asamasinda, hedef proteinin kromozomal DNA
parcalarina baglanmalar1 ile olusan DNA-protein komlekslerinden kiiciik DNA
parcalarini saflastirmak icin “Lineer Poliakrilamid Cozeltisi (LPA)” kullanilmistir.
Gaillard ve Strauss (1990)’un 6nerdigi protokole gore LPA ¢ozeltisi hazirlamak i¢in
40 mM Tris-HCl, 20 mM Na-asetat, | mM EDTA karisimi hazirlanip pH 7.8
degerine ayarlanmig ve igerisine % 5 Akrilamid eklenmistir (bisakrilamid eklenmez).
Ardindan 1/100 oraninda %10 amonyum persiilfat ve 1/1000 oraninda TEMED
eklenerek polimerlesmesi i¢in 30 dk bekletilmistir. Karisim vizkoz hale geldiginde
presipitasyon i¢in 2.5 hacim etanol eklenip santrifiij edilmistir. Elde edilen pelet bir
gece 20 hacim dH,O ile ¢alkalanarak resilispanse edilmistir. Elde edilen % 0.25°1ik

LPA ¢ozeltisi +4 C’ta saklanmis ve ChIP analizlerinde kullanilmistir.
2.2.15.2 ChIP analizinin uygulanmasi

Yeni ChIP protokoliiniin ara basamaklar1 belirlendikten ve optimize edildikten sonra,
ChIP deneyinin uygulamasma gecilmistir. Cizelge 2.14’deki degerler dikkate
almarak ChIP reaksiyon karisimi hazirlanmustir. ilk olarak deney tiipiine LutR
proteini hari¢ sadece 5x-baglanma tamponu, B. subtilis PY79 susundan elde edilen
kromozomal DNA ve dH,O eklendikten sonra kromozomal DNA’dan 300-1000
bp’lik parcalar elde etmek amaciyla sonikasyon yapilmistir. Sonikasyon oncesinde
tiipten 20 pl 6rnek alinarak “Total DNA (Tdn)” olarak etiketlenmistir. Optimize
edilen sartlarda mekanik parcalama yaptiktan sonra 20 pl 6rnek almip “Kirpilmig

DNA (Krp)=Sheared DNA” olarak etiketlenmistir. Total DNA ve Kirpilmis DNA
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orneklerinden 10 pl alarak % 1’lik agaroz jelde boyutlar1 kontrol edilmis ve 300-
1000 bp’lik DNA pargalar1 belirlendikten sonra ChIP reaksiyon tiipline Cizelge
2.14°de belirtilen miktarda LutR proteini eklenmistir. Ardindan 37 C’ta calkalamali
etivde 1 saat baglanma reaksiyonu gerceklestirilmistir (baglanma asamasi).
Ardindan DNA-protein etkilesimlerini durdurmak, elektrostatik etkilesimlerle geri
dontistimlii baglanan DNA ve proteinleri kovalent bag olusturarak geri doniistimsiiz
DNA-protein kompleksleri halinde sabitlemek amaciyla formaldehit (final
konsantrasyon % 1) ve fosfat tamponu (final konsantrasyonu 10 mM) (EK B)
eklenmistir. Oda sicakliginda ¢alkalamali etiivde 30 dakika bekletilmistir (fiksasyon
veya cross-link olusturma asamast). Formaldehit etkisini, diger bir ifadeyle capraz
baglarm olusumunu, durdurmak amaciyla glisin ¢ozeltisi (EK B) (final
konsantrasyon 125 mM) eklenip 10 dakika oda sicakliginda karistrmali etiivde

bekletilmistir (fiksasyon durdurma agamasi).

Olusan DNA-protein komplekslerini serbest DNA ve proteinlerden izole etmek icin
Ni-NTA-Resin Protein saflastirma asamasma gecilmistir. Bu amagla her bir
reaksiyon tiiptine 100 pl Resin ¢6zeltisi (Qiagen) eklenmis ve +4 C’ta rotatorda 30
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra +4T’ta 1000 g de 1
dakika santrifij yapilarak resin ¢ozeltisinin ¢okmesi saglanmistir. Serbest DNA
parcalarini ve proteinleri igeren tist sivi yeni bir tiipe aktarilarak “Baglanmamis 6rnek
(Bgm) = Unbound Sample (Unb)” olarak etiketlenmistir. Bundan sonra biitiin
santrifiijler +4C’ta 1000 g de 1 dakika uygulanmis ve yikama iglemleri yapilmistir.
Yikama islemlerinde 1 ml Yikama-20 ve Yikama-50 c¢ozeltileri (EK B)
kullanilmistir. Her yikama isleminden sonra resin peletine temas etmeden dikkatli bir
sekilde iist siv1 alinip yeni tiiplere aktarilmistir. islem sirasma gore alinan drmekler
Yikama-1 (Y1), Yikama-2 (Y2), Yikama-3 (Y3) vs. seklinde etiketlenmistir. Yikama
islemleri bittikten sonra resin matriksine bagli DNA-protein komplekslerini elde
etmek i¢in eliisyon ¢ozeltisi kullanilmistir. Eliisyon isleminden sonra elde edilen iist

sivt alinarak yeni bir tiipe aktarilmis ve “Eliisyon (E)” seklinde etiketlenmistir.

ChIP-DNA’larin  elde edilmesi i¢in eliisyon ¢ozeltisindeki DNA-protein
komplekslerinden proteinlerin uzaklastirilip DNA’larin saflagtirilmasi1 gerekir. Bu
amacgla Boliim 2.2.2°de bahsedilen kromozomal DNA izolasyon yodnteminden
yararlanilmistir. 100 pl eliisyon 6rnegine 10 pul 5SM NacCl eklenip bir gece (16 saat)
65 C’ta bekletilmistir. Ardindan 10 pl proteinaz K enzimi (20 mg/ml) ve 20 ul LPA
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iceren TE tamponundan 1:1 oraninda eklenmistir. Calkalamali etiivde 37°C’ta 2 saat
inkiibasyondan sonra 0.7 oraninda isopropanol eklenerek DNA’nin presipitasyonu
saglanmustir. Isopropanol eklendikten sonra 15-20 dakika -20C’ta bekletilmis ve
13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildiktan sonra {ist stv1 atilmistir. Ardindan 1 ml
soguk %70 etanolle yikanmip 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust sivi
atildiktan sonra tiipler bos halde tekrar 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
37C’ta etanol tamamen kurutulmustur. Elde edilen ChIP-DNA peleti 25 pl TE’de

resiispanse edilmis ve ileri ChIP agamalari i¢in -20 C’ta saklanmuistir.

ChIP-DNA’lar elde edildikten sonra ileri analizler i¢in ¢ogaltilmalar1 amaciyla uygun
bir vektére klonlanmalar1 gerekmektedir. Bu amacla ilk adim olarak Taq DNA
polimeraz ve sadece dATP niikleotitleri kullanilarak 3° uglara poli-A kuyrugu
eklenmis ve boylece TA klonlamaya uygun hale getirilmistir (Cizelge 2.15). Bu
asamada poli-A ekleme reaksiyon sartlar1 94 C’ta 4 dakika denatiirasyon, 72 C’ta 30
dakika poli-A ekleme (Taq aktivitesi) ve ardindan +4°C’ta bekletme seklinde

ayarlanmistir.

Poli-A  kuyrugu ekli ChIP-DNA’lar (PATA-ChIP-DNA) pGEMT-easy veya
PDRIVE vektorlerine Bolim 2.2.10 ve 2.2.11°de agiklanan sartlarda klonlandiktan
sonra mavi/beyaz koloni seg¢ilimiyle PATA-ChIP-DNA iceren beyaz koloniler
secilmistir. Secilen kolonilerden plasmidler izole edilerek EcoRI restriksiyon
enzimiyle tarama yapilmis ve plasmid bandma ek olarak 300-1000 bp’lik insert
iceren koloniler belirlenmistir. PATA-ChIP-DNA igeren plasmidler M13—ileri veya
M13-ters primerleriyle dizi analizleri yapilmistir. Dizi analizinde elde edilen veriler
NCBI-BLASTn programinda incelenerek insertiin B. subtilis kromozomal

DNA’sida karsilik geldigi gen bolgesi belirlenmistir.

Cizelge 2.8 : Poli-A kuyrugu ekleme reaksiyon igerigi.

Bilesenler Miktar
10X Taq Tamponu 2ul
dATP 2 ul
ChIP-DNA 4 ul
Itaq DNA polimeraz 0.5 ul
dH20 11.5ul
TOPLAM 20 pl

58



ChIP-DNA olarak belirlenen genlerin dogrulanmasi icin EMSA ve RT-qPCR
analizleri yapimistir. Bu amacgla ilk olarak ilgili genlerin EMSA analizlerinde
kullanilmak tizere 5’-promoter bdlgelerine karsilik gelen ve RT-qPCR analizlerinde
kullanilmak tizere 3’-mRNA kodlama bdlgelerine karsilik primerler tasarlanmistir

(Cizelge 2.2).

2.2.16 EMSA Yontemi (Electrophoretic Mobility Shift Assay = Elektro
Hareketlilik Kayma Deneyi)

Hem bu tez ¢aligmasma ait ChIP analizleri sonucunda hem de Dr. Oykii Irigiil-
Sonmez’e ait tez caligmast sonucunda LutR transkripsiyon faktoriiyle iliskili oldugu
belirlenen aday genleri analiz etmek ve LutR’m bu genlere ait prometer bdlgelerine
dogrudan baglanip baglanmadigini belirlemek amaciyla EMSA yonteminden

yararlanilmistir.

EMSA deneylerinde, LutR proteininin aday genlere ait yaklasik 300-500 bp’lik
promoter bdlgelerine karsi baglanma afinitesi incelenmistir. Bu amagla ilk olarak
ilgili genlerin promoter bolgelerinin PCR yoOntemiyle c¢ogaltilmasin1 saglayacak
primerler (ileri-geri) tasarlanmistir. Kullanilan primerler Cizelge 2.2°de verilmistir.
PCR iirtinleri Bolim 2.2.8’deki “Qiagen PCR Purification Kit” prosediiriine gore
saflastirilmis ve saflastirma kalitesi 1 pl 6rnegin 1 % agaroz jelde yiiriitiilmesi ile
kontrol edilmistir. Saflastirilan PCR {iriinii DNA’larin konsantrasyonu Qubit® 2.0
Flourometer veya Nanodrop 2000 Spectrophotometer cihazlar1 ile nanogram

cinsinden belirlenmistir.

Diger yandan E. coli (pQE60::/utR) ve E. coli (pQE60::sinR) suslar1 kullanilarak
bolim 2.2.14’deki prosediir takip edilerek LutR ve SinR proteinleri izole edilmistir.
Ardindan kalitatif-kantitatif analizleri yapilarak EMSA analizlerinde kullanilmak

iizere +4 C’ta saklanmustir.

DNA (ilgili genlerin promoter bolgeleri) ve proteinlerin (LutR ve SinR)
saflastirilmalar1 ve konsantrasyonlarmin belirlenmesinden sonra, yaklasik 45 ng
DNA, srrasiyla hem tek baslarina hem de ikisi birlikte LutR ve SinR’mn artan
konsatrasyonlariyla inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol geni olarak ygxM, negatif
kontrol geni olarak ywbH kullanilmistir. Biitlin baglanma deneylerinde DNA ve

protein arasindaki baglanmanin dogrulanmasi amaciyla spesifik olmayan yarigmaci
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DNA poly[d(I-C)] ile baglanma 6zelligi olmayan sigir serum albiimin (BSA, 500
mg/ml) proteini kullanilmistir (Cizelge 2.16).

Cizelge 2.9 : EMSA reaksiyon igerigi.

Bilesenler Reaksiyon Tupleri
1 2 3 g 2 6 7
PROB Negatif Pozitif Tip-1 Tdp-2 Tap-3 Tup-4
5x Baglanma tamponu 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
poli[d(I-C)] 0.5 pl 0.5u 0.5l 0.5u O05u 05u 0.5
BSA (1mg/ml) 0 0.5ul 0.5l 0.5ul  0.5ul 0.5ul 0.5l
Protein 0 10 uMm 4uyM  O5uM 1puM  2uM 4 uM
DNA 75 ng 75ng  75ng 75ng 75ng 75ng 75ng
dH,0 X pl* X pl X pl X pl X pl X pl X pl
TOPLAM 25 pl 25 pl 25 pl 25ul 25l 25ul 25l

* X ul: Toplam hacim 25 pl olacak sekilde dH,0 eklenir.

Biitiin bilesenler reaksiyon tiipiine aktarildiktan sonra reaksiyon tiipii 26 C’ta 30
dakika inkiibe edilmistir. Baglanma inkiibasyonundan sonra karigimdam 13 pl
almarak % 6’lik dogal EMSA jelinde kuyulara yiiklenmis ve 80-120 V, 500 Amp’de
30-60 dakika yiritiilmiistiir. Elektroforez aparatindan c¢ikartilan jel syber green

boyasi (Qiagen) ile boyanmis ve UV spektrofotometre cihazinda goriintiilenmistir.

2.2.17 Real-Time Quantitative-PCR (RT-qPZR) analizi

ChIP analizlerinde belirlenen ve EMSA analiziyle dogrulanan genlerin in vivo
ortamda LutR transkripsiyon faktoriine bagli olarak ifade seviyelerini belirlemek
amaciyla RT-qPZR yoOnteminden yararlanilmistir. Bu analizlerde yabani tip B.
subtilis PY79 susu ile mutagenez yoluyla /utR geni bozulmus TEK1 (Koéroglu ve
ark., 2008) mutant suslar1 karsilastiriimistir.

2.2.17.1 Bakteri iireme egrilerinin belirlenmesi

RT-qPZR deneylerinde kullanilmak {iizere 6rnek toplamak i¢in Oncelikli olarak
uygun besi ortamlarinda bakteriyal lireme egrileri belirlenmistir. Bunun i¢in ChIP
analizinde belirlenen genin fonksiyonuna uygun besiyeri (GSBMM) belirlenmis ve
protokoliine uygun olarak hazirlanmistir (EK A). Bir gece dncesinden hazirlanan
PY79 ve TEKI suslarmna ait on kiiltlirlerden 100 pl alinarak 250 ml’lik erlenlerde
bulunan LB ve GSBMM besiyerlerine ekim yapilmistir. Calkalamali etiivde 37 C’ta

iiremeye birakilan kiiltiirlerden her saatte bir 6rnek alinarak UV spektrofotometrede
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ODgoo degerleri Olciilmiistiir. Elde edilen degerler tabloya doniistiiriilerek her iki

susun LB ve GSBMM besiyerlerindeki tireme egrileri belirlenmistir.
2.2.17.2 RT-qPZR yontemi

Yabani tip ve mutant sus arasindaki gen ifadelerini karsilastrmak i¢in RT-qPZR
Yontemi ve “relative quantification” algoritmasit kullanilmigtir. RT-qPZR
yonteminin bir alt uygulamasi olan “relative quantification” yontemi, bir hiicrede
hedeflenen bir genin farkl: bir referans gene gore ifadesini veya hedeflenen bir genin
farkli iki organizmadaki ifadelerini karsilastirma imkani1 vermektedir. Bu yontemde
Olciilen temel parametre, c¢esitli 6rneklerle kiyaslanarak belirli bir 6rnekteki bir gene
ait mRNA’nm normal seviyesindeki goreceli degisikliklerdir. Standart gen olarak,
farklh hiicre tiplerinde ifade diizeyi degismeyen genler (internal kontrol) kullanilir

(Pfaffl, 2004).

Toplam RNA izolasyon adimlar1 Bolim 2.2.3°de belirtildigi gibi “RNeasy Mini
RNA Isolation Kit (Qiagen)” kullanilarak uygulanmustir. Ureme siirecinde ilgili gen
ifadesinin yabani tip ve mutant sus arasinda en fazla farklilik géstermesi beklenen
noktadan oOrnek aldiktan sonra, elde edilen toplam RNA’dan qPZR islemlerinde
kullanilmak tizere esit miktarlarda (2 pg) alimmistir. “Transcriptor cDNA Synthesis
Kit (Roche)” kullanilarak bu deney setinde bulunan rastgele-hekzamer primerlerle
(60 uM) tersine transkripsiyon yapilmistir. Elde edilen cDNA’lar “Reverse
Transcriptase Quantitative PCR” reaksiyonunda kalip olarak kullanilmistir. PZR
irlinlerinin ¢ogaltilmas1 ve tespit edilmesinde “SYBR Green Master Mix Kit”
(Roche) ve Light Cycler 480 (Roche) cihazi kullanilmigtir. Kullanim kilavuzu
dikkate alinak, 10 pmol gene 6zgii primer iceren 20 pl’lik tersine transkriptaz PZR
karigim1 hazirlanarak bu cDNA sentez reaksiyon karisimmdan 2 pl kullanilmastir.
Tersine transkriptaz PZR islemleri 52 C annealing sicaklifinda gerceklestirilmistir.

Herbir genin relatif ifade oranlarini belirlemek i¢in 6zel hesaplama metodu olan “2°
A metodu” kullanilmustir (Pfaffl, 2004). Referans degerler olarak her iki gene ait
Cp degerlerinin geometrik ortalamalar1 kullanilmistir. Incelenen genlerin ifade
seviyeleri yabani tip B. subtilis PY79 susu ile karsilastirilarak belirlenmistir. Bu
metoda gore herbir 6rnegin sonuglari, mutant sustaki hedef genin miktarmin, yabani
tip sustaki hedef genin miktarma kiyasla “N kat de§isim miktar” olarak ifade

edilmekte ve referans (internal) genlere gore normalizasyon yapilmaktadir: 27 “4¢F,
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(27 ACPOmek-ACpkontrolly © apntar  (274CY)  hesaplandiktan  sonra  log2’ye

dontstiiriilmiistiir. Deneyler ii¢ paralel halinde uygulanmis ve en az ii¢ farklh deney
yapilmistir. Hem kontrol susta hem de mutantlarda ifade seviyelerinin ayni olmasi
nedeniyle bu caligmada “sig” ve “veg” genleri internal kontrol olarak kullanilmistir.
Bu iki genin ifadeleri, hem PY79 susunda ve hem de TEKI1 susunda

degismemektedir.

2.2.18 In silico analiz araclan

LutR proteinine yonelik biyoinformatik analizlerde cesitli araclar kullanilmistir. Bu

araclar sunlardir:

i. NCBI Entrez Protein Database: B. subtilis 168 susuna ve diger tiirlere ait LutR
proteiniyle ilgili bilgiler bu sunucudan alimmistir. BLASTp programinda “Bacillus
subtilis subsp. subtilis 168 (taxid:224308)” organizmasi kriter alinarak yapilan blast

analizinde LutR proteinine sahip olan diger tiirler belirlenmistir.

ii. ClustalW2 Sequence Aligment: BLAST analiziyle belirlenen LutR protein
dizilerinin hizalanma (aligment) islemleri ClustalW2 programiyla online olarak

yapilmistir.

iii. MEGA 5.2.2: “The Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA)”
yazilimi bilgisayara kurulan bir program olup bazi islemleri online olarak
gerceklestirir. DNA ve protein dizilerinin istatiksel olarak karsilastrmali analizine
imkan veren MEGA 5.2.2 programinda ayrica dizi hizalama, filogenetik agac
olusturma, eviilasyona yonelik hipotezlerin test edilmesi, dizi divergensinin tahmini,
web tabanli dizi verilerinin alinmasi ve kullanici tarafindan secilen bilgi ve analiz
metodlarina yOnelik dogal dil tanimlarmi dreten eksper sistem araclari

bulunmaktadir.

iv. ExPasy’s Server: “The Expert Protein Analysis System Server” proteinlere ve
proteomlara yonelik cesitli verilerin ve analitik araglarin sunuldugu programdir.
ExPasy veritabani BLAST, ProtParam, SWISSPROT ve TrEMBL, SWISS-
2DPAGE, PROSITE, ENZYME ve SWISS-MODEL araglarini icerir. Bu araglarla
proteomik, benzerlik analizi, pattern ve profil analizi, post-translasyonel
modifikasyon tahmin analizi, primer, sekonder ve iiglinciil yapr analizi ve dizi
hizalama analizleri yapilabilir. Bu araclar icerisinde ProtPram araci protein

dizilerinin amino asit kompozisyonu, izoelektrik noktasi (p/), atom igerikleri, pozitif
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(+R) ve negatif (-R) yiiklii amino asit icerigi, instabilite indeksi (II), ekstinksiyon
katsayis1 (EC) , GRAVY (Grans Avarage of Hydropathicity) degeri ve alifatik indeks

(Al) gibi verilerin belirlenmesini ve hesaplanmasini saglar.

v. MEME Suit Server : “Motif-Based Sequence Analysis Tools” DNA baglanma
bolgeleri ve protein etkilesim domainlerini belirleyen dizi motiflerinin online olarak
analiz edilmesini ve belirlenmesin saglayan bir sunucudur. Bu sunucu biinyesinde
MEME (Multiple Em for Motif Elucidation), MAST (Motif Aligment&Search Tool),
TOMTOM (Motif Comparison Tool), GOMO (Gen Ontology for Motifs), GLAM?2
(Gapped Local Aligment of Motifs), GLAM2SCAN (Scanning with Gapped Motifs),
FIMO (Find Individual Motif Occurences), MCAST (Motif Cluster Aligment and
Search Tool), MEME-ChIP (Motif Analysis of Large DNA Datasets), SPAMO
(Spaced Motif Analysis Tool), DREME (Discrimgnative DNA Motif Discovery),
CentriMO (Central Motif Enrichment Analysis) gibi araclar bulunmaktadir. Bu
araclardan MEME programi korunmus protein motiflerinin ve domainlerin analizini
saglar. MEME sonuglarinda elde edilen motif dizilerine ait LOGO verileri de
olusturulabilir. MEME analizi ile elde edilen motiflerin verilen dizilerde bulunma

frekanslart MAST programiyla belirlenebilir.

vi. UniProt Server : “Universal Protein Resource” yiiksek kaliteli, licretsiz olarak
erisim saglanabilen ve protein dizileri ve fonksiyonlari ile ilgili karsilastirmali veri
saglayan ve bir¢ok bilgiyi genom dizileme projelerinden alan bir veritabanidir.
UniProt bir konsorsiyon {riiniidiir. Bu konsorsiyum European Bioinformatics
Institute (EBI), Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) ve Protein Information

Resource (PIR) birlikteliginden olusur.

vii. SubtiList Server : Bacillus subtilis 168 susundan elde edilen DNA ve protein
dizilerine ait biitiin verilerin sunuldugu kaynaktir. SubtiList’te B. subtilis ile ilgili gen
ve protein adlarina, bunlarin genomdaki yerlerine, pozisyonlarma, fonksiyonlarina ve

dizilerine vb. bir¢ok bilgiye kolaylikla erisilebilir.

viii. Protein Data Bank (PDB): Protein ve DNA gibi biiyiik biyolojik molekiillerin
iic boyutlu yapilariyla ilgili bilgilerin depolandigi sunucudur. PDB verileri X-ray
kristallogragi ve NMR spectroskopi analizlerine dayanir. Diinya ¢apinda iicretsiz

olarak kullanilan, ulagimi ve kullanimi1 kolay bir aragtir.
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ix. PyYMOL Program : Bu program ii¢ boyutlu bir molekiiler grafik sistemidir.
Python programlama dilinde ¢alisir ve adin1 bu programm ilk iki harfinden (Py) alir.
PyMol programi bilgisayara kurulu halde g¢alisir ve gergek zamanli lic boyutlu
gortintiilemeye, yiiksek kaliteli molekiiler grafik fotograflarinin ve animasyonlarinin

hizl1 bir sekilde olusturulmasina imkan verir.

64



3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1 DNA Orneklerinin izolasyonu

B. subtilis PY79 susundan izole edilen kromozomal DNA 6rnekleri %1’lik agaroz
jelde analiz edilmistir (Sekil 3.1). Izole edilen kromozomal DNA agaroz jelde
kalitatif olarak dogrulandiktan sonra NanoDrop (ThermoScientific) cihaziyla

derisimleri ve safliklar1 belirlenmistir.

M3 1 2 3 4 5

—_— e e — == S "

.‘Hﬂwﬂ

Sekil 3.1 : B. subtilis PY79 kromozomal DNA’sinin %]1’lik agaroz jel goriintiisii.
M3: Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker-3, 1-2-3-4-5: B. subtilis
PY79 kromozomal DNA 6rnekleri.

3.1 Protein Orneklerinin izolasyonu

LutR ve SinR proteinlerinin iiretilmesi i¢in rekombinant E. coli suslar1 (pQE60::/utR
ve pQE60::sinR) kullanilmistir (Cizelge 2.1). Her iki sus ampisilin (100 pg/ml)
iceren LB besiyerinde tiretilmis ve 1 M IPTG ile indiiklenmistir. 5 saatlik indiiksiyon
periyodundan sonra santriflijle toplanan hiicre peleti sonikasyon yontemiyle
parcalanmis ve hiicre lizat1 once Ni-NTA-Resin matriksiyle muamele edilmistir.
Rekombinant yapilarindaki 6xHis kuyrugu sayesinde resine bagli LutR ve SinR

proteinleri rezin matriksinin sirasiyla liziz tamponu (L), yikama tamponlar1 (Y20,
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Y50) ve eliisyon tamponu (E) ile yikanmasi sonucunda saf olarak izole edilmistir.
izole edilen LutR-Hiss ve SinR-Hiss proteinleri Once kalitatif olarak SDS-PAGE
analiziyle (Sekil 3.2-3.3) incelenmis, ardindan kantitatif olarak Bradford analiziyle

konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

Sekil 3.2 : LutR proteinine ait SDS-PAGE analizi. M: Marker protein (Fermentas,
SM#0431), 1-7: Farkli deneylerde elde edilen, E. coli pQEG60::lutR::spc
suslariin IPTG ile indiikklenmesine bagli olarak asir1 ifade edilen LutR
(24,317 kDa) proteinleri. Her kolon farkli zamanlarda izole edilmis LutR
Ornegine aittir.

kbDa M 1 2 3 4 5 6 1 8

106

25

14.4

Sekil 3.3 : SinR proteinine ait SDS-PAGE analizi. M: Marker protein (Fermentas,
SM#0431), 1: Baglanmamis ekstrakt, 2-6: Yikama iiriinleri, 7-8: SinR
(12,989 kDa) eliisyon 6rnekleri.

3.2 ChIP Prosediiriiniin Optimizasyonu
ChIP analizlerine baslamadan 6nce Molle ve ark. (2003) ve Fawcett ve ark.

(2000)’nin belirttigi protokolden yararlanilarak olusturulan yeni ChIP prosediiriiniin
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ara basamaklar1 optimize edilmistir. Bu amagla ilk olarak, kromozomal DNA’dan
300-1000 bp’lik DNA pargalar1 elde etmek igin yapilacak sonikasyon isleminin
sartlar1 belirlenmistir. Bu asamada darbe siiresinin DNA’nin yeterli &lgiide
parcalanacagi ve asirt 1s1 olusumunun engellenebilecegi bir aralik olmasina dikkat
edilmistir. Dinlenme siiresi belirlenirken ise darbe esnasinda olusan 1s1 etkisinin
notiirlenecegi, reaksiyon karigiminin yeterli Olglide soguyacagi bir siire
belirlenmistir. Sonikasyon iglemi 50 Volt’da 9 dakika siire ile 10 saniye darbe, 50
saniye dinlenme olacak sekilde gerceklestirilmistir. Herbir dinlenme araliginda 10 pl
ornek almmis ve alman Ornekler %1°lik agaroz jelde incelenmistir (Sekil 3.4). Bu
sartlarda elde edilen DNA parcalarinin istenilen 300-1000 bg¢ araliginda oldugu
belirlenip ChIP analizlerindeki sonikasyon iglemleri belirlenen sartlarda (50 Volt’da
9 dakika siire ile 10 saniye darbe, 50 saniye dinlenme olacak sekilde) ve tiipler buz

icinde tutularak uygulanmistir.

Sekil 3.4 : Sonikasyon optimizasyon siirecinde dinlenme araliklarinda alinan
orneklerin agaroz jeldeki goriintiileri. 50 Volt’ta 9 dakika siiren
sonikasyon 10 saniye darbe 50 saniye dinlenme araliklariyla
gergeklesmistir.  1-9:  Sonikasyonun  herbir  darbe-dinlenme
asamasindan sonra alinan 6rnekler.

Sonikasyon sartlar1 belirlendikten sonra, ChIP analizlerinde deneysel adimlar
ilerledikge DNA konsantrasyonunun azalmasi ve ara basamaklardaki kontrol amagl
jel analizlerinde DNA pargalarinin goriintiilenememe olasiligindan dolay1 “baslangic
DNA konsantrasyon (ng/ml) degeri” belirlenmistir. Bu amagla NanoDrop cihazi
kullanilarak, biliylikk hacimde izole edilen kromozomal DNA’nin molar
konsantrasyonu 1116.8 ng/ml olarak belirlenmistir. Bu DNA stogundan sirasiyla 2-5-
10-20-40-50 ul alinmig ve 200 pl 5x-baglanma tamponu ile toplam hacmi 1 ml’ye
tamamlayacak miktarda (ul) dH,O eklenerek sirasiyla 2234, 5584, 11168, 22336,
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44672, 55840 ng kromozomal DNA iceren 1 ml’lik ¢ozeltiler hazirlanmistir. Herbir
tiipten 10 pl 6rnek alinarak, yukarda belirtilen optimize sartlarda sonikasyona tabi

tutulmustur.

Sonikasyon sonrasi herbirinden tekrar 10 pl 6rnek alinarak % 1’lik agaroz jelde
incelenmis ve kirpilmis DNA bantlarinin 4., 5. ve 6. tiiplerde belirgin sekilde
gortilebildigi tespit edilerek baslangic kromozomal DNA konsantrasyonunun en az

22336 ng/mL olmasi gerektigi belirlenmistir (Sekil 3.5).

L.tip  2.tip  3.tip 4.tip  S.tip 6. tip
M3 M2 Nsl Sh Ns2 sh Ns3 sh M3 M2 Ns4 Sh Ns5 Sh Ns6 Sh

Sekil 3.5 : ChIP deneylerinde kullanilmasi gereken baslangic DNA konsantrasyonun
belirlenmesi i¢in yapilan agaroz jel analizi. 1.tiip: 2234 ng/mL, 2.tiip:
5584 ng/mL, 3.tiip: 11168 ng/mL, 4.tiip: 22336 ng/mL, 5.tiip: 44672
ng/mL, 6.tlip: 55840 ng/mL kromozomal DNA. Ns: Kirpilmamig DNA,
Sh: Kirpilmis DNA.

3.3 ChIP Analizleri

ChIP analizleri, LutR transkripsiyon faktoriiniin B. subtilis genomunda hangi genlere
dogrudan baglandigini, diger bir ifadeyle hangi genleri dogrudan kontrol ettigini
belirlemek amaciyla yapilmistir (Sekil 3.6). Oncelikli olarak LutR proteinini asir1
ifade edecek sekilde tasarlanan E. coli pQE60::/utR rekombinant suslardan LutR
iiretimi, izolasyonu ve saflastirma islemleri gergeklestirilmistir. Buna paralel olarak

B. subtilis PY79 kromozomal DNA’s1 izole edilmis ve saflastirilmustir.

68



1. Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim ve sonrasi

Ir"\-\.
. LT .
Qr9mtmm, ST 4 S, e | O
+
\—Q'___

> s

Bacillus subtilis

PY79 Kromozomal Kirpilmms Y V1l protein DNA-
DNA DNA Protein
kompleksler

Sekil 3.6 : ChIP deneyinin temel basamaklari. 1. Adim: Protein hari¢ diger
bilesenlerin reaksiyon tiipiine eklenmesi, 2. Adim: Kromozomal
DNA’nin sonikasyon yontemiyle mekanik olarak kirpilmasi, 3. Adim:
Proteinin eklenmesi ve kirpilmis DNA ile proteinin baglanma
reaksiyonu, 4.Adim: DNA-protein kompleklerinin izolasyonu ve
sonraki agamalar.

Kromozomal DNA ve LutR proteini hazirlandiktan sonra 1,5 ml’lik deney tiiplerine
180 ng kromozomal DNA, 100 pl LutR baglanma tamponu ve dH,O eklenmistir
(Cizelge 3.1). Ancak bu asamada protein eklenmemistir. Her bir tiipten 10 pl 6rnek
almip “Toplam DNA (Tdn)” seklinde etiketlenmistir. Belirlenen optimum sartlarda
sonikasyon islemi uygulandiktan sonra tiiplerden tekrar 10 pl’lik 6rnekler alinmig ve
“kirpilmis DNA (Shr)” seklinde etiketlenmistir. Total DNA ve Kirpilmis DNA
ornekleri % 1’lik agaroz jelde kontrol edilmistir (Sekil 3.7). Ardindan kontrol tiipii
hari¢ diger tiiplere 8-10 uM LutR proteini eklenmistir.

Cizelge 3.1 : ChIP reaksiyon igerigi.

Bilesenler Kontrol 1.tiip  2.tiip
5x Baglanma 100 100 100
tamponu ul

DNA ng 180 180 180
Protein uM - 10 10
dH20 ul 350 280 280

TOPLAM ul 500 500 500

Imminopresipitasyon asamasinda klasik yontem olan “proteine 6zgii antikor
kullanim1” yerine rekombinant yapida olan LutR proteininin C-terminaline eklenen
6xHis kuyrugundan yararlanilmistir. Bu yontem heniiz literatiirde kullanilmamis
olmas1 agisindan ve antikor kullanimi gibi maliyet ve islem fazlaligmma yol agan bir

adimi ortadan kaldirmasi nedeniyle 6nemli ve 6zglindiir. Ciinkii bu yeni yaklasimda,
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DNA-protein komplekslerini izole etmek igin Ni-NTA-Resin matriksindeki “nikel
(Ni?) atomlarr” ile pQE60 plazmitinin &zelligi nedeniyle rekombinant LutR
proteinin  yapisina  eklenen  “6xHis  residiileri” arasindaki  afiniteden
yararlanilmaktadir (Sekil 3.8). Bu tez c¢alismasinda Ni-NTA-Resin Protein
saflastirma sisteminin ChIP prosediiriine uyarlanmasi ChIP teknikleri agisindan

Oonemli bir yenilik olmustur.

Kontrol .. 1.tiip . 2. tiip

M3 M9 PYK 75dk 15dk PY-1 75dk 15dk PY-2 7.5dk 15dk

Sekil 3.7 : PY79 susundan izole edien kromozomal DNA’nin sonikasyon oncesi ve
sonras1 profillerinin agaroz jel analizi. Ornekler ii¢ farkli asamada
almmustir: PY-K-1-2: Sonikasyon Oncesi alinan 6rnekler (Total DNA),
7.5 dk: Sonikasyonda 7.5 dakikada alinan 6rnekler, 15 dk: Sonikasyonda
15. dakikada alinan 6rnekler. PY-K: Kontrol.

DNA-protein komplekslerinin saflastirilmast i¢in, Ni-NTA-Resin sistemiyle
izolasyon asamasinda, eliisyon basamagina kadar yapilan yikama Ornekleri yeni
tiiplere aktarilarak toplanmistir. Toplanan Orneklerin DNA igerikleri Thermo
Scientific Nanodrop™ 1000 Spectrophotometer cihaziyla ol¢lilmiis ve elde edilen
veriler tablo ve grafik halinde diizenlenerek izolasyon siirecinin verimliligi
degerlendirilmistir (Cizelge 3.2 ve Sekil 3.9). Ayrica agaroz jel elektroforez
yontemiyle de DNA igerikleri analiz edilip dogrulanmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.8 : 6xHis kuyrugunun yapisindaki His residiileri (imidazole halkalar1) ile Ni-
NTA-Resin matriksinin etkilesimi.

ChIP-DNA-protein kompleklerinin izolasyon asamalarmma ait DNA konsantrasyon

grafikleri Cizelge 3.2 ve Sekil 3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.2 : ChIP-DNA-Protein komplekslerinin Ni-NTA-Resin sistemiyle izole edilirken
alman ornekler. Protein saflagtirma basamaklari soldan saga her kolonda sira
ile yazilmistir.

Wash-1 Wash-2 Wash-3 Wash-4
Lysis Buffer | Wash Buffer | Wash Buffer | Wash Buffer |Elution-1 |Elution-2 | Elution-3
10 mM 20 mM 20 mM 30 mM
73.7 59.2 24.2 12.5 17.6 16.2 16.4
T 32.2 18 15.7 44.7 43.9 38.2
69.7 48.5 e 14.1 46.6 43.6 39.2
64.2 35.1 16.3 12.6 38 48.7 33.4
PA2 (A2 grubu Prob2) A1 A2-2 A2-3
150 120 140 ¢ 200
s A oy 0 |
§° r'e i o\ A

50 ¢

100 1
s \ 4 = »
a0 \ \
12 34 56 7 8 1'2345'5'73 0 + 0 4
12 m 58 1 28 & s 7 8

* PA2: Kontrol tiip, protein icermez. A2-1, A2-2 ve A2-3: Deney tiipleri. Grafikler, Cizelge 3.2 deki
verilere goére hazirlanmigtir. Kirmmzi1 oklar: Yikama isleminden sonra eliisyon adiminda ChIP-
DNA’larm serbest kalmasma bagli olarak konsantrasyon artigini gosteriyor. Mavi ok: Baglanmamis
DNA o6rnekleri uzaklastirildiktan sonra ilk yikama adimindaki DNA konsantrasyonunun ani diislisiinii
gosteriyor. 1-8: Cizelge 3.2°deki NTA-Ni- Resin protein saflagtirma basamaklarini ifade eder.

Sekil 3.9 : ChIP-DNA-protein komplekslerinin Ni-NTA-Resin sistemiyle
izolasyonundan alinan 6rneklerde 6lgiilen DNA miktarlari.
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Sekil 3.10 : Ni-NTA-Resin sistemiyle saflastirilan ChIP-DNA 6rneklerininin agaroz
jel analizi. M: Marker, P : Prob, protein eklenmeyen tiipe ait 6rnekler,
1-2 ve 3: Parelel olarak etiketlenen Tiip-1, Tiip-2 ve Tiip-3’e ait
ornekler. Unb: Baglanmamis oOrnekler, W1-W2-W3-W4: Yikama
ornekleri, E: Eliisyon 6rnekleri, LPA: Lineer Polisakkarit, SARI OK:
Kontrol tiipiine ait eliisyon oOrneklerinde hic DNA bulunmadigmi
gostermektedir.

Cizelge 3.2 ve Sekil 3.9 incelendiginde, baglanma asamasindan sonra rezinle
muamele edildiginde teorik olarak sadece 6xHis kuyrugu tasiyan proteinlerin resin
matriksine baglanmasi beklenir. Grafikte yatay siitunda 1 ile gdsterilen 6rnek, resine
baglanmayan DNA parcalarini yansitmaktadir ki beklenildigi gibi hem kontrol
tiiplinde hem de ii¢ paralel tiipte en yiiksek degeri gostermektedir. Grafikte 2-5
noktalar1 yikama asamalarini yansitmaktadir. Yikama adimlar1 arttik¢a {ist sivida
kalan DNA miktar1 beklenildigi gibi azalmaktadir. Fakat eliisyon asamasina
gecildiginde kontrol tiipii hari¢ diger {i¢ paralel tiipte DNA konsantrasyonu bariz bir
sekilde artmistir. Bu durum ChIP analizlerinde Ni-NTA-Resin Protein saflastirma
sisteminin kullanilabilir bir uygulama oldugunu dogrulamistir. Bununla beraber

kontrol tiipiinde yikama iglemleriyle 12.5 ng/ul’ye diisen DNA konsantrasyonu

eliisyon asamasinda ¢ok az bir artigla 17.6 ng/ul degerine ¢ikmig ve diger eliisyon
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adimlarinda 16,2 ve 16,4 ng/ul degerlerini gostermistir. Bu sonuclar Ni-NTA-Resin
sisteminin az da olsa serbest DNA molekiillerine karsi afinite gosterdiginin bir

isaretidir ve ChIP analizleri i¢in olumsuz bir durumdur.

ChIP-DNA’larin saf olarak elde edilebilmesi i¢in DNA-protein komplekslerinden
proteinlerin ve tampon c¢ozelti bilesiklerinin uzaklastirilmasi gerekir. Bu amagla
“ChIP-DNA Saflastirma” islemi yapilmistir. Saflastirma isleminden sonra -20C’ta
saklanan saf ChIP-DNA oOrneklerini klonlama islemine hazirlanmak i¢in “poli-A
kuyrugu ekleme” islemi yapilmistir. ChIP deneyinin baslangicinda kullanilan
kromozomal DNA, sonikasyon yontemi ile par¢alandigi i¢in, bu parg¢alama islemi
sonucunda elde edilen iriinlerin belirli bir u¢ yapismna sahip olmalar1 beklenmez
(Sekil 3.11). Bu nedenle ChIP-DNA parg¢alarmin T/A klonlama islemine uygun hale
getirilmeleri, yani 3’-uglarinda poli-A kuyrugu icermeleri i¢cin Taq DNA polimaraz

enzimi ve PZR yontemi kullanilarak poli-A kuyrugu eklenmistir (Cizelge 3.3).

5 3
3 5
5 3
3 5
35 3
3 5 5 3
3 5
5 3
3 5
5 3
3 3
5 3
3 5

Sekil 3.11 : Saglam DNA’nin sonikasyonla pargalanmasi sonucu elde edilecek DNA
parcalarmin 3’ ve 5’ uclarinda goriilebilecek muhtemel yapilar.
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Cizelge 3.3 : PolyA kuyrugu ekleme reaksiyonu protokolii.

Sicakhik Siire
94 °C 4 min
72 °C 30 min
4 °C 00

Daha sonra, poli-A kuyrugu eklenmis ChIP-DNA’lar pGEM®-T Easy Vector veya
pDRIVE PZR klonlama vektoriine klonlanmis ve kompetant E. coli hiicrelerine
aktarilarak,transformantlar 100 ug/mL Amp, ImM IPTG ve 40 mg/ml X-Gal iceren
LB agar besiyeri lizerinde mavi-beyaz transformant koloni secilimi yapilmistir. Elde
edilen beyaz koloniler toplanmis ve plazmit DNA izole edilmistir (Sekil 3.12).
Beyaz kolonilerin olusmast poli-A ekleme ve ligasyon asamalarinin basarili
oldugunu gostermektedir. EcoRI restriksiyon enzimiyle yapilan taramada ChIP-DNA

parcasi igeren koloniler belirlenmistir (Sekil 3.13).

Tarama sonucunda pozitif sonu¢ veren koloniler i¢cin DNA Dizi analizi yapilmistir.
Bu analizler sonucunda elde edilen veriler FinchTV programi yardimiyla incelenerek
“4-5 1” ve “HT-27” kolonilerine ait insert DNA dizilerinde sirasiyla 668 nt ve 485
nt’lik parca diziler elde edilmistir (Sekil 3.14, 3.15 ve 3.16).

M3 M2 1.Koloni 2.Koloni 3.Koloni 4.Koloni M3 5.Koloni 6.Koloni 7. Koloni 8.Kol oni M2

Sekil 3.12 : ChIP-DNA transformasyonundan seg¢ilen kolonilerden izole edilen
plasmidlerin agaroz jel analizi.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1_2 3 4 5 6 7_8 9 10 11
M3 MTI-1 MTI-2 MTI-3 MTI-4 MTI-5 HT30 HT26 HT27 HT28 HT29 M3
UC UuUucC UC UCUC UC UC UC UC UC

— e — — S — . =

- | - -

M3 M9 3. Koloni 4. Koloni 5. Koloni 6. Koloni
U C U C U C U C

Sekil 3.13 : Transformasyon sonrasi taramalarda belirlenen, ChIP-DNA insertleri. A)
MT1 kodlu deneye ait transformasyon taralamalarina ait plasmid
ornekleri: MT1-1, MT1-2, MT1-3, MT1-4, MT1-5. B) HT kodlu
deneye ait transformasyon taramalarina ait plasmid 6rnekleri: HT30,
HT26, HT27, HT28, HT29. C) M4 kodlu deneye ait transformasyon
taramalarina ait plasmid Ornekleri: M4-3, M4-4, M4-5, M4-6. M3:
DNA marker-3 (Fermentas), M9: DNA marker-9, U: kesilmemis 6rnek
(uncut), C: Kesilmis 6rnek (cut).

Klonlanan par¢a-DNA’ya ait DNA dizileri NCBI veri tabaninda BLAST araci ile

analiz edilmistir. Organizma olarak “Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168

(taxid:224308)” ve “Bacillus subtilis (taxid:1423)” se¢ilmistir. BLAST analizinde

“4-5 1” kolonisine ait 665 nt’lik dizinin (Sekil 3.15.C) 29.-653. nt’ler arasindaki

bdlgesinin B. subtilis genomunda % 92 eslesme gosterdigi belirlenmistir. Klonlanan

par¢a-DNA dizisiyle eslesen bolgenin genomda hangi gen golgesine karsilik
geldigini  belirlemek amaciyla NCBI veri tabanindaki genom grafiklerinden

yararlanilmig ve “comA” genine ait oldugu belirlenmistir (Sekil 3.16).
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M13 Tleri Primer Baslama Bélgesi

T7 Transcription Start M13 Ileri Primer Bitis Bolgesi

5 ... TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA 3 =G ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3’ ... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCG . TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC
Sphl BSZI  poo

I—I
'—' S

Pst |
BstZ |

Not |
BstZ |

EcoR |

Spel

CATAT GGGA GAGCT L,CCAA L,GCGT TGGAT QCATA (JCTT( A(JTAT TL,TAT AGTGT CACCT AAAT . 3

SP6 Promoter

Nde | Sac | BstX |

M13 Ters Primer Baslama Bolgesi

M13 Ters Primer Bitis Bolgesi

Sekil 3.14 : pGEMT-easy klonlama vektoriinde klonlama bolgesine ait dizi. Kirmizi
diktortgenler: M13-ileri primeri i¢cin baslangic (5’-GAATTCGAT-3")
ve bitis (5’-ATCACTAGTG-3’) bolgeleri. Mavi daireler: M13-ters
primeri i¢in baglangic (5’-CACTAGTGAT-3’) ve bitis (5°-
ATCGAATTCC-3’) bolgeleri.

Ik bakildiginda klonlanan parga DNA (ChIP-DNA) dizisi comA geninin kodlama

bolgesine karsilik gelmektedir. Halbuki ChIP analizlerinde, 6zellikle bu ¢alismada,

analiz edilen protein bir “transkripsiyon faktorii oldugu” icin ve transkripsiyon
faktorlerinin ¢ogunlukla bir genin transkripsiyon baslangic +1 noktasina goreceli
olarak yukari-gen bdlgesinde (5° yOniinde) bir alana veya +1 bolgesinin hemen
yakinindaki bir alt-gen bdlgesine (3’ bdlgesine), kisaca bir promoter bolgesine
baglanmasi beklenildiginden elde ettigimiz sonu¢ ilk bakista, tatmin edici
goriilmemistir. Ancak bu durumu degerlendirmek ig¢in comA geninin haritasi
incelendiginde comA geni ile yuxO (diger adiyla comB, comAB veya srfB) geninin
birbirlerine komsu olduklar1 ve yuxO geninin, comA’nin hemen bitisiginde 3’ asag1
gen bodlgesinde ayni yonde konumlandigi goriilmektedir. Bu durum dikkate
alnarak, ChIP analizi sonucunda “4-5 1” kolonisine ait elde ettigimiz, LutR’in

dogrudan baglandig1 aday genin “yuxO” oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 3.16).
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5’-CACTAGTGATT(C{EeI€[€7: ¥ Y S[07:V.XCJ VN OLXOGCC{CLNYC(OC I TCAAAAC

CGCTTCCGCCGTGAACCGACATTCAGCTTATTGAAAATCGATGTCAAGC
TGCATTCAATGGGGGGGATGCCGCACGACATCCAAGGGCATCTGCGATT
TCTTGGTTTGTAAATCCCTTTTCAACTTCTTGAAGAATCAGGCATTCTCT
AGGTGTGAGCCCTCCCTGTCCTTTTTGAGAGGAAGGAGCCGGCTTTGTTT
TTTGTTGAGTCATCAGCTGTTTAAAGTAAGCAAAATCGACTAAAATTTCT
CCGTTGAGTACGTGGTATATGTATTGGGTGTTTTTTTTTCCCCCCCCCCG
TTTTGCTGATGATTTTTTGCTTTTCCGCACGAATCGCTTCCTCGAAATTAT
TTTTTGACCTCATAACCGGTATACACGATAATTTTACAATGAGGATTCTC
TTGTAAAATCTGTTTAGAAAGCTCCATCCCATTGACCTCGCCGCCTAGAT
TCAGATCCATTAAAATGAGATCATATGACGAGAAATCATGCTGCTTGAT
AAACTGTTCGCTCGGTTCAGGACTGAGACAATCAACAGACAAATTCGAA
TCCGTTTCCAAAATTGTCTTGGTGCCTTCCATGACAGCCGGATGGTCATC
AATCACTAGTATCTTTTTCATINGSINYEEEEIIATCGAATTCCCACTAG
TGAT-3’

Sekil 3.15 : 4-5 1 kolonisine ait dizi analizinde elde edilen sonuglariin Finch TV

programinda analizi. MI13-ters primer kullanilarak yapilan dizi
analizinde, klonlanan parca DNA dizisini belirlemek i¢in kullanilan
pGEMT-easy vektoriine ait A) Baslangi¢ bolgesi, B) Bitis bolgesi, C)
Baslangic ve bitis bdlgesi arasinda belirlenen insert dizisi (686 baz).
Beyaz zeminde koyu harfli diziler: pGEMT easy vektoriiniin inserte
baglanan uglart. Insert dizisinde yer
alan fakat BLAST analizinde B. subtilis genomunda eslesmeyen
kisimlar. Gri zeminli dizi: BLAST analizinde B. subtilis genomunda %

92 eslesme gosteren 29.-653. nt’ler arasindaki bolgesi.
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Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 complete genome

GenBank: ALO091 Search Results
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Sekil 3.16 : 4-5 1 kolonisine ait belirlenen klonlanmig parca DNA dizisine, comA geni
iizerinde karsilik gelen bolgenin B. subtilis genom haritasi lizerinde gosterimi.
BLAST analizi sonuglar1 her ne kadar klonlanan par¢ca DNA dizinin comA
genine karsilik geldigini gosterse de ChIP deneyinin sonucu olarak LutR
transkripsiyon faktoriiniin dogrudan baglandigi aday gen olarak burada
belirlenen yuxO (diger adiyla comAB veya srfB) genidir. Mavi Ok: BLAST
sonuglarinda goriinen gen, Kirmuzi OK: ChIP deneyi i¢in aday olduguna karar
verilen gen.

Transformasyon taramalarinda insert DNA i¢in pozitif sonug veren HT27, MT1-1 ve
MT1-2 kolonilerinin  (Sekil 3.13.A-B), DNA dizi analiz ve/veya BLAST
analizlerinden olumlu bir sonu¢ cikarilamamstir. Ornegin “MT1-1" kolonisinin
EcoR1 restriksiyon enzim kesimine ait jel goriintiisiinde klonlanan par¢ca-DNA
goriilmesine ragmen, DNA dizi analizinde sonug¢ almamamistir. “HT27” kolonisinde
bir adim daha ileri gidilmis, klonlanan DNA segmentinin 485 nt’lik DNA dizisi
belirlenmistir (Sekil 3.17). Fakat BLAST analizinde bu 485 nt’lik DNA dizisinin
birden fazla farkh bolgesine karsilik gelen ve en fazla 15-30 nt uzunlugunda olan

bolgeler, B. subtilis genomuna ait birden fazla gen ile eslesme yapmistir. Eslesme
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yapan bolgelerin, insertiin biitiinii yerine sadece kiiciik bir bolgesini icermesi BLAST
analizi sonuglarini olumsuzlastirmistir. Bir diger kolonide ise benzer biiyiikliikte
(>400 nt) klonlanan parca-DNA dizisinin BLAST analizinde %80’in iizerinde
eslesme belirlenmistir. Eslesme belirlenen bolgelerin klonlanmig parca-DNA’nin
hemen hemen tamamin1 igermesine karsin, bu parca ile eslesen genlerin B. subtilis’in
haricinde E. coli, Shigella, Salmonella, Zea mays gibi bir¢ok farkli organizma

genomu ile eslesmesi nedeniyle kullanilabilir anlamli bir sonug elde edilememistir.

>HT27F 002 _F05.abl (485 bp)

5-TGGCCGCATTTTGTGGGAGCGTAGTCAGGGGATTGACGAACGCGATGTTA
ACAGCGAACGGTTGCGAAAATCCGTCGGCGTGGAACGCACGATGGCGGAAG
ATATTCATCACTGGTCTGAATGTGAAGCGATTATCGAGCGGCTGTATCCGGA
ACTTGAACGCCGTCTGGCAAAGGTAAAACCTGATTTACTGATTGCTCGCCAG
GGGGTGAAATTAAAGTTCGACGATTTTCAGCAAACCACCCAGGAGCACGTC
TGGCCGCGGCTGAATAAAGCTGATCTAATCGCCACCGCGCGTAAAACCTGG
GATGAACGCCGCGGCGGGCGCGGTGTGCGTCTGGTGGGGCTGCATGTGACG
TTGCTTGACCCGCAAATGGAAAGACAACTGGTGCTGGGATTATGATGTATAC
TATTATGTATATTCTGGTGTGCATTATTATGAGGGTATCACTGTATGCATCGA
ATTCTCGCTGAAAAATCGGTCA-3

Sekil 3.17 : HT27 kolonisine ait belirlenen klonlanmis parca DNA dizi. Subtilist veri
tabaninda BLAST analizlerinde kayda deger bir eslesme
belirlenememistir.

yuxO genine ilaveten yeni genlerin yakanlanmasi amaci ile ChIP analizleri gerek en
bastan gerekse klonlama asamasindan pek cok kez tekrarlanmig fakat olumlu bir
sonu¢ elde edilememistir. Malesef tiim denemelerde, ChIP analizlerinde, “ChIP-
klonlanan par¢a DNA’y1” igeren gercek transformant sayisinin ¢ok az elde edilmesi
ve aynt zamanda klonlanan ChIP-parca DNA’larmin yukarida agiklandigi sekilde
hemen hemen hepsinin BLAST analizlerinde belirsiz, agiklanamayan eslesmeler

vermesi gibi olumsuzluklar asilamamastir.

ChIP-BLAST analizinde belirlenen aday yuxO geninin, LutR proteininin dogrudan
baglandig1 bir hedef gen oldugunu dogrulamak amaciyla ilk olarak B. subtilis

genomuna ait veritabani olan  http:/genolist.pasteur.fr/SubtiList/genome.cgi

programinda yuxO geni kontrol edilmis ve ChIP analizinde elde edilen DNA dizisi
ile comA genine ait dizinin ayni oldugu belirlenmistir (Sekil 3.18). Buna ek olarak
elde ettigimiz ChIP-DNA dizisi, Weinrauch ve ark. (1989)’nin comA ve comB
genlerinin agik okuma cergevelerini (ORF) belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢alisma ile

karsilagtirilmis ve ayni dizi oldugu belirlenmistir (Sekil 3.19).
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B tttaaggctgatattgaaatcgaattgtaatggatttataacggaaacgacI TGGCAcaggccaagtcttt
° tTATAAAatggaAAagagtgagtaa AAGGGAGGAAAAC
1 -ATG aaa aag ata cta gtg att gat gac cat ccg get gtc atg gaa ggc acc aag
55 -aca att ttg gaa acg gat tcg aat ttg tct gtt GAT tgt ctc agt cct gaa ccg
109-agc gaa cag ttt atc aag cag cat gat ttc tcg tca tat gat ctc att tta atg
163-gat ctg aat cta ggc ggc gag gtc aat GGG atg gag ctt tct aaa cag att tta
217-caa gag aat cct cat tgt aaa att atc gtg tat acc ggt tat gag gtc gag gat

271-tat ttc gag gaa geg att CGT gcg ggt ctg cac cc atc agc aaa acg gaa
325-tct aaa gaa aag atc acc caa tac ata ta“ tta
379-gtc gat ttt GCT tac ttt aaa cag ctg atg act cag caa aaa aca aag ccg gct
433-cct tee tet caa aaa gaa caa gat gtg ctc aca cct aga gaa tge ctg att ctt
487-caa GAA gtt gaa aag gga ttt aca aac caa gaa atc gca gat gec ctt cat tta
541-agc aag cgg tcc att gaa tac agc ttg aca tcg att ttc aat aag ctg AAT gtc
595-ggt tca cgg acg gaa geg gtt ttg att gcg aaa tca gac ggt gta ctt
taa ATGTTGGGGGGTGTAGAG

aaaaacagccggaactctgectgtecggetctitatititataaaT AAgaatectcttttegtitaatcacaa
agtttctgattcegttatagtcatcttgcacacttctctcatcaagettgacgecggagttatacgeagea
cGGCagatcaagtgeccgecCgataggegacgtaataaagataaagagaatcccaageaggattttagegg
agage

Sekil 3.18 : comA ve yuxO (comAB, srfB) gen dizilerinin B. subtilis’e ait veri
tabanmda(http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/genome.cgi) incelenmesi.
A) comA ve yuxO genlerinin genomdaki lokasyonunu gosteren gen
haritas1. Her iki gen de genomda negatif yonde ve birbirlerine komsu
olacak sekilde konumlanmaktadir. B) Subtilist veri tabanindan alinan
comA ve yuxO genlerine ait DNA dizileri. yuxO geni Sekil
3.15.C’deki dizinin komplementeridir. SARI: comA geni ve ayni
zamanda insert olarak belirlenen ChIP-DNA parcasinin BLAST
analizinde comA geniyle eslesme gosteren kismi, GRI: comA genine
ait olan fakat insert dizisinde eslesme gostermeyen kisim, YESIL:
yuxO geni, PEMBE: yuxO promoter bolgesi i¢in tasarlanan primer
bolgeleri.
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Sekil 3.19 : Weinrauch ve ark. (1989)’nin B. subtilis’te comA ve comB genlerinin agik okuma

gergevelerini (ORF) belirlemek igin yaptiklar: ¢calismada belirtilen gen dizileri ile bu tez
¢alismasinda elde edilen klonlanmig ChIP-DNA pargasina ait dizinin kargilagtirilmasi.
SARI: comA geni ve ayn1 zamanda klonlanmis DNA pargasi olarak belirlenen ChIP-
DNA’nmn BLAST analizinde comA geniyle eslesme gosteren kismi, GRi: comA genine
ait olan fakat klonlanmis DNA parcasina ait dizide eslesme gostermeyen kisim, YESIL:
yuxO geni, PEMBE: yuxO promoter bolgesi igin tasarlanan primer bolgeleri, ORF:
Acik okuma pencereleri, Term: Sonlanma dizisi.
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750
I I I I I I
ggt tca cgg acg gaa gcg gtt ttg att gcg aaa tca gac ggt gta ctt taaAT

I
GTTGGGGGGTGTAGAG

ORF1

55 aca geg gaa cga tgc gtt gog gtc atg cog gtg gat cat cgg acg gta cag ccg
105 tte gga tat ttg cat gga GGC get toa gtg gec otg gog gas acc gog acg agg
| | | | |
163 cca ggt goa cag aac ctg att gat cat aca acg caa got tgt gtt got ttg gag
27 att aac goc BAC cat tta asa tot gta aag gas gga acg gta aag geg ata geo
| | | | |
271 gag cec gtt cat ata ggc aga acg acg att grc tat cat att cac ata tat gac

| | | | | |
325 GAG caa gag agg ctg atc tgt ata tcc aga tgc acg ctg get gtc atc aag aaa

378 taa aaaaaCAGCCGGAACTCTGCCTGTCCGGCTGcttatttttataaaTAAgaatcctcttttegtt
———————— > Term <——mm————-

1250
| | | | | | |
Aaatcacaaagtttctgattccgttatagtcatcttgcacacttctctcatcaagcttgacgccggagtta

1300 1350

| | | | | | |

tacgcagcacGGCagatcaagtgcccgeccgataggcgacgtaataaagataaagagaatcccaagcagga
1370

|
ttttagcggagagc

Sekil 3.20 (Devam): Weinrauch ve ark. (1989)’nin B. subtilis’te comA ve comB genlerinin agik
okuma cercevelerini (ORF) belirlemek i¢in yaptiklar1 caligmada belirtilen gen
dizileri ile bu tez ¢calismasinda elde edilen klonlanmig ChIP-DNA parcasina ait
dizinin karsilagtirilmasi. SARI: comA geni ve ayni zamanda klonlanmis DNA
pargasi olarak belirlenen ChIP-DNA’nin BLAST analizinde comA geniyle
eslesme gosteren kismi, GRI: comA genine ait olan fakat klonlanmis DNA
parcasina ait dizide eslesme gostermeyen kisim, YESIL: yuxO geni, PEMBE:
yuxO promoter bolgesi icin tasarlanan primer bolgeleri, ORF: Ac¢ik okuma
pencereleri, Term: Sonlanma dizisi.
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Karsilastirmali dizi analizlerinden sonra yuxO geninin, LutR proteininin dogrudan
kontrol ettigi genlerden biri oldugunu dogrulamak amaciyla EMSA ve Gergek
Zamanli-qPZR analizleri yapilmistir.

3.4 yuxO geninin EMSA Analizi

ChIP deneylerinde elde ettigimiz veriler, LutR proteinin dogrudan baglandig:
genlerden birinin yuxO geni oldugunu gostermistir. LutR transkripsiyon faktoriiniin
dogrudan olan iliskisini in vitro olarak kanitlamak amaciyla EMSA ydnteminden
yararlanilmistir. ChIP prosediiriiniin tabiat1 geregi, bu deney sonucunda belirlenen
genlerin, teorik olarak, ilgilenilen proteinin (bu c¢alismada LutR proteininin)
dogrudan baglandig1 genler olmasi beklenir. Transkripsiyon faktorleri ile bu
proteinlere ait hedef DNA (promotor) bolgelerinin dogrudan iligkisini incelemek

amaciyla kullanilan en yaygin ve etkili yontemleden biri EMSA yontemidir.

EMSA analizi i¢in ilk olarak yuxO geninin transkripsiyon baslangic +1 noktasina
goreceli (-310.)-(+41.) bazlar1 arasindaki 351 bazlik bolgeye karsilik gelen gen
bolgesi PZR yontemiyle ¢ogaltilmistir. Bu amagla 6nce yuxO geninde ilgili bolgeye
uygun primerler dizayn edilmistir (Sekil 3.20): yuxO.Emsa.forward, 5-CCA CGT ACT
CAA CGG AGA AAT-3’; yuxO.EMSA.reverse, 5-CTC AAT ACC AAG CGC TTC AAG-3'.
PZR yontemiyle cogaltilan yuxO promotor DNA %]1’lik agaroz jelde incelenmis

(Sekil 3.21) ve NanoDrop cihaziyla konsantrasyon tayini yapilmistir.

45 ng yuxO promotor bolgesini igeren PZR {iriinii ve 1-2-4 uM olacak sekilde artan
konsantrasyonlarda LutR ve SinR proteinleri kullanilarak EMSA analizleri
gerceklestirilmistir. Biitiin baglanma reaksiyonlari asir1 miktardaki “6zel olmayan
yarigsmact” poli-[d(I-C)] DNA (1 pg/ul) diizelt ve negatif kontrol proteini sigir serum
albimini (BSA, 1 pg/ul) varliginda gerceklestirilmistir. Ayrica LutR ve SinR
proteinlerinin baglanma ozellikleri pozitif ve negatif kontrollerle test edilmistir.
Negatif kontrol DNA olarak ywbH geni, pozitif kontrol DNA olarak ygxM geni
kullanmilmistir (Sekil 3.22). EMSA analizlerinde LutR ve SinR proteinleri hem tek
olarak hem de ikisi birlikte kullanilmigtir. Buna gore her iki proteinin tek basina
kullanildiginda 1-2-4 uM seklinde uygunlanan konsantrasyon artigina bagli olarak
yuxO promotor DNA’sinin elektro hareket kaymasi da artmistir. Benzer sekilde LutR
ve SinR proteinlerinden sirasiyla sadece birini sabit konsantrasyonda (2 pM) kullanip

digerinin konsantrasyonu arttirildiginda tek baslarina gosterdikleri kayma profiline
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gore daha fazla elektro harekette kayma yasandigi gozlenmistir (Sekil 3.23). Bununla

tttaaggctgatattgaaatcgaattgtaatggatttataacggaaacgacttggecacaggecaagtcttt

tttataaaatggaaaagagtgagtaaaagggaggaaaac
1 -ATG? aaa aag ata cta gtg att gat gac cat ccg gct gtc atg gaa ggc acc aag
55 -aca att ttg gaa acg gat tcg aat ttg tct gtt GAT tgt ctc agt cct gaa ccg
109-agc gaa cag ttt atc aag cag cat gat ttc tcg tca tat gat ctc att tta atg
163-gat ctg aat cta ggc gge gag gtc aat GGG atg gag ctt tct aaa cag att tta
217-caa gag aat cct cat tgt aaa att atc gtg tat acc ggt tat gag gtc gag gat
271-tat ttc gag gaa gcg att CGT gcg ggt ctg cac ggt gee atc age aaa acg gaa

------- yuxO.Emsa.forward --------
325-tct aaa gaa aag atc acc caa tac ata t_t tta
379-gtc gat ttt GCT tac ttt aaa cag ctg atg act cag caa aaa aca aag ccg gct
433-cct tcc tct caa aaa gaa caa gat gtg ctc aca cct aga gaa tgc ctg att ctt
487-caa GAA gtt gaa aag gga ttt aca aac caa gaa atc gca gat gcc ctt cat tta
541-agc aag cgg tce att gaa tac age ttg aca tcg att ttc aat aag ctg AAT gtc
595-ggt tca cgg acg gaa gcg gtt ttg att gcg aaa tca gac ggt gta

taa atg ttg ggg ggt gta gag

Smmmen uxO.EMSA.reverse primer
1 -ATG gat atg aag cac aca ttg Hg att gtt gaa aac 55 -aca

gcg gaa cga tgc gtt gcg gtc atg ccg gtg gat cat cgg acg gta cag ccgl109-ttc gga tat
ttg cat gga GGC gct tca gtg gee ctg geg gaa acc geg geg aggl63-cca ggt gea cag
aac ctg att gat cat aca acg caa gct tgt gtt ggt ttg gag| 217-att aac gcc AAC cat tta
aaa tct gta aag gaa gga acg gta aag gcg ata gcc 271-gag cce gtt cat ata gge aga acg
acg att gtc tat cat att cac ata tat gac| 325-GAG caa gag agg ctg atc tgt ata tcc aga

tgc acg ctg get gtc atc aag -

379 taaaaaaaCagccggaactctgcctgtccggctcttatttttataaaT AAgaatectetttt
cgtttaatcacaaagtttctgattccgttatagtcatcttgecacacttctctcatcaagettgacgecggagttatacgeage

acGGCagatcaagtgccegecCgataggegacgtaataaagataaagagaatcccaagcaggattttagegg
agage

*WESIL  : comA ve yuxO genlerinde transkripsiyon “Baslama (+1) Noktas1”.
comA ve yuxO genlerinde transkripsiyon “Sonlanma noktalar1”.
“4-5 1 Kolonisi”ne TATTait klonlanmig ChIP-DNA pargasinin son noktasi.
SARI : comA geni
GRIi : yuxO geni
beraber negatif kontrollerde herhangi baglanma olmadig1 gbzlenmistir (Sekil 3.22).

Sekil 3.21 : Insert DNA pargasinda yuxO promotoru icin tasarlanan primer
bolgelerinin gosterimi.
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DNA
Ladder

kDa Marker yuxO
500
300

Sekil 3.22 : yuxO geninde (-340.)-(+41.) niikleotitler arasindaki 351 b¢’lik (351 bg)
promotor bolgesine ait PZR {irliniiniin agaroz jel goriintiisii.

wabH quxM
Negatif Kontrol Pozitif Kontrol
LutR 0 1 2 4 0 0 0 3 0o 1 2 4 0O 0 0

SinR 0 0 0 0 1 2 4 3 0 0o 0 1 2 4

Sekil 3.23 : Tez c¢aligmasinda yapilan EMSA analizlerinin pozitif ve negatif
kontrolleri. LutR ve SinR proteinleri i¢in pozitif kontrol olarak ygxM
geni, negatif kontrol olarak ywbH geni kullanilmistir.

yuxO (351 bp)

LutR 0 1 2 4 2 2 2 3 0 0 0
SinR 0 0 O 0 1 2 4 3 0 1 2

o —

4 0 uM
2 0 uwM

n O
NSl \S)

Sekil 3.24 : LutR-SinR regiilator proteinlerinin yuxO geniyle EMSA analizi.

LutR ve SinR proteinleri ile yuxO geninin promotor DNA’s1 arasinda yapilan EMSA

analizleri, LutR proteininin yuxO genine dogrudan baglandigin1 dogrulamistir.

85



Ciinkii LutR proteini hem tek basmna 1-2-4 uM artan konsantrasyon degerlerinde,
hem de kendisi sabit (2 uM) konsantrasyondayken, SinR’in artan
konsantrasyonlarina bagli olarak elektro harekette kayma giderek artmistir. Bu
durum, LutR’m yuxO promotor bdlgesine dogrudan baglandigmi gosterdigi gibi
SinR tarafindan da herhangi bir engellenme yasanmadigini, bilakis elektro harekette
kaymanm arttigmi gostermistir. SinR proteininin yuxO geni ile iliskisi LutR
proteiniyle benzerdir. Ciinkii SinR proteini de 1-2-4 uM artan konsatrasyon
degerlerinde yuxO promotor bolgesine giderek daha fazla baglanma gostermistir.
Ayrica sabit konsantrasyondaki SinR’m (2 uM) artan konsantrasyonlardaki LutR
varliginda, elektro harekette kaymanm daha da arttig1 gozlenmistir. Sonug¢ olarak
LutR ve SinR proteinlerinin yuxO promotor bolgesine tek baslarina dogrudan
baglanabildikleri gibi, ikisi birlikte yarigmaci (kompetatif) olarak degil es zamanl

(simiiltane) baglanabildigi belirlenmistir.

3.5 yuxO geninin RT-qPZR analizi

ChIP deneylerinde DNA dizileme analizleri sonucunda belirlenen yuxO aday geninin
LutR proteini ile dogrudan etkilesimini dogrulamak amaciyla, yuxO gen ifadesinin
LutR aktivitesine olan bagimliligi RT-qPCR analizi ile incelenmistir. Bu analizlerde
yabani tip B. subtilis PY79 susu ve LutR tiretme 6zelligi bozulan B. subtilis TEK1
mutant susu (/utR::Tnl0::spc) kullanilmistir. Bu amagla ilk olarak, Guillen ve ark.
(1989)’nin calismalar1 referans alinarak, RNA Orneklerinin, iireme periyodunun

(Sekil 3.24) hangi asamalarinda alinmas1 gerektigi belirlenmistir.

Guillen ve ark. (1989)’na gore comA ve comB (yuxO) genleri ilireme siirecinin
basindan sonuna kadar siirekli ifade edilen “erken genler” grubunda yer almaktadir.
Guillen ve ark. (1989) com genlerinin birbirine olan bagimliligint arastirmak
amaciyla beta-galaktozidaz analizleri yapmuslardir (Sekil 3.24). Bu analize gore
yuxO (comB) geni hem logaritmik fazda hem de duragan fazda, farkl seviyelerde
olmakla birlikte, goreceli olarak fazla miktarda ifade edilmektedir. Ancak bu iki faz
arasinda, logaritmik fazdan duragan faza “gecis noktasinda (Ty)” yuxO ifadesinin
aniden arttig1 ve ifade seviyesindeki farkliligin gecis noktasindan (Ty’dan) 1-2 saat
onceki (T,,T.;) ve sonraki (T+;,T+2) noktalarda en fazla oldugu goriilmiistiir. Bu
nedenle ChIP-Gen aday1 yuxO’nun LutR proteinine bagli gen ifadesini belirlemek
amaciyla yapilan RT-qPCR analizi i¢in 6rnek toplanirken Guillen ve ark. (1989)’nin

86



bu sonuglar1 dikkate alinmistir. RNA izolasyonu i¢in gecis noktasi (Tp)’nin 1-2 saat
oncesinden (T.;, T,) ve sonrasindan (Ti;, Tip) Ornekler almmus (Sekil 3.25),
ardindan GSBMM besiyerinden alinan bu O6rneklerden RNA izole edilmistir. RT-
qPCR uygulamasi Roche-LightCycler® 480 DNA SYBR Green 1 Master Kit

prosediiriine gore yapilmustir.

50 | comB-lacZ e

Max.

10]

B-Galactosidase (Units/mg protein)

32 -1 0 1 2

Sekil 3.25 : sin (o), comA (o) ve comB (yuxO) (m) mutasyonlarinin /acZ geni ile
yuxO (comB) promotor bdlgesinin transkripsiyonel fiizyonuyla elde
edilen mutant susta B-galaktosidaz ifadesi lizerindeki epistatik etki.
Yabani tip yapidaki flizyonun B-galaktosidaz aktivitesi (o) ile
gosterilmistir  (Guillen ve ark. (1989)’dan almmistir). Yatay
dogrultudaki sifir (0) noktast logaritmik faz ile duragan faz arasindaki
gecis noktasini, negatif isaretli sayilar bu noktadan 6nce alinan

ornekleri, pozitif sayilar ise bu noktadan sonra alman Ornekleri ifade
etmektedir.

GSBMM besiyeri kompetans 6zelliginin gelisimini tetikleyen minimal bir besiyeridir
(Albano ve Dabnou, 1989). Bu nedenle hem yabani tip PY79 susunda hem de mutant
TEKI1 susunda kompetans olusumunu saglayan genlerin GSBMM besiyerinde
biiyliyen suslarda akif olmas1 beklenir. Bu deneyin amaci /utR geni bozulmus olan
mutant sus TEK1 (lutR::Tnl0::spc) ile utR geni saglam olan PY79 susu (/utR")
arasinda, yuxO (comB) geninin ifade diizeyi acisindan bir degisiklik olup olmadigini
belirlemektir. Bu amagla yabani tip PY79 susu ile /utR geni bozulmus mutant TEK1
susu GSBMM besiyerinde tiretilerek, belirlenen inkiibasyon araliklarindan (Sekil 3.
25) ornekler toplanmis ve bu hiicrelerden toplam RNA izole edilmistir. Elde edilen

RNA stogundan 2 pg alinarak rastgele alt1 birimli primerler varliginda, Transcriptor
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High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) kullanilarak, cDNA sentezlenmis ve
qPCR reaksiyonlarinda bu cDNA kalip olarak kullanmilmistir. qPCR reaksiyonunda,
toplam 15 pl olacak sekilde hazirlanan reaksiyon karistmma 2 pg cDNA,
LightCycler® 480 SYBR Green Master seti (Roche) ve yuxO genine 6zgl primerler
(yux0.QPCR.forward: 5’-TCAGTGGCCCTGGCGGAA-3’, yuxO.QPCR. reverse: 5’-
CAG CCT CTC TTG CTC GTC-3’) (20 uM) eklenmistir.

10 |
3,713
: \‘
0.852 ;F=|==I=—l
| AN
1 N\
// 3,261
o /z \
;{ 0.708
0.01 .’,.-'/
= PY79
=f=TEK1
0.001

Sekil 3.26 : B. subtilis PY79 yabani tip ve TEK1 mutant suslarinin iireme egrileri.
Oklar: Her iki sustan RNA izolasyonu i¢cin 6rnek alinan noktalar
gostermektedir.

Ureme siirecinin T;, noktasmda PY79 ve TEKI1 suslar1 yuxO gen ifade diizeyi
acisindan karsilastirildiginda mutant susta 0.95 kat azalma goriilmiistiir (Cizelge 3.4).
Yani /utR geninin inaktif durumda olmasi nedeniyle LutR proteini liretilememekte ve
buna bagli olarak yuxO geninin ifadesinde azalma goriilmektedir. Elde edilen
sonuclara gore, /[utR geni yuxO geninin pozitif diizenlenmesinden (up-

regililasyonundan) sorumlu oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 3.4 : Kompetens gelisimine bagli olarak LutR proteininin yuxO (comB) geni
iizerindeki diizenleyici etkisi.

GEN qPCR* FONKSIYON TRANSKRiPSiYON ORGANiZASYONU?

—_—>—>>—> €—<€—<€
0,95 Kompetans gelisimi ~ mrpE mrpF mrpC #yuxO comA comP

(comB) (comB)

yuxO

Sayilar ifade oranina doniistiiriilmiis log2 degerini ifade ediyor.
http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/ sunucusundan alinan transkripsiyonel organizasyon, “+”
transkripsiyon sonlanma bdlgesini isaret eder.

3.6 LutR’1n dogrudan kontrolii altinda olabilecek lrpB, yodT, rpsP, yutK, nasA,
wsG, ytsD ve yvnB aday genlerinin EMSA analizleri

Dr. Oykii Irigiil S6nmez’in doktora tezi (2012) kapsaminda, gen ifadeleri LutR
proteini tarafindan dogrudan etkilenen genleri belirlemek amaciyla IPTG ile
indiiklenebilen bir LutR tretici “B. subtilis PY79 amyE::Pspac::yvfl, yvfl::Tnl0"
mutant susu olusturulmus ve bu sus kullanilarak IPTG ile indiiklenmis (/utR geninin
asir1 ifade edildigi) ve IPTG ile indiiklenmemis (/utR geninin ifade edilmedigi)
durumlarda karsilagtirmali transkriptom analizleri yapilmistir. Bunun i¢in B. subtilis
amyE::Pspac::/utR mutant susu LB besi yerinde ODgoo degeri 0,5 oluncaya kadar
iiretilmistir. Bu degere ulastiginda 1 mM IPTG ile indiiklenen hiicrelerden 30. ve 60.
dakikalarda ornekler almmustir. Ilgili transkriptom analizleri sonucunda, LutR’mn
ifade edilmesine karsilik olarak transkripsiyon seviyelerinin degistigi, dolayisi ile
LutR n direk kontrolii altinda olabilecegi diistiniilen /rpB, yodT, rpsP, yutK, nasA,
wsG, ytsD ve yvnB aday genleri belirlenmistir. Bu olasiligin arastirilmasi igin
gergeklestirilen EMSA analizleri bu tez kapsaminda yapilmistir. Negatif kontrol
geni olarak ywbH ve pozitif kontrol geni olarak ygxM kullanilmistir (Sekil 3.22).

3.6.1 LutR ve SinR proteinlerinin /rpB geni iizerindeki etkisi

Lrp ailesinin iiyeleri yaklasik 15 kDa molekiiler agirliga sahip olan kiigilk DNA-
baglanma proteinleridir. E. coli, Agrobacterium tumafaciens, Pseudomonas
aeroginosa ve Pyrococcus furiosus gibi farkli organizmalara ait Lrp homologlarinin
multimerik yapilarinda dimer, tetramer, oktamer ve hekzamer formlar goriilmektedir.

Bunlardan en 1yi arastirilmis olani £. coli Lrp proteinidir. Losin-cevap Diizenleyici
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Protein (Lrp, Leucine-responsive Regulatory Protein), E. coli hiicrelerinde bir¢ok
genin ve operonun ifadesini etkileyen global diizenleyici bir proteindir. Lrp proteini
E. coli genlerinin yaklasik % 10 kadarmi etkilemektedir ve bu genlerin cogu duragan
faza girerken ifade edilen genlerdir. E. coli’deki Lrp regiilonu agirlikli olarak amino
asit metabolizmasinda gorev alan genleri igermekle birlikte, daha az sayida pili
sentezinde gorevli olan genleri icerir (Calvo and Matthews, 1994; Newman, 1995).
Lrp proteini bu genlerin bazilarinin transkripsiyonunu aktive ederken bazilari
iizerinde baskilayici etki gdsterir. Lrp’nin kontrolii altindaki operonlardan bir kismi
icin bu diizenleyici etki 16sin amino asidine bagl olarak gerceklesirken bazi
operonlar i¢in l6sinden bazimsizdir. Losin amino asidi diger amino asitlere kiyasla
protein yapisinda daha fazla oranda bulunmaktadir (yaklasik % 9.1). Losin, alanin,
valin, i1zoldsin, asparajin, lizin ve prolin gibi ¢esitli amino asitlerin 6zel efektor

olarak rol aldiklar1 bilinmektedir (Brinkman ve ark., 2003).

B. subtilis’e ait genom analizinde ¢ok sayida Lrp homologunun bulundugu
belirlenmistir. EcoLrp proteini ile benzerlik dereceleri %25-34 arasinda degisen bu
proteinler arasinda esansiyel olmayan LrpA, LrpC, AzIB, YezC, YwrC ve YugG
proteinleri ile birlikte LrpB proteini de yer almaktadir. B. subtilis’e ait bu proteinlerin
fonksiyonlar1 ile ilgili veriler olduk¢ca azdir (Lopez-Terrejon ve ark., 2006).
Lrp/AsnC ailesine iiye proteinler global veya 06zel diizenleyici proteinlerdir.
Bunlardan en 1iyi bilineni olan E. coli Lrp proteini, genellikle 16sin amino asidinin
varlifina veya yokluguna bagli olarak aktiflesen veya baskilanan yaklasik 75
transkripsiyon biriminden olusan bir regiilonu kontrol eder. Lrp kontroliindeki bu
genler, baslica, amino asitlerin transportu, degredasyonu ve biyosentezinde gorev
almaktadir (Leonard ve ark., 2001; Dartois ve ark. 1997). E. coli’de Lrp proteininin
calisma sekline bakildiginda siklikla CRP (cAMP reseptor protein), IHF (integration
host factor), Histon-like protein H-NS gibi diger global diizenleyicilerle birlikte
hareket ettigi goriiliir (Levinthal ef al ., 1994; Mathew et al., 1996; Paul et al., 2001;
Weyand et al., 2001). Bunun aksine deoksiadenozin metilaz (Dam) enzimine karsi
belirli bir promotor tizerindeki ayn1 baglanma bolgesi lizerinde yarigmali olarak etki
gostermektedir (Dartois ve ark., 1997). Buna gore B. subtilis lrpA ve lrpB genlerinin
biyosentetik g/y4 geniyle birlikte KinB sensor kinazi aktive eden genel sinyalizasyon

yolaginda etkili oldugu ileri siiriilmiistiir. g/y4 gen {irlinii olan serin hidroksimetil
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transferaz enzimi, serin ve glisin amino asitlerinin birbirine doniistimiinii katalizler

(Sekil 3.26).

Serine Glycine
| SHMT ) ) 1
(glyf) N3-Methyl-THF e {Merhiunine ms SAM |
&I
THF Ni, N“J—Melhylene—THF -:.-_.1':, ‘ Th}?m]dy]ate [dml—-’)
L 4
e \”\
/ glgcine\\ (
/ A N®, N10-Methenyl-THF

/ synthase '

' (gcv) o \”\

| Formyl-Met-tRNA

Glycine o, N1_Formyl-THF /
' * [ Purines m= Histidine
_ NH* L " )
oS

Sekil 3.27 : THF tarafindan tasman C1 {initelerinin orjini, doniisiimii ve biyosentez
metabolizmasinda g/y4 geninin rolii. C1 iinitelerinin THF havuzuna
girisi, glyA geninin kodladig1 serin hidroksimetil transferaz’in serini
glisine doniistiirmesi ve glisinin bir glisin sentaz tarafindan kesilmesi
esnasinda N°,N'’-metilen-THF olarak gerceklesmektedir. (Dartois ve
ark., 1997).

Bu reaksiyonu katalizlerken herbir bir mol serininin glisine doniistimiine karsilik 1
mol metilen tetrahidrofolat (5, 10-mTHF) {iretir. Bu reaksiyon, hiicrenin tek glisin
kaynag1 ve tetrahidrofolata bagli C1 {initelerinin ana kaynagi olarak diistiniilebilir.
Tetrahidrofolat tiirevleri sirasiyla histidin, piirinler, timidilat, metionin ve N-formil-
metionil-tRNA biyosentezinde kullanilan tek karbonlu birimlerin (one-carbon units)
donorii olarak gorev yapar. B. subtilis’in sporilasyon metabolizmasi ile ilgili
transkripsiyonlar, SpoOA transkripsiyon faktoriiniin fosforlanmis formuna baglh
olarak baglar (Sekil 3.27). SpoOA’nin fosforilasyonu KinA ve KinB olmak iizere, iki
kinaz enzimini iceren fosforilasyona bagl sinyal iletiminin bir sonucudur. KinA ve
KinB kinazlari, cevap diizenleyici SpoOF ve fosfotransferaz SpoOB proteinlerini
fosforlar (Sekil 1.4). SpoOB enzimi SpoOF~P’teki fosfat1 alip SpoOA’ya aktarir
(Burbulys ve ark., 1991).
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Biitiin bu veriler 1s518immda, LutR proteininin /rpB promotor bdlgesine baglanip
baglamadigt EMSA yontemiyle test edilmistir (Sekil 3.27). Bunun i¢in /rpB geninin
transkripsiyon baglangic +1 bdlgesine gore (-282)-(+72) bazlar1 arasindaki 354
bazlik DNA bolgesi ile farkli konsantrasyonlarda LutR-Hiss ve SinR-Hise proteinleri
kullanarak EMSA yOntemi uygulanmustir. Biitlin baglanma reaksiyonlar1 asir1
miktardaki “6zel olmayan yarismac1” poli-[d(I-C)] DNA (1pg/ul) ve negatif kontrol
proteini sigir serum albiimini (BSA, 1pg/ul) varlhiginda gerceklestirilmistir.

IlrpB (354 bp)
LutR 0 1 2 ) 2 2 0 uM
SimR 0 0 0 0 1 2 4 0 2 uM

-!f. &
HgHHAN ;uﬂd“’

Sekil 3.28 : LutR ve SinR proteinlerinin /rpB promoter: ile EMSA analizi.

Sekil 3.27°de gorildigi gibi tek basma LutR ve SinR proteinlerinin
konsantrasyonlar1 arttiinda /rpB promotor bolgesinin elektro harekette kayma
farklilig1 da artmaktadwr. Bu durum hem LutR hem de SinR proteinlerinin /rpB
promotor bdlgesine baglanabildiklerini dolayis1 ile /rpB geninin dogrudan LutR ve
SinR diizenleyici proteinlerinin kontrolii altinda oldugunu gostermektedir. Buna ek
olarak LutR ve SinR transkripsiyon faktorlerinin /rpB promotoruna es zamanl olarak
mi1 yoksa yarigmact olarak m1 baglandigini belirlemek amaciyla /rpB promotoru her
iki proteinle beraber inkiibe edilmistir. Bu reaksiyonda sirasiyla proteinlerden birinin
konsantrasyonu sabit tutulurken digerinin konsantrasyonu belirli miktarlarda
arttirilmistir. Her iki durumda da, yani hem LutR’m konsantrasyonu sabit tutulup
SinR’1n konsantrasyonu arttirildiginda, hem de SinR’mn konsantrasyonu sabit tutulup
LutR’in konsantrasyonu arttirildiginda ekstra bir elektro harekette kayma farkliligi
gozlenmistir. LutR ve SinR’m birlikte sagladiklar1 elektro harekette kayma
farkliliginin tek baslarina sagladiklarindan fazla olmasi bu iki proteinin /rpB

promotoruna yarigmaci olarak degil, es zamanl olarak baglandigini gostermistir.

Tez kapsaminda elde ettigimiz en Onemli sonuglardan biri LutR ve SinR
transkripsiyon faktorlerinin yukarida deginildigi gibi, /rpB promotoruna dogrudan

baglandigmimnin belirlenmesidir. B. subtilis bir besin sikintisiyla karsilastiginda,
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ortamdaki besin kithigi, sporlanma metabolizmasint uyarr ve SpoOA’nin
fosforilasyonu ile spor olusumu baslar (Sekil 3.28; Losick and Stragier, 1992). Bu
bilgiler ve /rpB geninin ardisik sekilde GlyA-KinB-SpoOF-SpoOB proteinlerini ve
son olarak SpoOA proteinini etkiledigini de goéz Oniinde bulundurarak LutR ve
SinR’m oOncelikle amino asit metabolizmasin1 ve dolayisiyla sporilasyonu [rpB

iizerinden diizenleyici etki gosterebilecegi sdylenebilir.

e . i
- Cell membrane

‘,f‘ "‘I KR
/ / . Y
/ / P =S| R N\ I-R
/ / 2= Kipl e— -
f / ADP <= [nactivel

(‘ (' KinA-(P)

KapB

Sekil 3.29 : B. subtilis’te sporilasyonun diizenlenme mekanizmasi. SpoOA~P bir¢ok
geni kontrol eden bir transkripsiyon faktoridir. SpoOA~P’nin
fosforilasyon = derecesi  ve  aktivitesi SpoOE tarafindan
defosforilasyonuna ve SpoOF~P’i defosforile eden RapA ve RapB’ye
baghdir. RapA fosfataz aktivitesi, phrA lokusunun hiicre disma
atildiktan sonra islenen bir peptit iiriinii tarafindan diizenlenir. KinA
tarafindan fosfat girdisi, bir antikinaz olan Kipl ve anti-antikinaz olan
KipR’a baghdir. KinB hiicre mebraninda konumlanrr ve KapB
tarafindan kontrol edilir.

3.6.2 LutR ve SinR proteinlerinin nasA geni iizerindeki etkisi

B. subtilis olduk¢a degisken icerik ve konsantrasyonlardaki c¢ok cesitli nitrojen
kaynaklarinin bulundugu dogal yasam alanlarinda iiremektedir. Basillus hiicreleri,

bu nitrojen kaynaklarimi optimal diizeyde kullanmak ve iireme sartlarini optimal
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degerlerde tutmak i¢in etraftaki nitrojen kaynaklarmin varligina ve yokluguna karsi
gerekli cevaplar1 verebilen gesitli diizenleyici sistemler gelistirmistir. Bu diizenleyici
sistemler, hiicre icindeki nitrojen metabolizmasini optimize etmek i¢in global gen
ifadelerini kontrol altinda tutmaktadwr. B. subtilis’te nitrojene bagli diizenlenen
genleri kontrol eden global regiilasyon mekanizmasinda en az ii¢ transkripsiyon
faktorii (CodY, GInR ve TnrA) gorev almaktadir (Yoshida, ve ark., 2003). Bunlara
ek olarak LutR proteininin de nitrojen metabolizmasinda global diizenleyici olarak
rol oynadig1 belirlenmistir (Irigiil-Sénmez ve ark., 2013). Ayrica LutR proteininin
kontroliinde sentezlenen basilisin antibiyotiginin B. subtilis’in genom ¢apinda gen
ifadelerine etkisini belirlemeye yonelik yapilan bir arastrmada, nitrojen
metabolizmasimin basilisin tarafindan da kontrol edildigi belirlenmistir (T. Ebru

Koroglu, Doktora tezi, 2013).

CodY proteini hiicredeki mevcut besin durumuna gore cevap olusturmakta ve
nitrojen kullanimmin yani sira karbon metabolizmasi, motilite, kompetens ve
sporlanma gibi fenotipleri de diizenlemektedir (Ratnayake-Lecamwasam et al., 2001;
Molle et al ., 2003). GInR, baz1 genler iizerinde baskilayici etki olusturmakta ve en
onemli gorev olarak glutamin sentaz (GlnA) enziminin sentezini kontrol etmektedir
(Brown and Sonenshein, 1996). TnrA ise nitrojen kitliginda iiremeyi devam ettirmek
icin gerekli genlerin diizenlenmesinden sorumludur (Wray et al., 1996). tnrd
mutasyonu tasiyan B. subtilis suslarinda pleiotropik fenotip goriilmektedir (Wray et
al., 1996). Ciinkii TnrA ¢ok sayida genin transkripsiyonunda hem aktiflestirici hem
de baskilayict rol oynamaktadir (Wray ef al., 2001). Nitrojen kaynagi fazla
oldugunda, hiicre i¢i glutaminin ve diger metabolitlerin konsantrasyonu, GInA’nin
geri beslemeli baskilanmasi i¢in yeterince fazla olacaktir. Geri beslemeli baskilanan
GInR, TnrA proteinini yakalayarak bir protein-protein kompleksi olusturur ve
TnrA’nin DNA’ya baglanma 06zelligini bozar. Bunun aksine ortamda nitrojen
kaynagi azaldiginda, TnrA proteini GInR-TnrA kompleksinden serbest birakilir ve
ilgili genlerin transkripsiyonlarini diizenlemek i¢in DNA {izerindeki 6zel bdlgelere

(TnrA kutularma) baglanir (Wray et al ., 2001).

Oykii Irigiil Sénmez’in doktora tez (2012) calismasinda elde edilen verilere gore,
LutR proteinin g/tAB ve glnRA operonlar1 lizerinde diizenleyici role sahip oldugu ve
bu sayede karbon ve nitrojen metabolizmasini kontrol edebilecegi soylenmektedir.

(Cizelge 3.5). Ayrica LutR’1n kontrolii altinda sentezlenen basilisinin de nitrojen ve
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enerji metabolizmas: ile ilgili genlerin, 6zellikle nas ve nar genlerinin kontroliinden
sorumlu oldugu belirlenmistir (T. Ebru Koroglu, Doktora tezi, 2013).
Cizelge 3.5 : B. subtilis’de iiremenin erken duragan fazinda, nitrojen

metabolizmasiyla ilgili genler {izerinde LutR’mn diizenleyici
etkisi. (Irigiil-Sonmez, 2012)

Katlanma

GEN Farks® qPCR® FONKSIYON TRANSKRIPSiYON ORGANIZASYONU®

Transkripsiyon dizenleyici —_— —3—> 55

ginR — (nitrojen metabolizmasi spoVG # ynbA ynbB ginR ginA #

-0.73 (1£0.10)
Glutamin Sentaz
glnA -1,19
gitA 131 . Glutamin Sentaz (Blylk alt Unite) 2 yOfA yogh = gitB gltA gItC =
-2.04 (+0
glts 1,45 Glutamin Sentaz (KOgak alt nite) gy pEmH

Bu c¢aligmada LutR ve SinR transkripsiyon faktorlerinin nas4 geni lizerinde,
yukarida bahsedilen dolayli kontrol siire¢lerinin haricinde, dogrudan bir etki gosterip
gostermedigi incelenmistir. Bunun i¢in nas4 geninin transkripsiyon baslangic +1
bolgesine gore (-307)-(+42) niikleotitleri arasindaki 349 bazlik bolge ile farkli
konsantrasyonlarda LutR-Hiss ve SinR-Hiss proteinleri kullanarak EMSA analizi

yapilmistir (Sekil 3.29).

nasA (349 bp)
2 2 2 0 0 0 0 1 2 4 uM

4 2 2 2 uwM
e
Sekil 3.30 : LutR ve SinR proteinlerinin nas4 promotoru ile EMSA analizi.

Biitiin baglanma reaksiyonlar1 asir1 konsantrasyondaki “6zel olmayan yarigmaci”
poli-[d(I-C)] DNA (1 ug/1ul) ve negatif kontrol proteini sigir serum albiimini (BSA,
1 ug/ul) varhiginda gerceklestirilmistir. Elde edilen EMSA sonuglar1 LutR ve SinR
proteinlerinin hem tek baslarina hem de birlikte nas4 promotor bdlgesine
baglandiklarmi1 ortaya koymaktadir (Sekil 3.29). Her iki proteinin artan
konsantrasyonlarinda elektro harekette kayma farkliligi artmistir. nas4 promotor
bolgesine baglanmada es zamanli m1 yoksa yarismaci mi1 baglandiklarini belirlemek
icin her iki protein nasA promotor DNA’s1 ile beraber inkiibe edilmistir. Bunun i¢in

sirastyla  proteinlerden  birinin  konsantrasyonu sabit tutulurken digerinin
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konsantrasyonu belirli miktarlarda arttirilmistir. Her iki durumda da, yani hem
LutR’1n konsantrasyonu sabit tutulup SinR’mn konsantrasyonu arttirildiginda, hem de
SinR’1in konsantrasyonu sabit tutulup LutR’m konsantrasyonu arttirildiginda ekstra
bir elektro harekette kayma farklihgi gozlenmistir. LutR ve SinR’in birlikte
sagladiklar1 hareket farkliliginin tek baslarina sagladiklarindan fazla olmasi bu iki
proteinin nasA promotor bolgesine yarismaci olarak degil, es zamanli olarak

baglandigimi gostermektedir.

TnrA proteini, asnZ (yccC, L-asparajinaz), gabP (g-aminobiitilat transportu), nasA
ve nasB operonlart (nitrat asimilasyonu), nasDEF (nitrit asimilasyonu), nrgAB
(amonyum transportu), ureABC (ureaz), puc genleri (piirin katabolizm), yknA
(guanin deaminaz), kipl, ykzB—ykoL genlerinin ve kendi geni tnrd’nin
aktiflesmesinde gorev alirken g/nRA (glutamin sentetaz) ve gltAB (glutamat sentetaz)
genlerinin baskilanmasinda rol oynamaktadir (Fisher and Wray, 2002; Fersonet al.,
1996; Nakano ef al., 1995; Nakano et al.,1998; Wray et al., 1994; Wray et al ., 1997,
Schultz et al ., 2001; Nygaard et al ., 2000; Wang et al., 1997; Robichon et al .,
2000; Fisher, 1999; Robichon et al., 2000; Wray et al.,1996; Belitsky et al., 2000).
Oykii Irigiil-Sonmez (Doktora, 2012) de tez ¢alismasinda LutR’in glnRA ve gltAB
iizerindeki etkisini TnrA ile paralel bir sekilde yani negatif diizenleme oldugunu
belirlemistir (Cizelge 3.5). Tim bu sonuglar LutR’mn B. subtilis’de nitrojen

metabolizmasi kontrol agina dogrudan katkida bulunduguna isaret etmektedir.

3.6.3 LutR ve SinR proteinlerinin rpsP geni iizerindeki etkisi

Ribozom organeli ¢esitli TRNA ve r-proteinlerden olusmaktadir. r-proteinler,
RNA’nin yapisimi olusturmanmn yani sira hiicre metabolizmasinin kontroliinde de
onemli rol oynamaktadir. Hizli biiyiiyen hiicrelerde rRNA ve tRNA orani, yavas
ireyenlere gore daha fazla oldugu rapor edilmistir. Bu tiir biiylime oranina baglh
regililasyonlar biitiin ribozomal proteinleri, uzama faktorleri ve bircok aminoagil-
tRNA ligazlar icin de gegerlidir. rpsP geni trmD operonu igerisinde promoter
bolgesine en yakin ilk gen olarak yer alan ve ribozomal protein S16’y1 (RpsP)
kodlayan bir gendir (Sekil 3.30). trmD operonunda ayrica sirasiyla rimM, trmD
(tRNA-(m1 G)metiltransferaz), rplS (ribozomal protein L19) genleri kodlanmaktadir.
Bu calismada yapilan EMSA analizlerinde elde edilen en 6dnemli sonuglardan biri,

LutR ve SinR proteinlerinin rpsP promotor bdlgesine dogrudan baglandiginin
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belirlenmesidir (Sekil 3.31). Her iki proteinin reaksiyona eklenen konsantrasyonlari
arttikca jel goriintiisiindeki elektro hareket kaymasi da artmaktadir. Buna paralel
olarak, LutR ve SinR proteinleri rpsP promotoruyla ikisi beraber inkiibe
edildiklerinde elektro hareket farkliligi daha fazla artmaktadwr. Sirasiyla LutR
konsantrasyonu sabit tutulurken SinR konsantrasyonunun arttirilmast veya SinR
konsantrasyonu sabit tutulurken LutR konsantrsayonunun arttirilmasi durumunda
bantlardaki elektro hareket kayma farkliliginin giderek daha fazla artmasi LutR ve

SinR proteinlerinin 7psP promotoruna es zamanli olarak baglandigimi gostermektedir.

E::SY . - %qli r*um tpmn rplSs '; ~nhE wlgH
1669415 1 Q L 11679414
wlgE
. =1 - topH o codl v o p'
1679415 1 L 11689414

LEGEHD

Coding sequences:
= C=| Ul ar processes mp Intermediary metabol ism
mp Information pathways == Jther functions
= Similar to unknown proteins = Ho similarity

m—f EHA W tRHA [ promoter O terminator

Sekil 3.31 : B. subtilis genomundaki rpsP geninin konumu. Subtilist veri tabanindan
alinmustir.

Oykii Irigiil-Sénmez (Doktora tezi, 2012) rnc ve fth transkripsiyonlarnin LutR’mn
pozitif kontrolii altinda oldugunu ve bu nedenle LutR’1n B. subtilis protein salgilama
mekanizmasinin 6nemli bir elemani olan SRP’nin sentezi {izerinden etkili
olabilecegini belirtmistir (Cizelge 3.6). B. subtilis ffh geni, kromozom {izerinde rpsP
ve pyr gen kiimelerinin yakininda haritalanmig ve orfl igeren bir operonda organize

olmaktadir (Sekil 3.30-3.32).

rpsP (348 bp)
LutR 0 1 2 4 2 2 2 0 0 0 0 1 2 4 uM
SinR 0 0 0 2 4

Uﬂ.ﬁ*i'

Sekil 3.32: LutR ve SinR proteinlerinin 7psP promotoru ile EMSA analizi.
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B. subtilis’teki ffh-rpsP gen organizasyonu, E. coli’deki organizasyonla aynidir. E.
coli’de ffh geni tarafindan kodlanan bir protein (48 kDa), dkaryotik SRP54 ile, E.
coli FtsY ise SRP reseptoriiniin o-alt birimi ile homolog olarak tanimlanmistir
(Bernstein ve ark., 1989; Romisch ve ark., 1989; Honda ve ark., 1993). E. coli Fth
proteininin 4.5S RNA ile birlikte hayatta kalma (viabilite) ve etkin protein
translokasyonunda gerekli oldugu bildirilmistir (Luirik ve ark., 1992; Phillips ve
Silhavy, 1992). Fth proteini, B. subtilis’te hiicre biiylimesi, morfolojisi ve
ekstraseliiler enzimlerin translokasyonunda etkilidir. SRP reseptor-benzer proteinleri
FtsY ve FfH, yaygim olarak korunmus olan SRP-GTPaz ailesinde yer alirlar (Eichler
and Moll, 2001).

ORF1 Ffh S16
— I N
> —> —

Sekil 3.33 : B. subtilis’te ffh-rpsP genlerinin organizasyonu. rpsP geni, S16
ribozomal proteinini kodlamaktadir.

Protein salgilama sistemi, hiicrede lretilen proteinlerin metabolik gdrev yerlerinde
dogru noktalarda konumlanmalarmi saglayan bir sistemdir. Hem Okaryotlarda hem
de prokaryotik hiicrelerde goriilen bu sistemde, proteinler genellikle bir onciil-peptit
olarak sentezlenirler ve N-terminal bdlgelerinde bir “sinyal dizisi” igerirler.
Okaryotik sistemlerde protein salgilama metabolizmasinda, salgi proteinlerinin
endoplazmik retikuluma hedeflenmesi “sinyal tanima partikiili (SRP, signal
recognition particle)” tarafindan gergeklestirilir.

Cizelge 3.6 : B. subtilis’de liremenin erken duragan fazinda, protein translokasyonu

ve katlanmasi ilgili genler {izerinde LutR’1n diizenleyici etkisi (irigiil-
Sonmez, 2012).

Katlanma

GEN Farks® qPCR® FONKSIYON TRANSKRIPSIYON ORGANIZASYONU®
darki

Sinyal Algilama Partikili

ffh 1,51 2,91 (+0.04) )
benzeri (SRP) GTPaz

Ribonikleaz Il her iki 5'

e 2,41 1,64 [£0.03) sitoplazmik RNA 8ncilini keser mﬁ'#ﬁﬁ m yigB

fsy o Sinyal Algilama Partikila
e
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Bir adet RNA (SRP 7S RNA) ile SRP9, SRP14, SRP19, SRP54, SRP68 ve SRP72
olmak iizere 6 tane polipeptitten (sirasiyla 9, 14, 19, 54, 68 ve 72 kDa) olusan SRP,
sentezlenmek iizere olan polipeptit zincirindeki sinyal diziye baglanarak translasyonu
durdurur (Walter ve Blobel, 1982; Walter ve ark., 1981). SRP ile birlikte Ribozom
organeli ve yeni iretilmekte olan polipeptitten olusan ii¢lii kompleks, ER
membranma baglanir. Bunun sonucunda SRP kompleksten ayrilir ve GTP
katalizorliiglinde translasyon tekrar baslar (Meyer ve ark., 1981-1982). Ardindan,
tekrar baslayan translasyonda sentezlenen protein, ER membranmi gecer ve SRP
molekiilii bir GTP hidrolizi ile birlikte SRP reseptoriinden ayrilir. Sinyal dizileri
ribozomdan c¢ikar ¢ikmaz, SRP’nin SRP54 alt birimi bu sinyal dizilerine baglanir.
Hem SRP54’de hem de SRP reseptoriinde korunmus GTP baglanma motifleri
bulunmaktadir. Bu nedenle SRP54 alt birimi, SRP’ye bagli protein salgilama

sisteminde anahtar rol oynamaktadir.

B. subtilis’teki protein salgilama sistemi, E. coli’de oldugu gibi SecA ve SecY
proteinleri tarafindan kontrol edilir ve 6karyotlardan farkli olarak SRP’ye bagimli
degildir. B. subtilis SRP kompleksi Ffh (Fifty-four homolog) proteini, scRNA (kiigiik
sitoplazmik RNA) ve HBsu (histon-benzeri protein) proteinlerinden olusmaktadir
(Honda et al., 1993; Nakamura et al., 1994; Nakamura et al., 1992; Nakamura et al.,
1999). scRNA (271 nt) yapisal olarak 7S RNA (300 nt) ile iliskilidir. ik kez E.
coli’'nin 4.5S RNA’sma karsilik olarak tanimlanan scRNA dort domainden
olusmaktadir: Domain IV, SRP54’lin baglanma bolgesine karsilik gelmektedir. Ayni
zamanda Okaryotlarin SRP 7S-benzeri RNA’lar1 ve E. coli 4.5S RNA’s1 arasinda ileri
derecede korunmustur. B. subtilis sScRNA {ic domainden olusmaktadir (domain I, II
ve 1V). B. subtilis sScRNA’nin domain IV niikleotit dizisi SRP 7S RNA’larin ve E.
coli 4.5S RNA’nin domain IV alt birimi ile biiylik oranda benzerlik gostermektedir.
B. subtilis scRNA’nin diger domainleri ile SRP 7S RNA arasinda ise onemli bir
benzerlik bulunmamaktadir. Ribozomal proteinler, diger proteinler gibi hiicre i¢inde
bol miktarda iiretilir ve kararli RNA’lar gibi sartlarin olumlu veya olumsuzlugu
gozlemlenerek diizenlenir. tRNA biyosentezinde gorevli bazi tRNA modifiye
enzimleri de kararli RNA ve ribozomal proteinler gibi diizenlenir. Ancak bir tRNA
biyosentez enzimi olan tRNA(m'G)metiltransferaz(TrmD)’1n diizenlenmesi farklidur.
Iki ribozomal protein geni arasinda konumlanmis (Sekil 3.30) #mD geninden

kodlanan TrmD’nin aktivitesi biiyiime hiz1 arttik¢a artmaktadir. Ayrica bu enzimin
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amino asit eksikliine baglh olarak diizenlenmesi rRNA ve ribozomal

proteinlerinkinden farklidir.

Bunlara ek olarak, B. subtilis’in ¢ok sayida kiiclik polipeptit iirettigi bilinmektedir.
Bu kiiciik polipeptitlerden bazilar1 antimikrobiyal aktivite gosterirken, bazilari
feromon veya hiicre i¢in sinyal iletim sistemini etkileyen ektraseliiler faktorler olarak
gorev yapmaktadir. B. subtilis genomunda 345 adet kii¢iik polipeptit agik-okuma
penceresi (orf) belirlenmistir ve bunlarin %81’inin fonksiyonu bilinmemektedir.
Bunlarin biiyiik bir boliimii, profaj genomlarinda veya faj-benzeri elementlerde
bulunmakta ve bu sayede biiyiik operonlarin i¢inde organize olabilmektedir: Sekil
3.30°da ylqC ve ylgD genleri gibi. B. subtilis genomunda bulunanlarm ¢ogunun, bu
sekilde, diger orf’lar i¢inde tamamen veya kismen “gizlenmis” olduklar1 veya
olaganin disinda bir translasyon baslama sinyaline sahip olduklar1 ve bu sayede tespit
edilmeden kalabildikleri rapor edilmistir (Zuber, 2003). YIqC proteini, B. subtilis’in
kiigiik polipeptitleri arasinda ComS, DegQ ve SinR’in da bulundugu, hiicresel
metobolizmanin diizenlenmesinden sorumlu diizenleyici proteinler grubunda yer
almaktadir. ylgC geni trmD operonunda, rpsP geninin 3’-asag1 bdlgesinde
konumlanmaktadir ve bu 6zelligi ile srf operonunda yer alan comS geniyle benzer
durumdadir. RNA baglanma motifi igeren YIqC peptidi, spor-spesifik fotoliyaz
kodlayan sp/B geninin diizenlenmesinden sorumlu SplA proteiniyle dizi benzerligi
gostermektedir. Bu verilerin 151gmmda ve tez kapsaminda elde ettigimiz EMSA
sonuglarint da degerlendirdigimizde, LutR proteini »psP promotoruna dogrudan
baglanarak translasyon, protein katlanmasi, protein translokasyonu, hiicre biiylimesi
ve spor olusumu metabolizmasinda diizenleyici rol oynadigi sdylenebilir. Ayrica,
SinR proteini de benzer sekilde diizenleyici etki gostermekte ve her iki protein bu

diizenleme gorevini es zamanl olarak yerine getirmektedir.

3.6.4 LutR ve SinR proteinlerinin yvsG geni iizerindeki etkisi

Bu tez c¢alismasinda yapilan EMSA analizlerinde LutR ve SinR proteinlerinin
dogrudan baglandig1 belirlenen genlerden biri de yvsG genidir. Wipat ve ark. (1998)
B. subtilis kromozomunda yvsd-yvgA (293°-289°) bolgesi lizerinde yaptiklari
analizde, bu bolgede tanimlanan ORF’lerin sigma faktorleri, metal iyon transportu,
iki bilesenli sinyal transdiiksiyonu ve ATP-baglanma-kaset-tipi transport proteinleri

ile homoloji gosterdiklerini belirlemistir (Sekil 3.33). Bu boélgede fonksiyonu
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bilinmeyen genlerin sayis1 olduk¢a fazladir ve deneysel olarak sadece 43 tahmini
genden 8 tanesinin fonksiyonu belirlenmistir. Bu genlerden yvsG geninin bir
membran hidrolaz enzimi olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Biyolojik dnemlerine ragmen
memran proteinlerinin ¢ok azmin yapisal ve islevsel Ozellikleri belirlenebilmistir.
Bunun baslica nedeni membran proteinleriyle ¢alismanin ekspresyonlari, deterjan
coziiniirlikleri, saflastirilmalar1 ve kristal hale getirilmelerinin diger c¢oziiniir
proteinlere gore ¢cok daha zor olmasimndan kaynaklanmaktadir (White 2004). Coziiniir
proteinlerle karsilastirildiklarinda, membran proteinleri, hiicre i¢inde etkin bir sekilde
yiliksek miktarda ifade edildiklerinde sitotoksik etki gosterebilmekte veya coziiniir

olmayan kiictlik intraseliiler molekiillere baglanabilmektedir.

vdjiM ve ybcl genleri E. coli’ye ait hipotetik integral membran proteinleri olup LexA
represOr proteini tarafindan kontrol edilmektedir. Fonksiyonu tam olarak
belirlenmemis olmasina ragmen E. coli hipotetik memran proteini ydjM, BLAST
analizlerinde Clostridium perfiringens, Archaeoglobus fulgidus ve B. subtilis (yvsG
geni)’te benzer hipotetik proteinlerle 6nemli derecede homoloji gostermektedir
(Henestrosa ve ark., 2000). yvsG geni, ydjM geninin yanisira ayrica E. coli ybcl geni
ile de ortologdur.

i f

[ i
1.0Kb 20Kb 3.0Kb 40Kb 5.0Kb

ysA  ygN  ywgM gl Yok yvgJ

—Nofl
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- .,~"’ — ."-‘_ ——) /22777227 TR
wgl % G . yvsH fhuD thuB

Sekil 3.34 : B. subtilis genomunda yvsG geninin konumu (Wipat ve ark., 1998) .
Hiicrede bir DNA hasar1 oldugunda veya hiicre olumsuz bir durumla
karsilasildiginda pleiotropik bir tepki olarak “SOS cevab1r” olusturulur. Bu durumda
DNA replikasyonu, DNA tamiri ve hiicre bdliinmesi kontrolii ile ilgili bir ¢ok
proteinin geni uyarilir. SOS-cevap sisteminin, yaygin etki olarak biitiin hasara-bagli-
indiiklenen genleri (damage-inducible genes, din) uyarmasina karsin, bu sistem RecA
ve LexA proteinleri tarafindan zit yonde kontrol edilerek dengelenir. RecA proteini,

SOS sistemini aktive ederken, LexA proteini baskilayarak negatif yonde kontrol
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eder. Ancak, SOS cevabi dogrudan RecA-LexA kontroliinde gerceklestigi gibi, ¢ok
az bir veriye dayanarak RecA-LexA tarafindan bazen dolayli yolla

diizenlenebilecegi de rapor edilmistir (Fernandez De Henestrosa ve ark. 2000).

E. coli SOS transkripsiyon represorii LexA’nin B. subtilis’teki homologu DinR
proteinidir (Raymond-Denise ve Guillen, 1991-1992). LexA’nin kontrol ettigi bircok
genin promotor bolgesinde LexA’nmn baglandigi bir dizi bulunur. Bu dizi “LexA

kutusu” olarak adlandirilir (Sekil 3.34).
recA

DinR box =35 -10
-95 AAAAAATCCGAATATGOGTTCGCTTTTTTCTTGGCAAATCCCTTCARACAGGGTATAGT

ATATGTAGTCCTAACATAAAGGAGGAAAAAATAGAATGAGTGATCGTCAGGCAGCCTTA +24
M S D R Q A A L

dinC

DinRk box -35 DinR box -10
-105 TTCAAARCAGARCAAGTGTTCGTTTTTCTATTGAATACCGAACGTATGTTTGCTTTAATG

TAATTAGTTGCTTATGGCAGCAAATAATAATAGAGGTGGTAAATTTATGAGAAAAAAAGAA +12
M R K K E

dinR
DinR box
-159 TTACTCA'I"I'GA'I‘CATMCCTCCAACI\&E-&TEETTTEEEEECA'I’I"I’TTATAA'I"I"I‘CAGTATAT
DinR box DinR box -35

ACGAACAAACGTTTC TGTCAATTGTTTTTTCGAACCTATGT TTGTACTGTAAGGARAATCAT

-10
GCTATAATCTTCTTAAAATCGACGTTTTGAGGTCCGARAAATGACGAAGCTATCAAAAAGG +21
M T K L S K §

Sekil 3.35 : B. subtilis’e ait recA, dinC ve dinR genlerinin promotor bdlgelerinde
bulunan “LexA (DinR) kutular1”. -35 ve -10 promotor elemenlari, biraz
daha biiyiik puntoda ve kalin harfle gosterilmistir. LuxA kutulari ise alt1
cift cizgili gosterilmistir. recA-LexA kutusu -35 bdlgesine goreceli
olarak -51 pozisyonunda yer almaktadir. Iki adet dinC-LexA kutusu -
35 ve -10 elemanlarmma goreceli olarak -24 ve -53 pozisyonlarinda
bulunmaktadir. Ug dinR-LexA kutusu ise -35 kutusuna goreceli olarak -
39, -67 ve -104 pozisyonlarinda yer almaktadir (Winterling ve ark.,
1998).
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yvsG geninin promoter bdlgesinde LexA’nin baglanma bolgeleri bulunmaz ancak bir
SOS-kutusu (CaAACATAcaTTCt) yer almaktadwr. B. subtilis yvsG geni, E.coli’deki
homologlar1 ydjM ve ybcl genleri gibi LexA (DinR) transkripsiyon faktorii tarafindan
kontrol edilmektedir. Ancak, promotor bélgesinde SOS-kutusunun bulunmasima
karsin LexA-dizisinin goriilmemesi, yvsG’nin DinR tarafindan kontroliiniin dolayl
yonden olabilecegini diisiindiirmektedir. Buna ilaveten, bu tez calismasmin en
onemli sonucglardan biri olarak, LutR ve SinR global diizenleyici proteinlerinin yvsG
promotoruna hem tek baslarima dogrudan baglandiklar1 hem de beraber es zamanl

olarak diizenleyici etki gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 3.35).

yvsG geninin transkripsiyon baslangic +1 bolgesine gore (-285)-(+36) niikleotitleri
arasindaki 321 bp’lik bolge ile yapilan EMSA analizlerinde, reaksiyon tiiplerine ayr1
ayrt LutR ve SinR proteinlerinden artan konsantrasyonlarda eklendiginde, protein
konsantrasyonundaki artigsa paralel olarak yvsG promotor DNA’sinin elektro hareket
kaymas1 da artmistir. Reaksiyon tiipiine yvsG geni ile birlikte her iki protein beraber
eklendiginde ise bu elektro hareket daha fazla artmistir (Sekil 3.35). Yani LutR
konsantrasyonu sabit tutulup SinR konsantrasyonu arttirildiginda elektro hareket
kaymast arttig1 gibi, SinR konsantrasyonu sabit tutulup LutR konsantrasyonu
arttirildiginda da benzer durum goriilmiistiir. Bu sonuglar LutR ve SinR
proteinlerinin lipit metabolizmasinda, hiicre biliylimesinde ve DNA hasarma bagl

SOS-cevabi sisteminde diizenleyici role sahip olduklarini ortaya koymaktadir.

yvsG (321 bp)
LutR 0 1 2 4 2 2 2 0 0 0 0 1 2 4 M
SinR0 0 0 0 1 2 4 0 1 2 4 2 2 2 uM

»

Sekil 3.36 : LutR ve SinR proteinlerinin yvsG promoter1 ile EMSA analizi.

3.6.5 LutR ve SinR proteinlerinin yzsD geni iizerindeki etkisi

Bakteri hiicre duvari cevresel etkilere karst koruyucu ilk ve en dayanikli savunma
yapisidir (Mascher ve ark. 2003). Bu nedenle lireme ortaminda rakip hiicrelerin
iremesini engellemek i¢in bir ¢ok bakteri tarafindan hedeflenen bir yapidir. Bu
amacla kullanilan basitrasin, ampilisin, vankomisin gibi antibiyotiklerin subletal

konsantrasyonlarma cevap vermek icin, bakterilerde antibiyotik direncini saglayan
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bir takim adaptif cevap sistemleri olugsmustur (Sekil 3.36). B. subtilis’te basitrasine
cevap olusturan yts gen kiimesi (bceRS ve bceAB) bulunmaktadir (Ohki ve ark.,
2003; Sekil 3.37). Iki-bilesenli sinyal iletim sistemini olusturan bceRS genlerinden
berS (ytsB) geni bir histidin kinaz kodlarken, bceR (ytsA) geni bir cevap dilizenleyici
protein kodlamaktadir. Basitrasine karsi asil direnci olusturan bced (ytsC) ve bceB
(ytsD) genleri ise bir ATP-baglanma transporter proteininin sirastyla “niikleotit
baglanma domaini (NBD)” ve “membran-gecis domaini”’ni (MSD, membrane-
spanning domain) kodlarlar ve basitrasinin hiicre disina atilmasini saglarlar (Sekil
3.36). bceAB genlerinin bozulmasi hiicrede asir1 bir basitrasin hassasiyeti
olusturmaktadir (Ohki ve ark., 2003). Bir sensor kinaz olan BceS, ektraseliiler
basitrasine karsi hem dogrudan hem de dolayli olarak cevap verebilmektedir.
Ortamdaki basitrasinin algilanmasina bagli olarak aktiflesen BceS bu sinyali hiicre
ici cevap diizenleyici protein BceR’ye aktarir. Aktiflesen diizenleyici transkripsiyon
faktorii BceR, hedef genleri bceAB’nin promoter bolgesine baglanarak bu genlerin

ifadesini pozitif yonde kontrol eder (Sekil 3.36).

Vancomycin Bacitracin

ECF- o factors two-component systems

Sekil 3.37 : B. subtilis’te hiicre duvari stres cevabinin diizenlenme agi. Oklar:
Diizenleyici metabolik yollar; Noktalhh oklar ve Gri diizenleme
isaretleri: hiicre duvari stress cevabi ile ilgili olmayan regiilasyonlar,
A¢ik Gri Zemin: Her iki diizenleyici yol arasinda paylasilan
regiilonlar, Cerceve: Tanimlanmis basitrasin dire¢ determinantlari
(Mascher ve ark. 2003).
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RR HK ABC TRANSPORTER

beeR beeS beceA beceB
{23 1aa) (334aa) {253aa) {646aa)
(vts4) (vtsB) (tsC) (vtsD)

Sekil 3.38 : B. subtilis’te yts gen kiimesinin (bceRS ve bceAB) organizasyonu. Kalin
oklar: bceR, bceS, bceA ve bceB genlerinin agik okuma cerceveleri
(ORF). Ince oklar: Promoter bolgeleri, Halkasal yapi: Transkripsiyon
sonlanma sinyali.

Basitrasin dallanmis halkasal dodesilpeptit yapida bir antibiyotik olup B. subtilis’te
bir ¢ok genin transkripsiyonu aktive etmektedir. Dar spektrumlu bir antibiyotik olan
basitrasin oncelikli olarak Gram pozitif koklara ve basillere kars1 kullanilmaktadir.
Oykii Irigiil-Sénmez (Doktora tezi, 2012) yaptig1 analizlerde, bced ve bceB
genlerinin duragan fazda LutR tarafindan negatif kontrol edildigini ve LutR
mutantinda bceAB gen ifadesinin arttigint belirlemistir (Cizelge 3.7). Logaritmik
fazda ise LutR’1in bceAB genleri iizerinde pozitif yonde diizenleyici etki gosterdigi ve
basitrasin direncini arttirdigin1 belirlemistir. Bernard ve ark. (2003) basitrasin
direncinin kazanilmasinda biitiin bce (yts) genlerinin esit derecede dnemli oldugunu

ve BceR’nin bu sistemin master diizenleyici proteini oldugunu belirlemistir.

Cizelge 3.7 : B. subtilis’de sporilasyonun gecikmesi ve kanibalizm ile ilgili genler
iizerinde LutR’1n diizenleyici etkisi (IRIGUL-SONMEZ, 2012).

Katlanma

GEN - gPCR® FONKSIYON TRANSKRIPSIYON ORGANIZASYONU®
darKl

Basitrasin ABC disa atim transport
ytsC (bced) ND -2,68 (£0.32) basl G — — ———
ATP-baglanma proteini # yttB yttA = ytsD  yisC yisB

3,77 (20.06) Basitrasin diga atimi permeaz €< F
ytsD (bceB)  ND i (et e

Yukaridaki verilere paralel olarak, bu tez calismasindaki EMSA analizlerinde elde
edilen en 6nemli verilerden biri LutR ve SinR transkripsiyon faktorlerinin yzsD
(bceB) promoter bolgesinde translasyon baslangic +1 noktasina goreceli -294. ve
+33. nt’ler arasindaki 327 nt’lik diziye dogrudan baglandiginin tespit edilmesidir
(Sekil 3.38). LutR ve SinR proteinlerinin konsantrasyonlari arttik¢a elektro hareket
kaymasi oranmnin arttigr gozlenmistir. ytsD promotorunun  LutR ve SinR
proteinlerinin  her 1ikisiyle birden inkiibe edildiginde ise, sabit LutR
konsantrasyonunda SinR konsantrasyonu arttik¢a, sabit SinR konsantrasyonunda ise

LutR konsantrasyonu arttik¢a hareket farkliligi giderek daha fazla artmaktadir. Bu
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sonuclar LutR ve SinR proteinlerinin yzsD (bceB) genini hem tek baslarina dogrudan

baglanarak, hem de ikisi birlikte es zamanli olarak kontrol ettiklerini gdstermektedir.

vtsD (327 bp)
LutR 0 1 2 4 2 2 2 0 4 uwM
SinR 00 0 2 uM

Sekil 3.39 : LutR ve SinR proteinlerinin yzsD promoter1 ile EMSA analizi.

3.6.6 LutR ve SinR proteinlerinin yodT geni iizerindeki etkisi

B. subtilis LutR proteini, E. coli’deki homologu olan FadR proteini gibi yag
asitlerinin ve lipitlerin sentez ve yikim metabolizmasinda diizenleyici rol
oynamaktadir (DiRusso ve ark., 1999). Oykii Irigiil-Sénmez (Doktora tezi, 2012),
LutR proteininin ekstraseliiler lipaz ve biyotin biyosentez operonunu (bioWAFDB)
iceren /ip genlerini ve yag asidi biyosentetik genlerini pozitif yonde diizenledigini
belirlemistir (Cizelge 3.8). /lip genlerinden bioA geni, yodT geni gibi bir
adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate aminotransferase enzimidir. Ghim ve
ark. (1998) B. subtilis 168 kromozomunda sspC-adhA genleri arasindaki 184-180°
bolgesinin dizi analizi lizerine yaptiklar1 ¢aligmada, B. subtilis YodT proteininin
Rhizobium sp. tiirlinde biyotin sentez proteini BioA’nin homologu oldugunu
bildirmistir.

YodT proteini, adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate aminotransferase
benzeri gorev yapmakta ve yodT geni yodTSRQOP-kamA-yozE operonunda yer
almaktadir (Sekil 3.39; Feucht ve ark., 2003; Chen ve ark., 2000). Daha 6nce
yapilan RT-qPZR analizlerinde elde edilen veriler LutR proteininin logaritmik faz
siirecinde butyrate-acetoasetate CoA transferase (yodR) ve 3-oxoadipade CoA
transferase (yodS) genlerinin ifade edilme diizeylerini arttirdigini ortaya koymus ve
buna bagl olarak lipit metabolizmasinin logaritmik fazda LutR proteinine bagl

olarak arttig1 belirtilmistir (Cizelge 3.9; Irigiil-Sénmez, 2013).
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Cizelge 3.8 : B. subtilis’de yag asidi ve lipit metabolizmasi ile ilgili genler tizerinde
LutR’1n diizenleyici etkisi (Irigiil-Sonmez, 2012).

Katlanma

GEN s qPCR" FONKSiYON TRANSKRIPSIYON ORGANIZASYONU®
biow 1,99 1,46 (+0.06) 6-Carboksihekzanoat-CoA ligaz
P - Adenozilmetionin--8-amino-7- = < < = =
io . : = 5 b
i okzononanoat transaminaz biol # bioB bioD bioF bioA
€«
bioF 1,45 8-amino-7-oxononanoat sentaz biow = ytaP msmR
bioD 2,08 ditiyobiyotin sentaz
bioB ND biyotin sentaz

Bunlara ek olarak, bir antibiyotik olan basilisinin ayn1 zamanda karbonhidrat
metabolizmasi, nitrojen metabolizmasi ve lipit metabolizmasindan sorumlu genleri

de etkiledigi belirtilmistir (Koroglu, T.E., 2006).

2136659 1 L 5 L L L L L — 4 5 L 1 21465658
i--5 g : : e A
ygdr’lyudN - kamA wodi y?dS ‘ ?geE
WozEl WozEE wodF wodfe 5 vodT 3 cgell
EEEB +L
%H EDHU = Eé}l:\l:
2146659 1 L L % L L L L L L 1 2156658
cgel ;l-ni'tN ;-Da}@‘l? ‘? 'ﬁ:rtl: ;}EE g,tc\_slu_l
ph woth votduot thotE LIOSH
LEGENHD
Coding sequences:
mp Ce | lUlar processes mp Intermediary metabolism
=t Information pathways ==} Othet functions

mf Similar to unknown proteins =k Mo zimilarity
=} -RHA W tRHA r promoter "? terminator

Sekil 3.40 : B. subtilis genomunda yodT geninin konumu. Subtilist veri tabanindan
alinmustir.

Bir dipeptit antibiyotik olan basilisin’in sentezi ise LutR proteininin kontrolii
altindadir (Koroglu T.E 2006) ve nitrojen metabolizmasi, karbonhidrat
metabolizmast ve lipit metabolizmas1 1ile 1ilgili genlerin transkripsiyonunu
indiiklemektedir.

Cizelge 3.9 : B. subtilis’de liremenin logaritmik fazinda LutR tarafindan pozitif
olarak diizenlenen transkripsyon birimleri (Irigiil-Sonmez, 2012).

ifade < s .
GEN e FONKSIYON TRANSKRIPSIYON ORGANiZASYONU®
e —_— Muhtemel koenzim A transferaz alt birimi
Yo .
L —_— ———>—>—>
i i Muhtemel koenzim A transferaz alt birimi #yodl yodS yodR yodQ yodP
o ,
¥ beta —_— >
kemA  yozE
yodP 1,74 Tammlanmarmis N-asetiltransferaz
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Oykii Irigiil-Sénmez’in (Doktora tezi, 2012) qPZR sonuglarma paralel olarak,
basilisin dipeptidinin logaritmik faz silirecinde, lipit metabolizmasinda gorevli
biitirat-asetoasetat CoA transferaz (yodR) ve 3-oxodipad CoA transferaaz (yodS)
genlerini pozitif yonde kontrol ettigi belirlenmistir (Cizelge 3.10). Biitlin bu veriler
1s181inda, LutR ve SinR transkripsiyon faktorlerinin yod7T nin ilk genini olusturdugu
yod genleri kiimesinde promoter bdlgesiyle dogrudan bir iligkisi olmasi1 kuvvetle

olas1 goriinmektedir.

Cizelge 3.10 : B. subtilis’de iiremenin logaritmik fazinda Basilisin tarafindan pozitif
olarak diizenlenen lipit metabolizmasi ile ilgili genler (Koéroglu,

2013).
Katlanma . . o _
2. e qPCR FONKSIYON TRANSKRIPSIYON ORGANIZASYONU'
0dS La0 Muhtemel koenzim A transferaz
‘ i 1,16 (10.08) alt birimi alfa — ———3—%
: zyodT yodS yodR yodQ yodP
dR - Muhtemel koenzim A transferaz
D d
¥ alt birimi beta B
kamA yozE #
Tanimlanmamig N-
yodP 1,28

asetiltransferaz

Bu tez ¢alismasinda elde edilen en 6nemli EMSA sonuglarindan biri hem LutR hem
de SinR proteininin, yodT geninde transkripsiyon baslagic +1 noktasina goreceli
(-294)-(+36) nt’ler arasindaki 330 bp’lik P,,sr bolgesine dogrudan baglanmasidir
(Sekil 3.40). EMSA analizlerinde ayrica LutR ve SinR proteinlerinin yodT promotor
bolgesine tek baslarina baglandiklar1 gibi es zamanh olarak birlikte baglandiklar1 da
tespit edilmistir. Bu veriler gostermektedir ki LutR ve SinR transkripsiyon faktorleri,
lipit metabolizmasinda hem tek baglarma hem de es zamanli olarak yodT geni

iizerinden dogrudan diizenleyici bir etki gostermektedir.

vodT (330 bp)

Sekil 3.41 : LutR ve SinR proteinlerinin yodT promotoru ile EMSA analizi.
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3.6.7 LutR ve SinR proteinlerinin yvnB geni iizerindeki etkisi

Spor olusturan, gram pozitif bir bakteri olan B. subtilis logaritmik iireme fazinin
sonunda besin eksikligi durumunda alternatif besin kaynaklarina ulagsmak icin o-
amilaz, ksilinaz, B-gluconaz gibi ¢esitli degredatif enzimleri salgilamaktadir. Bu
enzim ¢esitlerine ek olarak proteaz grubundan en az sekiz ekstraseliiler proteazi da
ireme ortamina salgilar (Priest, 1977). En 6nemli iki ekstraseliiler proteaz olan
alkalin serin proteaz subtilisin (AprE) ve notral proteaz (NprE) sporilasyon baslarken
iretilmektedir (Millet, 1970; Wong,1984; Yang, 1984). Vpr, Epr, metalloproteaz
(Mpr), notral proteaz B (NprB), hiicre duvari ile iliskili ekstraseliiler proteaz (WprA)
ve bacillopeptidaz F (Bpr) ise ikincil proteazlardir (Sloma ve ark., 1991; Bruckner,
1990; Sloma, 1988; Okamoto ve ark., 1997; Rufo ve ark., 1990; Sloma ve ark., 1990;
Tran ve ark., 1991; Margot ve Karamata, 1996: Sloma ve ark., 1990; Wu ve ark.,
1990). Bu proteolitik enzimlerin ifade edilmeleri sik1 bir sekilde diizenlenmektedir
(Strauch ve Hoch, 1993) ve baslica fonksiyonlar1 lireme ortaminda bulunan
ekstraseliiler proteinleri pargalayarak iireme i¢in amino asit temin etmektir. Bunun
yani sira farkli fizyolojik gorevleri de iistlenebilirler. Ornegin, WprA membran
translokasyonunda yanlis katlanan proteinlerin proteolizizinde rol almaktadir

(Stephanson ve Harwood, 1988).

Degredatif enzimlerdenden lipaz kodlayan /ip geninin ve tahmini endoniikleaz
kodlayan yAfEF operonunun LutR tarafindan duragan faz siirecinde pozitif kontrol
edildigi belirlenmistir (Cizelge 3.13). Oykii irigiil-Sénmez (Doktora tezi, 2012) B.
subtilis LutR proteininin lremenin duragan fazinda intraseliiler serin proteaz
kodlayan aprX genini pozitif kontrol ederken, ekstraseliiler alkalin serin proteaz
(subtilisin E) kodlayan aprE ve major intraseliiler serin proteaz kodlayan ispA
genlerini negatif kontrol ettigini belirlemistir (Cizelge 3.11). Logaritmik faz
siirecinde de aprX geni LutR tarafindan pozitif diizenlenmektedir (Cizelge 3.12).
LutR proteini ile birlikte, DegS-DegU, AbrB, ScoC ve SinR gibi global
transkripsiyon diizenleyicilerinin de bu degredatif enzim genleri iizerinde etkili

oldugu ve proteolitik aktivitenin sik1 bir sekilde diizenlendigi bilinmektedir.
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Cizelge 3.11 : B. subtilis’de liremenin duragan fazinda LutR tarafindan diizenlenen
degredatif enzim iiretimiyle ilgili genler (Irigiil-Sénmez, 2012).

KATLANMA

GEN EARKE qPCR® FONKSiYON TRANSKRIPSiYON ORGANIZASYONU®
; — > — 5> &
aprX 1,57 2.98 (#0.17) Serin proteaz +aprX ymaCymaD #ebr8
VhE 1,63 3.65 (£0.04) Tahmini Endoglukanaz = —_— = ==
# fabHB yhfC # yhfD yhfE yhfF £
VhfE 1,4 2.18 (+0.09) Hipotetik Protein

ges 3.07(20.91) Ekstraseliler Alkalin Serin — S e
aprE i R Proteaz (Subtilisin E) # yhfM  yhfN # aprE yhfO yhfP #

ispA -2,01 -1.68 (#0.22) intraseliiler Serin Proteaz #EmetE¢ iEspA ykoB # ykoCE ykoED

Cizelge 3.12 : B. subtilis’de iiremenin logaritmik fazinda LutR tarafindan pozitif
diizenlenen genlerden biri (Irigiil-Sénmez, 2012).

iFADE : s :
GEN & FONKSIYON TRANSKRIPSiYON ORGANIZASYONU®
ORANI
i —~ .
& T - -
aprX 1,72 Intraselliler Alkalin Serin Proteaz #ZyodT yodS yodR 2

Bu tez ¢alismasinda EMSA analizlerinde elde edilen en onemli sonuglardan biri
LutR ve SinR proteinlerinin yvnB geninin translasyon baslangic +1 noktasina
goreceli (-294.)-(+66.) nt’leri arasindaki 360 bp’lik bolgeye dogrudan baglanmasidir.
Ayrica yvnB promotor DNA segmenti her iki proteinle birlikte inkiibe edildiginde
elde edilen elektro hareket kayma farkliligi, proteinlerin tek baslarina gosterdikleri
elektro hareket kayma farkliligma gore daha fazla artmistir (Sekil 3.41). Bu sonuca
bagl olarak, diger degredatif enzimlerin diizenlenmesinde oldugu gibi yvnB iizerinde

de LutR ve SinR proteinlerinin es zamanh gorev yaptigini soyleyebiliriz.

yvnB (360 bp)
LutR 0 1 2 4 2 2 2 2 o 0 o0 o0 1 2 4 0uM
SinR 0 0 0o 0 1 2 4 2 o 1 2 4 2 2 2 0 uM

Sekil 3.42 : LutR ve SinR proteinlerinin yvanB promotoru ile EMSA analizi.

ynvB geninin fonksiyonu hala tam olarak bilinmemekle birlikte, metallofosfotaz
(MPP) siiperfamilyasma ait olan YvnB (BSU35040) proteininin metallofosfotaz
domainine sahip oldugu ve tahmini ekstraseliiler fosfohidrolaz (1289 aa) aktivitesi

gosterdigi rapor edilmistir (Herzner ve ark., 2011). Ayrica YvnB protein dizisi, B.
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subtilis’te ikincil proteazlardan olan ve yukarida bahsi gecen Bpr proteini ile
benzerlik gostermektedir (Sekil 3.42). MPP ailesi fonksiyonel olarak birbirlerinden
farkli iiyelerden olusmaktadir. Fakat bu gruptaki proteinler, iki metal iyonu
(genellikle manganez, demir veya c¢inko) igeren bir aktif bdlgenin bulundugu,
korunmus bir domanine sahiptir. Bu domain histidin, aspartat ve asparajin
residiilerinin kafes yapisindan olusan bir oktahedral geometri ile koordine edilir.
MPP siiperfamilyasinda Mrel1/SbecD-benzeri ekzoniikleazlar, Dbrl-benzeri RNA
kement dallanmay1r bozucu enzimler, YfcE-benzeri fosfodiesterazlar, mor asit
fosfotazlar (PAPs), YbbF-benzeri UDP-2,3-diacilglukozamin hidrolazlar ve asit

sfingomiyelinazlar (ASMaz’lar) yer almaktadir.

Biitiin bu verileri dikkate aldigimizda, LutR ve SinR’m proteolitik enzim genlerinin
ifadelerini diizenlemeleriyle ilgili daha 6nce elde edilen sonuglara paralel olarak, bu
calismada LutR ve SinR proteinlerinin bir tahmini ekstraseliiler fosfohidrolaz
kodlayan yvnB genini hem tek baglarina hem de es zamanli olarak dogrudan kontrol

ettikleri belirlenmistir.

yvnB 611 DGLFTSQLLEWDTSKLSEGAHHIQASDGKENVS—-—-—-—--— LVVRVDNSGP
DG F + ++ L++G + + A+ 4N + + V +D P
bpr 1202 DGTFHAGII------ LNKGENELTATASTDNGTTDASSPITVTLDQEKP

yvnB 654 HIEPNITE--GQTYKGNLILQADMYDKWSRIEEAEASLDGESITLPYHT
+ + + G+T K L ++ + D + 4G+ T+ o+
bpr 1245 ELTLDNPKDGGKTNKETLTVKGAVSDD----NLKDVKVNGKKATVADGS

yvnB 701 SSSDLL--PGKHSLKVTATDLAGNKTVIERIFKTEREHPDQPEVIDSEA
S+ +L G++ +KV ATDLAGNKT + + + P +I E
bpr 1290 YSARILLENGRNEIKVIATDLAGNKTTKKTVIDVNEDKPVISGLIPGED

yvnB 748 DTHKAKLSVRVKDPTNDAMDVGE
KA SV++ + + +D F
bpr 1339 KNLKAGESVKIAFSSAEDLDATFE

Sekil 3.43 : yvnB (BSU35040, B. subtilis, 1289 aa) ve bpr (BSUI15300,
bacillopeptidase F, B. subtilis, 1433 aa) genleri arasinda dizi
hizalama analizi. Skor 52.4 bit.

3.6.8 LutR ve SinR proteinlerinin yuzK geni iizerindeki etkisi

B. subtilis’in aktif lireme siirecinde sessiz olan bir¢ok gen, logaritmik fazdan duragan
faza gecisi esnasinda ve sporilasyonun baslangicinda ifade edilmeye baslar (Strauch
1995). Bu genlerin ¢cogu SpoOA, AbrB, ComA ve SinR gibi global regiilatorler

tarafindan kontrol edilir (Strauch 1995). Ureme ortamindaki sartlar, gen ifadelerinin
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bu kontrol mekanizmalar: tarafindan nasil diizenlenecegini de belirler. Ornegin
katabolik represyon mekanizmasi, B. subtilis’in lireme ortamindaki karbonhidrat
kaynaklarmin uygun miktarda olup olmamasina cevap olarak gen ifadesini
diizenlemek i¢in kullanilan global regiilator mekanizmalardan biridir (Zeng ve ark.,
2000). Temel prensip olarak, ortamdaki bir karbon kaynagi hizli bir sekilde
tiikketiliyorsa, diger karbon kaynaklarinmm kullanimi ile ilgili enzimlerin sentezi
baskilanir. Niikleozitler, 6zellikle guanozin, zayif nitrojen ve karbon kaynagidir
(Schuch ve ark., 1999; Switzer ve ark. 2002). Bu nedenle, diger besinlerin bol oldugu
ireme ortamlarinda bu bilesiklerin kullanilmasmi saglayan fizyolojik sinyal
sistemleri, tercih edilen nitrojen ve karbon kaynaklar1 tiiketilinceye kadar CodY

tarafindan baskilanir (Belitsky ve Sonenshein, 2011).

Bu tez ¢alismasinda EMSA analizlerinde elde edilen en 6nemli verilerden biri LutR
ve SinR proteinlerinin Na+/niikleozid kotransport proteini olan yutK geninin
transkripsiyon baslangi¢ +1 noktasina goreceli (-295.)-(+51.) nt’ler arasindaki 346
bp’lik bolgeye dogrudan baglanmalaridir. EMSA analizlerinde elde edilen veriler,
LutR ve SinR proteinlerinin yutK promotoruna hem tek baslarma hem de beraber es

zamanli olarak baglandiklarin1 gostermektedir (Sekil 3.43).

vutK (346 bp)

LuRO 1 2 4 2 2 2 0 0
SinR 0 0 01

Tl

Sekil 3.44 : LutR ve SinR proteinlerinin yutK promoter: ile EMSA analizi.

B. subtilis’te tahmini Na'(H")/niikleozid kotransport proteini (404 aa) olan yutK geni
nupC, nupG ve yhaU genleri ile benzerdir (Sekil 3.44; STRING 9.1 bit skor sirasiyla
294.4,207,8 ve 57.7). nupNOPQ operonu guanosin ve diger niiklotitlerin alinmasi ile
ilgili proteinleri kodlar. Detayl1 olarak bilinmemekle birlikte NupG, NupC ve YutK

proteinleri de benzer gorevleri tistlenir (Johansen ve ark., 2003; Salixd ve ark., 1996;

Martinussen ve ark., 2003). NupG minimal besiyerinde biiyiiyen hiicrelerde major
adenozin ve guanozin permeazidir (Johansen ve ark., 2003). Bununla beraber, iireme
ortaminda guanin ve hipoksantin varliginda nupG’nin ifade seviyesi diisiiktiir ve

nupG gen ifadesi guanin ribo-anahtara bagli kontrol mekanizmasi ile kontrol
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edilmektedir (Mandal ve ark., 2003). Bu nedenle, guanin ve guanozin, hipoksantin,
inozin gibi benzer bilesiklerin varligindaki hiicre biiylimesinde, nupNOPQ
transporter genlerinin piirin niikleozitlerinin alimindaki rolii daha fazla 6nemli
olmaktadwr. Elde ettigimiz veriler NupNOPQ proteinlerinin  pirimidin
niikleozitlerinin diislik afiniteli transporteri olabilecegini de gostermektedir. NupC
ise B. subtilis’te primidin niikleozitlerinin major transportu olarak gorev alir (Salixd
ve ark., 1996). NupNOPQ, bu niikleotitlerin daha 6nce tanimlanmamis ikincil
transporteri olabilir. Diger bakterilerdeki NupNOPQ benzeri transporterler hem piirin
hem de pirimidin niikleozitlerin almimmda gorevlidir (Deka ve ark., 2006;

Martinussen ve ark., 2010; Webb ve Hosie, 2006).

yutkK bitscore
= nupC 294.4
= nupG 207.8
= yhaU 57.7

Sekil 3.45 : B. subtilis’te yutK geniyle benzer olan diger genler: nupC, nupG, yhaU.

Bakterilerde asetoin, bir karbon depolama materyali olarak kullanilir ve liremenin
logaritmik fazinda hiicre disma salgilanir. B. subtilis asetoini sporilasyon siirecinde
karbon ve enerji ham maddesi olarak kullanabildigi i¢in duragan fazda daha fazla
asetoin tiiketir. Oykii Irigiil-Sénmez (Doktora tezi, 2012), asetoin kullaniminda
gorevli asetoin dehidrogenaz kompleksinin sentezinden sorumlu olan acoABCL
operonunun duragan faz siirecinde LutR tarafindan baskilandigini belirlemistir
(Cizelge 3.13). Gen ifadesi analizlerinde elde ettigi bu veriler, logaritmik fazda da
benzer sekilde sonu¢lanmis yani LutR proteni acoABCL operonunu logaritmik fazda
da baskilamisti.  Bu operonun ifadesi, glukoz tarafindan karbon katabolik
represyonunun bir global regiilatorii olan CcpA araciligiyla katabolik represyonla
diizenlenir (Al ve ark., 2001). acoABCL operonu, ayrica LutR proteini tarafindan da
negatif olarak kontrol edilir (Oykii Irigiil-Sénmez, Doktora tezi, 2012).
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Cizelge 3.13 : B. subtilis’de liremenin duragan fazinda LutR tarafindan diizenlenen
karbonhidrat metabolizmast ilgili genler (Irigiil-Sénmez, 2012).

KATLANMA . . L .
GEN <o qPCR FONKSIYON TRANSKRIPSiYON ORGANIZASYONU®
Aseton Dehidrogenaz E1 bilegeni
acod -1,57 -3.07 (£0.22) s e
(TPP bagimli alfa alt birimi)
Aseton Dehidrogenaz EL bileseni —2—2 — > —3> — >
154 5 PR #yfiM yhfC # acoA acoB acoC acol
(TPP bagimh beta alt birimi) ¥ ¥
acoB
- Dallanmis zincir alfa-keto asit ~ * GCOR SspH #
’ dehidrogenaz alt birimi E2
acol
-1,36 Dihidrolipoamid dehidrogenaz
acol

B. subtilis’te nitrojen metabolizmasi hiicrede baglica nitrojen kaynagi olan glutamin
ve glutamatin hiicre igindeki konsantrasyonlarina bagli olarak diizenlenir. Glutamat
sentaz enzimini kodlayan g/t4 (glutamat sentaz biiylik alt birimi kodlar) ve gitB
(glutamat sentaz kiigiik alt birimi kodlar) genlerinin transkripsiyonlar1 liremenin
duragan fazinda LutR’in etkisiyle baskilanmaktadir (Oykii Irigiil-Sénmez, Doktora
tezi, 2012). Bunun aksine, pyr operonunda (pyrB-pyrC-pyrAA-pyrAB-pyrK-pyrD-
pyrF-pyrE) organize olan ve pirimidin niikleotitlerinin sentezinden sorumlu
enzimleri kodlayan genler duragan fazda ve sporilasyonun baglangicinda LutR
tarafindan pozitif kontrol edilirler (Cizelge 3.14). Ancak primidin niikleotit
biyosentetik operonu pyr’nin iiremenin logaritmik fazinda LutR tarafindan

baskilandig belirlenmistir (Cizelge 3.15).

Yukarida bahsedildigi gibi daha Once yapilan caligmalarda hem karbonhidrat
metabolizmasi ile ilgili hem de nitrojen metabolizmas: ile ilgili genlerin ¢esitli
regiilatdr proteinlerle pozitif veya negatif olarak diizenlendigi belirlenmistir. Ornegin
pyr genleri pirimidin sentezinde gorevliyken, nupG, nupC ve yutK geni lireme
ortaminda karbon kaynaklar1 azaldiginda alternatif olarak niikleozit bilesiklerinden
karbon elde etmeyi saglamaktadir. pyr genleri yukarida bahsedildigi gibi LutR

proteininin kontrolii altindadir.
Ayrica Ebru Koroglu (Doktora tezi, 2013) basilisin antibiyotigi ile ilgili
calismasinda, LutR tarafindan kontrol edilen basilisin antibiyotiginin iiremenin

logaritmik fazinda pirimidin niikleotit sentez operonunu pozitif yonde kontrol ettigini

belirlemistir (Cizelge 3.16).
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Cizelge 3.14 : B. subtilis’de liremenin duragan fazinda LutR tarafindan diizenlenen
nitrojen metabolizmasi ilgili genler (irigiil-Sonmez, 2012).

KATLANMA

GEN FARKP® qPCR® FONKSIYON TRANSKRIPSIYON ORGANIZASYONU®
Bifonksiyonel Primidin Regilator
pyrR 152 2.79 (+£0.32) Protein PyrR urasil
Fosforiboziltransferaz
pyrP* NR 3.48 (£0.18) Urasil permeaz
Aspartat Karbamoiltransferaz
pyrg 1,37 . S
4.34 (10.01) Katalitik alt birimi
ihi —_— >
pyrC 1,89 Dihidroorotaz < pyri = pyrP = py?py?)
b b . L L
Karbamoil-fosfat sentetaz = = o g 2
pyraA 2,31 5.85 (£0.20) S B pyrAA pyrAB  pyrk pyrD  pyrF
(glutaminaz alt birimi) Ea Ha
rE # cysi
e e Karbamoil-fosfat sentetaz 54 2
f: . e Sk
By {katalitik alt birimi)
pyrk ND Dihidroorotaz dehidrogenaz
5 ik Dihidroorotaz dehidrogenaz
I . i ST
L4 {katalitik alt birimi)
pyrF 121 Orotidin 5'-fosfat dekarboksilaz
PyrE 108 Orotat fosforibozil transferaz

Bu tez ¢alismasinda ise EMSA analizi ile yutK geninin hem SinR hem de LutR

proteinlerinin dogrudan kontrolii altinda oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak, her

iki proteinin yutK geni lizerinde es zamanli bir diizenleyici etki gosterdikleri

belirlenmistir. Ciinkii LutR proteinin konsantrastonu sabit tutulup SinR proteininin

konsantrasyonu arttirildiginda veya SinR proteininin konsantrasyonu sabit tutulup

LutR proteininin konsantrasyonu arttirildiginda yutK geninin elektro hareket kayma

miktarmnin arttig1 gériilmektedir. Bu durum her iki proteinin yutK genini diizenlerken

es zamanli hareket ettigini ortaya koymaktadir.

Cizelge 3.15 : B. subtilis’de iremenin logaritmik fazinda LutR tarafindan negatif diizenlenen
nitrojen metabolizmasi ilgili genler (Irigiil-Sonmez, 2012).

iFADE : SLon :
GEN e FONKSIYON TRANSKRIPSIYON ORGANiZASYONU"
pyrc -1,75 Dihidroorotaz
pyrB -1,74 Aspartat Karbamoiltransferaz
- - Karbamoil-fosfat sentetaz
I -4 E o
B (glutaminaz alt birimi)
Karb il-fosfat sentet > S
— 1,58 ar amm_ : osfa _st_an_e az
{katalltlk alt blrlml} :py_rﬁ' # py_rp # pyrB py_n:‘ py_rM
o o Dihidroorotaz dehidrogenaz pyrAB; W?PFWT) WE#
ri i s oy o
B (katalitik alt birimi)
& i Dihidroorotat dehidrogenaz
ri e s -
st {Elektron transfer alt birimi)
pyrF -0,89 Orotidin 5'-fosfat dekarboksilaz
pyrE -0,81 Orotat fosforibozil transferaz

115



Cizelge 3.16 : B. subtilis’de liremenin logaritmik fazinda nitrojen metabolizmasi ilgili genler
iizerinde Basilisinin diizenleyici etkisi (Koroglu, 2013).

KATLANMA . : s ‘ .
GEN EARKI® qPCR FONKSIYON TRANSKRIPSIYON ORGANIZASYONU

Bifonksiyonel Primidin Regllatar
pyrR 1,49 1.00 (+0.06) Protein PyrR urasil
Fosforiboziltransferaz

pyrP 1,08 Urasil permeaz

Aspartat Karbamoiltransferaz

B 0,6
e Katalitik alt birimi
B —_——
pyrC ND Dihidroorotaz 2pyrk < gyl = pyr P}'T}
il- — 2> ——
pyraA 0.39 Karbla:m"_ fosrifﬁ Sb‘?r?te_taz pyrAA pyrAB pyrk pyrD  pyrf
(glutaminaz alt birimi) Ea HB
P
5 e Karbamoil-fosfat sentetaz kg L
ry b
Lk (katalitik alt birimi)
pyrk 0.42 Dihidroorotaz dehidrogenaz
5 i Dihidroorotaz dehidrogenaz
I 4 o e
4 (katalitik alt birimi)
PyrE 0.44 Orotidin 5'-fosfat dekarboksilaz
PYrE 0.55 Orotat fosforibozil transferaz

3.7 LutR Proteinin in silico Analizi

Bir proteinin belirli 6zelliklerini kesfetmek veya tahmin etmek i¢in protein veri
bankasindaki (PDB) bilgilerden yararlanilabilir ve elde edilen bu veriler deneysel
arastirmalarda kullanilabilir (Lubec et al. 2005, Zhang et al. 2007). Bu tez
kapsaminda B. subtilis 168 susuna ait LutR transkripsiyon faktoriiniin in silico
analizleri yapilmistir. Bu analizlerde iki farkli strateji izlenilmistir. Birinci stratejide,
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 (NCBI ref: NP _391298.2) susuna ait LutR
protein dizisi “referans dizi” olarak kullanilmis ve farkli bakteri tiirlerine ait 30 adet
LutR proteini biyoinformatik araglarla analiz edilmistir (Cizelge 3.17). Ikinci
stratejide, ayni LutR protein dizisi (NCBI ID: NP 391298.2) referans alinarak
protein veri bankasida bulunan diger HTH-tipi transkripsiyon faktorlerinden E. coli
susuna ait FadR (PDB kodu: 1E2X,1HWI1, 1HW2, 1HT9) ve B. subtilis susuna ait
YvoA (PDB kodu: 2WVO0) proteinlerinin primer ve sekonder yapilar1i PyMOL

programinda {i¢ boyutlu olarak karsilagtirmali analiz edilmistir.

3.7.1 Farkh bakteri tiirlerine ait 30 LutR proteinin in silico analizi

NCBI veri tabanindan FASTA formatinda toplanana 30 LutR protein dizisi MEGA

5.2.2 programinda ClustalW araciyla hizalanmistir (http://www?2.ebi.ac.uk/clustalw)

(Sekil 3.45). HTH-tip protein ailelerinin N-terminal bdlgelerinde dnemli derecede
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benzerlik gdstermeleri nedeniyle (Rigali ve ark., 2004), Sekil 3.45’de dizi hizalama

islemlerinde, proteinlerin N-terminal bolgesine karsilik gelen 1. ve 100. rezidiler

aras1 gosterilmistir.

Cizelge 3.17 : Tez kapsaminda NCBI veri tabanindan segilen, LutR proteinine sahip gesitli
bakteri tiirlerinin listesi.

Tiirler

NCBI
Erisim Numarasi

1 Anoxybacillus flavithermus WP_004891491.1
2 subtilis NP _391298.2

3 amyloliquefaciens YP_007444053.1
4 bataviensis WP_007087687.1
5  Bacillus cereus YP 082794.1

6 cereus WP_002020704.1
7 coagulans WP _019722151.1
8 thuringiensis YP_894026.1

9 Burkholderia cenocepacia YP 620568.1

10 lata YP_368517.1

11 Clostridiaceae bacterium WP_006307823.1
12 arbusti WP _010238111.1
13 Clostridium botulinum YP 002803457.1
14 sporogenes WP_003491133.1
15 Desulfitobacterium hafniense WP _018211281.1
16 dehalogenans YP 006430944.1
17 Desulfurispora thermophila WP_018086379.1
18 Desulfosporosinus orientis YP _004969297.1
19 youngiae WP_007780183.1
20 Geobacillus caldoxylosilyticus WP_017436109.1
21 thermodenitrificans WP_011886747.1
22 Herbaspirillum seropedicae WP_017451601.1
23 Pseudomonas fluorescens WP _016984324.1
24 gallicum WP _018448517.1
25 Rhizobium leguminosarum WP_020052633.1
26 leguminosarum WP _017957978.1
27 mesoamericanum WP_007537697.1
28 saprophyticus YP_300828.1

29 Staphylococcus simulans WP _002481826.1
30 equorum WP _021339799.1

Hizalama analizlerinde G10, L13, R31, E32, A33, G41, G48, G50, R84 ve E88 (B.
subtilis 168 LutR siralamasia gore) residiilerinin 30 LutR dizisinde korunmus
oldugunu belirlenmistir. Bunun yanisira ayni1 dizi sirasina goére D11, V25, R27, E44

ve E82 gibi bazi rezidiiler 30 LutR proteininin hepsinde olmasa da %90 oraninda
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korunmustur. Eger korunmusluk orani1 % 80’e diisiiriiliirse ayni1 dizi sirasina gore G5,
L7, K8, KI12, L19, L37, T51 ve L81 rezidiilerinin de korunmus oldugu
goriilmektedir. Korunmusluk smirlar1 %50 olarak ayarlandiginda ise 45°den fazla
residiiniin korunmus oldugu goriiliir. Bu sonuglar dikkate alinarak, 30 protein
dizisinde residiilerin giiclii bir sekilde korundugu ve farkli bakteri tiirlerindeki LutR
proteinlerine ait rezidii tipleri ve pozisyonlar1 ile bu proteinlerin fonksiyonlari

arasinda 6nemli bir iliski oldugu diistintilmiistiir.

Yapilan analizlerde LutR proteinlerinin dizi uzunluklarmin 218-268 amino asit
arasindayken ortalama uzunlugun 233 amino asit oldugu belirlenmistir. Minimum ve
maksimum molekiiler agirliklar (Ma) swrastyla 24.459 ve 30.809,6 Da, ortalama
molekiiler agirlik ise 26.410 Da olarak belirlenmistir (Cizelge 3.18). Protein zincir
uzunlugu ve molekiiler agirhik agisindan belirlenen bu farklilbiklar HTH tip
proteinlerin farkli sayida ve sirada a-heliks ve B-zincir yapilarina sahip olmalarindan
kaynaklanabilir (Clubb et al. 1994, Rigali et al. 2002). NP_391298.2, YP 082794.1,
WP _002020704.1, YP _894026.1, WP _011886747.1 proteinlerinin N-terminal
bolgelerinde bir veya birkag yapisal bolgeden yoksun olmasi s6z konusu
farkliliklarin olusumuyla uyumlu bir gézlemdir. Bu durum FadR-benzeri ve VanR-
benzeri proteinler arasinda goriilen farkliliklarla da uyumlu goériinmektedir. Ciinkii
VanR alt grubuna ait iiyelerin FadR alt grubuna ait tiyelerden farki sadece ilk a-helix

yapisina sahip olmamalaridir (Rigali et al. 2002) (Sekil 1.6, Sekil 3.45).

Species/Abbrv 4 [ ]+ | # FITTE
- Anoxybaecillus flavithery [VEIEL A FRVENAARINEEALEALEAMEL IEY| FENA-MLETEISARALLYM| [VARLLEV| LLIV
Bacillus cereus E33L gi
Bacillus subtilis subsp

illus amyloliquefaci

illus bataviensis gi

illus cereus gidB734

llug gulans giSl

B
B
Bai
B
Bacillus thuringiensis
Bu

urkholderia cenocepaci
10. Burkholderia lata gi78

11. Clostridiaceae bacteri

12 Clostridium arbusti gi

13. Clostridium botulinum

14. Clostridium sporogenes

15. Desulfitobacterium haf]

16. Desulfitobacterium deh|

17. Desulfurispora thermop]

18. Desulfosporosinus orie
15. Desulfosporosinus youn|
20. Geobacillus caldoxylos:

. Gecbacillus thermodeni
Herbaspirillum seroped

Dseudomonas fluorescen,

hizobium gallicum gi5:

Bhizobium leguminosaru

[ [Ra [R [R3 [F0
a o | e [R3 [

3
]

28. Staphylococcus saproph)

25. Stephylococcus simulan
30. Staphvlococcus equoruml

Sekil 3.46 : B. subtilis 168 susuna ait LutR proteininin 1-70. Amino asitleri arasina karsilik
gelen amino asit dizilerinin ¢oklu hizalamalar.
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Proteinlerin izoelektrik noktalar1 (p/), net yiikiin sifir oldugu pH degeridir ve bu yiiksiiz
durumun bir sonucu olarak, izoelektrik noktalarindaki elektrik alanda proteinler hi¢ bir yone
goc edemezler. 30 LutR proteini arasinda en asidik ve en bazik protein dizilerinin sirasiyla
Clostridium sporogenes [WP_003491133.1, pl= 5,1 (min)] ve Bacillus cereus
[WP_002020704.1, p/= 9,72 (max)] oldugu belirlenmistir. Hesaplanan p/ degeri 7°den kiiglik
olan (p/<7) proteinler “asidik”, 7’den biiyiik olanlar (p/>7) ise “bazik” karakterli kabul edilir
(Sivakumar et al. 2007). 30 LutR proteininden sadece iigi pH 7.0 degerinin istiinde
olmasina ragmen, diger biitiin proteinlerin p/ degerleri pH 7’nin altinda bulunmustur. Bu
nedenle s6z konusu ii¢ protein bazik karakterli, diger 27 protein ise asidik veya ndtral
karakterli degerlendirilmistir (Cizelge 3.18). Proteinlere yonelik caligmalarda en Snemli
adimlardan biri proteinlerin yiiksek konsantrasyonlarda ve yiiksek saflikta izolasyonu ve
saflagtirilmasidir. Bu nedenle, calisilan proteinle ilgili 6rnegin DNA baglanma tamponu
hazirlama gibi islemlerde p/ degerlerinin bilinmesi 6nemlidir. p/ degerleri EMSA ve ChIP

yoOntemleri gibi ¢esitli analizlerde de 6nemli bir rol oynamaktadir.

30 LutR proteininin yapisinda en fazla bulunan residiilerin Ala, Glu ve Leu (sirasiyla
23.1, 24.33 ve 26.63% oranlarinda) oldugu belirlenmistir. Diger taraftan, alifatik
amino asitlerden Ile, Val ve pozitif yiiklii amino asitlerden Lys, Arg residiileri en sik
rastlanilan amino asitler olarak tanimlanmistir (Sekil 3.46). HTH-tip proteinlerin
yapist a-heliks, B-tabaka, dongii (turn) ve ilmek (loop) yapilarindan olugsmaktadir. C-
terminal domainlerinin tamamen a-helix veya B-tabaka yapisindan olusabilmesine
ragmen, N-terminal domain genellikle her iki yapmin bir kombinasyonundan
olugsmaktadir. a-helix yapisinda, amino asit ¢esitlerinin pozisyonlar: ile hidropatik
ozellikleri arasinda Oonemli derecede bir iliski vardir (Idicula-Thomas and Balaji
2005). Bununla beraber, HTH-tip transkripsiyon faktorleri hedef DNA dizilerini
tanimak ve bu dizilere baglanmak i¢in pozitif veya negative yiiklii amino asitleri
kullanir (Jones et al. 1999). Bu nedenle Ala, Val, Ile, Leu, Met, Phe, Try, and Trp
hidrofobik amino asitlerin proteinlerin i¢ bdlgelerinde yer almasi beklenirken Arg,
His, Lys, Asp, ve Glu gibi yiikli amino asitlerin proteinlerin DNA baglanma
yiizeylerinde konumlanmalar1 beklenir. Dolayisiyla, burada en fazla oranda
bulundugu belirlenen amino asitlerle, bu amino asitlerin LutR proteinlerindeki

beklenen gorevleri arasinda bir uyum séz konusudur.
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Cizelge 3.18: LutR dizilerinin Expasy’s ProtParam araglariyla hesaplanan parameterleri.

Organizma ve protein Adi Kod Uzunluk M.wt pl -R +R  EC 1T Al GRAVY
1 Transc. Reg. of /ut operon, GntR family noxybacillus flavithermus] WP_004891491.1 239 27040.3 5,28 37 28 11460 3598  98.87 -0.183
2 GntR family transc.regulator [Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168] NP_391298.2 219 24316.8 5,11 36 26 11460 18.37  99.00 -0.262
3 Fatty acid metabolism reg. protein [Bacillus amyloliquefaciens IT-45] YP_007444053.1 239 26919.8 5,25 43 33 14440 26.60 91.51 -0.384
4  GntR family transcriptional regulator [Bacillus bataviensis] WP_007087687.1 238 26836.7 6,02 35 32 10430 445 104.92  -0.298
5 GntR family transcriptional regulator [Bacillus cereus E33L] YP_082794.1 218 24459.0 5,778 32 26 9970 39.20 98.90 -0.345
6  GntR family transcriptional regulator [Bacillus cereus] WP_002020704.1 101 11080.9 9,72 10 16 2980 34.01 94.55 -0.314
7  GntR family transcriptional regulator [Bacillus coagulans] WP_019722151.1 236 262472 545 37 32 7450 32.11  96.86 -0.256
8  GntR family transc. regulator [Bacillus thuringiensis str. Al Hakam]  YP_894026.1 218 24459.0 5,778 32 26 9970 41.22 98.90 -0.339
9  GntR family transc. regulator [Burkholderia cenocepacia AU 1054] YP_620568.1 249 271235 6,40 33 31 4470 43.23  89.52 -0.332
10 GntR family transcriptional regulator [Burkholderia lata] YP_368517.1 253 27656.0 6,40 34 33 4470 40.37  89.25 -0.364
11 Lactate-res. Reg. LIdR, [Clostridiaceae bacterium L21-TH-D2] WP_006307823.1 231 269524 8,57 37 39 5960 41.44 10511  -0.343
12 GntR family transcriptional regulator [Clostridium arbusti] WP_010238111.1 236 270913 5,49 37 30 4595 40.32 11148  -0.162
13 GntR family transc. regulator [Clostridium botulinum A2 str. Kyoto]  YP_002803457.1 230 26726.1 6,87 37 37 9065 33.08 10939 -0.306
14 GntR family transcriptional regulator [Clostridium sporogenes] WP_003491133.1 236 271133 5,10 43 33 4470 3932 108.31  -0.260
15 GntR family transcriptional regulator [Desulfitobacterium hafniense] WP_018211281.1 245 279934 5,88 42 38 17420 39.33 101.14  -0.318
16 Hranscriptional reg. [Desulfitobacterium dehalogenans ATCC 51507] YP_006430944.1 245 27807.1 5,96 42 39 14440 3531 99.18 -0.360
17 Hypothetical protein [Desulfurispora thermophila] WP_018086379.1 241 274504 5,63 39 32 15930 38.61 107.76  -0.329
18 Transcriptional regulator [Desulfosporosinus orientis DSM 765] YP_004969297.1 239 27643.7 5,772 39 31 18910 27.45 99.62 -0.372
19 GntR family transcriptional regulator [Desulfosporosinus youngiae] WP_007780183.1 239 274355 5,69 40 31 14440 30.74 10126 -0.372
20 GntR family transcriptional regulator [Geobacillus caldoxylosilyticus] WP_017436109.1 268 30809.6 6,11 39 35 16960 33.86 89.59 -0.334
21 GntR family transc. regulator [Geobacillus thermodenitrificans] WP_011886747.1 220 24886.7 6,14 30 28 15470 20.84 89.68 -0.280
22 GntR family transcriptional regulator [Herbaspirillum seropedicae] WP_017451601.1 255 28163.6 6,11 35 32 2980 45.17 87.73 -0.470
23 GntR family transcriptional regulator [Pseudomonas fluorescens] WP_016984324.1 248 27487.0 6,37 34 31 4470 48.15 93.79 -0.357
24 GntR family transcriptional regulator [Rhizobium gallicum] WP_018448517.1 243 27746.7 6,10 40 36 9970 56.20 87.57 -0.391
25 GntR family transcriptional regulator [Rhizobium leguminosarum] WP_020052633.1 240 27400.3 6,47 39 37 9970 54.61 88.29 -0.382
26 GntR family transcriptional regulator [Rhizobium leguminosarum] WP_017957978.1 240 273445 7,94 37 38 9970 53.43  92.38 -0.340
27 GntR family transcriptional regulator [Rhizobium mesoamericanum]  WP_007537697.1 240 275335 6,27 38 35 15595 56.26 88.29 -0.425
28 T. Reg. [Staphy. saprophyticus subsp. saprophyticus ATCC 15305] YP_300828.1 232 26183.0 5,17 35 26 8940 3250 10095 -0.214
29 Hypothetical protein [Staphylococcus simulans] WP_002481826.1 232 26338.1 5,42 38 32 10430 43.11 98.84 -0.367
30 Transcriptional regulator [Staphylococcus equorum] WP_021339799.1 232 26061.8 5,11 36 26 8940 27.57 10345 -0.227
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Sekil 3.47 : LutR protein dizilerinde 20 amino asidin bulunma yiizdeleri. (*) Cubuklarin
iizerindeki numaralar ilgili amino asidin 30 LutR dizisindeki ortalamay1
gostermektedir. Yiizde degerleri bu ortalamalar dikkate alinarak belirlenmistir.

Protein merkezli arastrmalarda bir protein Orneginin konsantrasyonunun tayin
edilmesi hem protein fraksiyonlarinin tanimlanmasinda hem de saflastirilmasinda
oldukca oOnemlidir. Beer-Lambert kanunu yardimiyla bir ¢dzeltideki proteinlerin
konsantrasyonu, absorbans degerleri kullanilarak belirlenebilir (Gill and von Hipper
1989). Proteinlerin 280 nm’deki soniimlenme kat sayisi (extinction coefficient)
hemen hemen tamamen aromatic residiilerden kaynaklanir ve bu deger bir proteinin
amino asit dizisinden tahmin edilebilir (Adeloye and Ajibade 2011). LutR
proteinlerinin 280 nm’deki séniimlenme kat sayilar: 2980-18910 M ¢cm™ arasinda
degismektedir. LutR  proteinlerinin  (YP_007444053.1, WP _007780183.1,
WP 011886747.1, WP_007537697.1, WP _018086379.1, WP _017436109.1,
YP_004969297.1) soniimlenme kat sayilarmnin yiiksek olmasi, yapilarindaki Phe,
Trp ve Tyr residiilerinin goreceli olarak yiiksek konsantrasyonlarda oldugunu

gostermektedir (Cizelge 3.18).

Protein analizlerinde, proteinlerin in vitro kararhliklari, in vivo kararlhiliklar1 kadar
onemlidir. Bir proteinin test tlipiinde kararli olup olmadigmi belirlemek icin
“kararsizlik indeksi (instability index)” parametresi kullanilabilir. LutR proteinlerinin
kararsizlik indeksi degerlerinin 21.90 ile 47.14 arasinda degisim gosterdigi
belirlenmistir. Bu sonuglara gore WP_007087687.1, YP_894026.1, YP 620568.1,
YP_368517.1, WP_006307823.1, WP_010238111.1, WP_017451601.1,
WP_016984324.1, WP _018448517.1, WP _020052633.1, WP _017957978.1,
WP _007537697.1, WP _002481826.1 proteinleri “kararsiz proteinler” olarak
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tanimlanmistir (Cizelge 3.18). Teorik olarak kararsizlik indeks degeri, incelenen
proteinin test tliplindeki kararliligmi ifade eder. Eger kararsizlik degeri 40’dan
kiiciikse o protein “kararli” olarak degerlendirilir. Eger bu deger 40’dan biiyiik ise
“kararsi1z” olarak degerlendirilir (Guruprasad et al. 1990, Sivakumar et al. 2007). 30
LutR proteininin yaklasik yarisinin (% 43.3) in vitro ortamda kararsiz oldugu

belirlenmistir.

30 LutR proteininin alifatik indeks (Al) degerleri 87.57 ile 111.48 arasinda degisim
gostermektedir. WP_018448517.1, WP _017451601.1, WP_020052633.1 ve
WP _007537697.1 proteinlerinin diisiik termal kararliliklar1 diger LutR proteinleri ile
karsilastirildiginda, digerlerine gore daha fazla esnek yapida olduklar1 sdylenebilir
(Cizelge 3.18). Diger LutR proteinlerinin ¢ok yiiksek degerde alifatik indekse sahip
olmalar1 bu proteinlerin daha genis bir sicaklik araliginda kararli oldugunu gosterir.
Bir proteinin alifatik indeksi, yapisinda alifatik yan zincir bulunduran alifatik amino
asitlerin (Ala, Val, Ile ve Leu) protein yapisini olusturan diger amino asitlere orani
olarak tanimlanir. Ala (9.90 %, av. 23.1) ve Leu (11.41%, av. 26.63) yiizdelerinin
goreceli olarak yiiksek oldugu goriiliirken, Ile (6.87%, av. 16.03) ve Val (5.61%,
av.13.1) ylizdelerinin orta diizeyde oldugu belirlenmistir. Alifatik indeks, globular
proteinlerin termal kararhiliginin artis1 i¢in bir pozitif faktdr olarak degerlendirilir.
Istatiksel bir analizde termofilik bakterilere ait bir proteinin alifatik indeksinin diger

normal proteinlere gore daha yiiksek oldugu ortaya konulmustur (Ikai 1980).

Protein ¢Ozlniirliigli yapisal ve fizyolojik analizlerde Onemli bir Ozelliktir.
Coziiniirliik, proteinler i¢in karakteristik bir 6zellik olup, belirli deney kosullarinda
proteinlerin amino asit dizilerine gore belirlenir. Proteinlerin GRAVY degerleri,
biitiin amino asitlerin hidropati degerlerinin toplaminin protein dizisindeki residii
sayisina boliinmesi ile hesaplanir (Gasteiger et al. 2005, Smialowski et al. 2007).
GRAVY (Grand Average of Hydropathy) degerini hesaplamak i¢in, 20 amino asidin
hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklerine dayanan bir hidropati skalas1 kullanilir. Sifirin
iizerindeki GRAVY indeksi hidrofobik proteinlere 6zgii olup, bir proteinin yapisinin
biitiin olarak hidrofobik oldugunu gosterir (Kyte and Doolittle 1982). 30 LutR
proteininin GRAVY  degerleri -0.47 ile -0.162 arasmnda degismektedir.
WP_017451601.1, WP _007537697.1, WP _018448517.1 ve YP_007444053.1
proteinlerinin goreceli olarak diisiik GRAVY degerleri, bu proteinlerin suda daha iyi

etkilesim gostereceklerinin bir isareti olabilir (Cizelge 3.18). Cesitli deneysel
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analizlerde proteinlerin yiiksek konsantrasyonlarda elde edilmesi agisindan
“coziintirliik 6zelligi” sinirlayict bir faktordiir. Bu nedenle biiylik 6lgekli protein
analizlerinde protein dizilerini dikkate alarak ilgili proteinlerin ¢oziiniirliik 6zelligine

yonelik dogru teorik tahminlerin yapilmasi 6nemli bir adimdir.

Filogenetik agaglar1 olusturmak icin, MEGA 5.2.2 programinda “Neighbor-Joining
(NJ)” metodu yerine “maximum likelithood phylogenetic tree” araci kullanilmistir ve
“bootstrapping” metodu 100 tekrarli uygulanmistir (Sekil 3.47). “Bootstrapping”
metodu yaygin olarak kullanilmakta olup eldeki veriyi birgok kez benzetme yaparak
daha gercekei agaglarin eldesine imkan vermektedir (Soltis and Soltis 2003, Larkin
et al. 2007, Kumar et al. 2008, Tamura et al. 2011).

Burada yapilan analizde, 30 LutR protein dizisi filogenetik agagta iki ana gruba,
toplam dort alt gruba ayrilmistir. LutR proteinlerinin fonksiyonlari, amino asit
dizilerinin Prosite server programimna sunularak analiz edilmistir. PROSITE
veritaban1 en yaygm kullanilan ve karsilastirmali patern ve profil veri tabanidir
(Sigrist 2002, Hulo et al. 2006). Protein fonksiyonlarmi belirlemek i¢in protein
dizilerindeki “patern” ve “profil”’lerin kullanilmasi dizi analizlerindeki temel
araglardan biridir (Hofmann et al. 1999). Genel bir fonksiyona sahip cesitli
proteinlere ait amino asit dizilerinde “patern”, “imza” veya “parmak 1zi” denilen baz1
residii tiplerinden olusan belirli kiimeler siklikla gdzlemlenir. Protein dizilerinin,
genellikle 10-20 amino asitten olusan, bu karakteristik yapisal ozellikleri, 6zellikle
tanimlanmamig bir proteinin fonksiyonu primer yapidan tahmin etmeye
calisildiginda oldukca onemli olmaktadir. Bu sonuglar enzim katalitik bdlgeleri,
DNA baglanma bolgeleri, prostetik grup baglanma bolgelerinin, metal iyonlarin
baglanmasinda veya disiilfit bag olusumunda gerekli olan amino asitler gibi ¢esitli

baz1 fonksiyonlarin gostergesi olabilir (Lakshmi and Subhashini 2010).
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Sekil 3.48 : 30 LutR protein dizisine ait filogeni analizi. Filogenetik aga¢, MEGA 5.2.2
programinda “maximum likelihood phylogenetic tree” metodu kullarak
hazirlanmistir. 100 tekrarh “Bootstrapping” uygulanmustir.

Bu calismada yapilan PROSITE analizleri 30 LutR proteinine ait profil ve paternlerin
sirastyla “HTH GntR tip DNA baglanma Domaini” ve “GntR tip HTH Domain”
oldugunu ortaya koymustur (Cizelge 3.19). Profil sonu¢lar1t HTH GntR tip DNA

baglanma domainlerinin yaygin olarak bulundugunu gostermistir.
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Cizelge 3.19: Bazi bakteri tiirlerindeki LutR protein dizilerinin fonksiyonel analizi (skor > 0.8).

Protein name

Accession No.

Pattern

Profile

O 00 9 N A W N =

WO N NN NN NN NN — = s s e e e e e e
S O 00 NN N R WD = O OV 0NN R W= O

Transcriptional regulator of lactate utilization operon, GntR family Anoxybacillus flavithermus]

GntR family transcriptional regulator [Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168]
Fatty acid metabolism regulator protein [Bacillus amyloliquefaciens IT-45]
GntR family transcriptional regulator [Bacillus bataviensis]

GntR family transcriptional regulator [Bacillus cereus E33L]

GntR family transcriptional regulator [Bacillus cereus]

GntR family transcriptional regulator [Bacillus coagulans]

GntR family transcriptional regulator [Bacillus thuringiensis str. Al Hakam]
GntR family transcriptional regulator [Burkholderia cenocepacia AU 1054]
GntR family transcriptional regulator [Burkholderia lata]

Lactate-responsive regulator LIdR, GntR family [Clostridiaceae bacterium L21-TH-D2]
GntR family transcriptional regulator [Clostridium arbusti]

GntR family transcriptional regulator [Clostridium botulinum A2 str. Kyoto]
GntR family transcriptional regulator [Clostridium sporogenes]

GntR family transcriptional regulator [Desulfitobacterium hathiense]
Hranscriptional regulator [Desulfitobacterium dehalogenans ATCC 51507]
Hypothetical protein [Desulfurispora thermophila]

Transcriptional regulator [Desulfosporosinus orientis DSM 765]

GntR family transcriptional regulator [ Desulfosporosinus youngiae]

GntR family transcriptional regulator [Geobacillus caldoxylosilyticus]

GntR family transcriptional regulator [Geobacillus thermodenitrificans]

GntR family transcriptional regulator [Herbaspirillum seropedicae]

GntR family transcriptional regulator [Pseudomonas fluorescens]

GntR family transcriptional regulator [Rhizobium gallicum]

GntR family transcriptional regulator [Rhizobium leguminosarum]

GntR family transcriptional regulator [Rhizobium leguminosarum]

GntR family transcriptional regulator [Rhizobium mesoamericanum]
Transcriptional regulator [Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus ATCC 15305]
Hypothetical protein [Staphylococcus simulans]

Transcriptional regulator [Staphylococcus equorum]

WP_004891491.1
NP_391298.2

YP_007444053.1
WP_007087687.1
YP_082794.1

WP_002020704.1
WP_019722151.1
YP_894026.1

YP_620568.1

YP_368517.1

WP_006307823.1
WP_010238111.1
YP_002803457.1
WP_003491133.1
WP_018211281.1
YP_006430944.1
WP_018086379.1
YP_004969297.1
WP_007780183.1
WP_017436109.1
WP_011886747.1
WP_017451601.1
WP_016984324.1
WP_018448517.1
WP_020052633.1
WP_017957978.1
WP_007537697.1
YP_300828.1

WP_002481826.1
WP_021339799.1

GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain
GntR-type HTH domain

HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
HTH gntR-type DNA binding Domain
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Cizelge 3.20 : En muhtemel amino asit dizi eslemeleriyle LutR protein dizilerinde en ¢ok
gbzlenen motifler.

LutR
Motif D@zi. = Motif Dizi diz"ile-:.rinde
Numarast Genisligi goriilme
siklig
1 34 QVSRSSVREALSALQAMGLIECKQGEGTYVRKFD 30
2 29 GEPADFQFHYAIADCTHNPYFVQLMNHCS 28
3 al KPIKNKKIYEQVVDQIKDMIKNGQLKPGDKLPSER 25

ELMEQF

30 LutR proteininde domain ve korunmus protein motiflerinin analizi Multiple em
for Motif Elucidation Server (MEME) kullanilarak uygulanmistir. Bu yazilim, DNA
veya protein dizileri ile ilgili motiflerin bulunmasi ve karsilastirilmalar1 amaciyla
kullanilabilir (Bailey et al. 2009, Wan 2004, Levine et al. 2012, Brand et al. 2013).
30 amino asit dizisinde toplam {i¢ motif tespit edilmis ve bu dizilerde en genis ve en
yiiksek eslesme potansiyeline sahip bu ii¢ motif Cizelge 3.20’da gosterilmistir. LutR
proteinlerinin kombine blok diyagramlarina dayanarak yapilan incelemede 30
proteinin motif-I, motif-II ve motif-11I yapilarinin iigline veya en azindan bazilarina
sahip oldugu belirlenmistir. Bu motiflerin DNA baglanma siire¢lerinde fonksiyonel

oldugu ve proteinlerin stabilitelerini yansittiklar1 s6ylenebilir (Sekil 3.48).

3.7.2 Bacillus subtilis 168 LutR transkripsiyon faltoriiniin iyi bilinen HTH-tip

transkripsiyon faktorleri ile karsilastirmah in silico analizi

LutR transkripsiyon faktoriiniin farkli DNA dizilerini nasil tanidig1 ve bu dizilere
nasil baglandigi hala bilinmemektedir. LutR proteininin mekanizmasint molekiiler
diizeyde anlamak i¢in, protein veri bankasindaki (PDB) kristallografi ve NMR
verileri ile karsilasgtrmali analizler yapilmistir. LutR protein ile yapisi iyi bilinen
diger HTH tip transkripsiyon faktorleri arasindaki yapisal homolojilerin belirlenmesi,
LutR proteininin baglanmak i¢in hangi dizileri tercih ettigi ve protein yapisinda
bulunan hangi residiilerin bu tanima ve baglanmada fonksiyonel olduguyla ilgili

onemli ip uglar1 saglar.

Benzer bir yaklasimla Xu ve ark. (2001), FadR transkripsiyon faktorii ile Tet
repressorii/BmrR transkripsiyon faktorii/CAP proteini arasindaki benzerliklerden
yararlanarak, FadR’m C-terminal domainine bir ligand molekiil baglanmasmin N-
terminal domaininde DNA baglanma 06zelligini nasil etkiledigini aydinlatmistir. Bu

calismalarinda Xu ve ark. (2001), FadR proteininin N-terminal kanatli-heliks
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motifinin bilinen klasik sekilde DNA’ya baglanmadigi, bilakis DNA ile etkilesimde

a-helix-3 yapisini kullandigimi ileri stirmiistiir.

Combined

Mame  p-valug Motif Lo@tion
wi_Soaiiiatl  300e42
WL 10%-4
1 4 1 4
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Sekil 3.49 : 30 bakteri tiiriine ait LutR proteinlerinde MEME ve MAST analizleriyle elde
edilen korunmus protein motiflerinin kombine blok diyagramlari.

Resch ve ark. (2010) ise YvoA proteininin “GlcNac degredasyon ve biyosentez
enzimlerini kodlayan genlerin kontroliinde gdrev alan bir repressor protein oldugunu
iler1 strmistiir. Bu Onerileri, YvoA’nin antibiyotik {retici toprak bakterisi
Streptomyces coelicolor susuna ait 1yi bilinen DasR regulator proteini ile % 38
benzerlik gosterdigini ortaya koyan in silico analizlere dayanmaktadir. Bu
arastirmacilar ayn1 zamanda PhnF (PDB code: 2FA1) (Gorelik et al. 2006), TreR
(PDB code: 20GG) (Rezacova et al. 2007), YurK (B. subtilis , PDB code: 2IKK),
YydK (PDB code: 3BWG) ve FadR (PDB code: 1HW2) gibi GntR/HutC familyas1
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iyeleri ile karsilastirarak C-terminal efektér baglanma bdlgelerini ve N-terminal
DNA baglanma domainlerini de analiz etmistir. Elde ettikleri sonuglar, farkli
proteinler arasindaki yapisal benzerliklerin yeni bir proteininin bilinmeyen bir

fonksiyonunu bulmak i¢in 6nemli bir dayanak sagladigini gostermistir.

FadR, bakteriyal represor olarak hareket eden bir transkripsiyon faktoriidiir ve E.
coli’de yag asidi metabolik genlerini kontrol etmektedir (Xu et al. 2001). YvoA ise
GntR/HutC grubuna ait bir transkripsiyon faktérii olup B. subtilis’te N-
asetilglukozamin molekiiliiniin yikim metabolizmasindaki genlerin regiilasyonunda
rol alir (Resch et al. 2010). Her ikisinin kristal yapilarinda iki domainli dimerik bir
molekiil yapisma sahip olduklar1 ve bu domainlerden N-terminal domaininin
DNA’ya baglandigi, C-terminal domainin ise proteinlerin ligantlarina baglandigi
belirlenmistir. Bu caligmada FadR, YvoA ve LutR proteinlerine ait ilk 100 amino asit
arasinda ClustalW araciyla yapilan dizi benzerligi analizlerinde, wHTH
domainlerindeki dizi benzerliklerinin LutR-FadR, LutR-YvoA ve FadR-YvoA
arasinda swrastyla % 22, % 28 ve % 21 oraninda oldugu belirlenmistir (Cizelge

3.21).

Cizelge 3.21 : E. coli FadR, B. subtilis LutR ve B. subtilis YvoA proteinleri arasinda
clustalW dizi hizalama analizlerinde elde edilen benzerlik oranlari.
Hizalamalarda, proteinlerin N-terminal domainlerine karsilik gelen ilk 100
amino asit dikkate alinmustir.

Proteinler % Benzerlik Uzunluk
LutR FadR 22 100
LutR YvoA 28 100

YvoA FadR 21 100

Xu ve ark. (2001) FadR monomerinin ii¢ bolgeden olustugunu rapor etmistir: o/ N-
terminal domaini (al-B1-a2-a3-B2-B3), a-helikal C-terminal domaini (a6-07-a8-a9-
al0-all-al12), ve iki kisa a-heliksten olusan a-baglant1 bolgesi (a4-aS5) (Sekil 3.49).
YvoA proteininin N-terminal bolgesinde de (1-76 residiilerini igeren bdlgede) benzer
bir yap1 goriilir ve bu bolgede al—B1-a2—a3—p2—f3 topolojisindeki karakteristik
wHTH DNA baglanma domaini bulunur. YvoA’nin N-terminal bolgesi ile C-
terminal bolgesi 21 residii uzunlugundaki (77-97 residiilerini igeren bdlge) baglanti

bolgesi ile birbirlerine baglanirlar (Sekil 3.50; Resch et al. 2010).
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domain

Sekil 3.50 : E. coli FadR protein yapisinin serit diyagrami. A) Monomer yapisi
(PDB kodu: 1E2X), B) Dimer yapis1 (PDB kodu: 1HW1), C) FadR’1n
DNA bagli modelinin serit gosterimi (PDB code: IHW2, 1HT9).

N-terminal t
domain

Sekil 3.51 : B. subtilis YVoA protein yapisinin serit gosterimi. A) Monomer yapi
(PDB kodu: 2WV0’den sadelestirilmistir, B) 10 monomerlik yap1 (PDB
kodu: 2WV0).

LutR proteininin FadR ve YvoA proteinlerinden baslica fark: ilk a-helix yapisina
sahip olmamasidir (Sekil 3.51). Bu tarzdaki benzer bir farklillk VanR-benzeri ve
FadR-benzeri proteinler arasinda da goriilmektedir. Clinkii VanR-benzeri regiilatorler

FadR-benzeri proteinlerden tiirevlenirler, fakat sadece a-helix yapisini kaybederler

(Rigali et al. 2002).
3.7.2.1 Protein genel yapisindaki anahtar residiilerin analizi

FadR proteininin, DNA {izerindeki operator dizileri tanimada gorevli oldugu
belirlenen residiileri (FadR-R35-R45-H65), YvoA proteininde 2/3 oraninda
korunurken (YvoA-R38-R48-K65; Resch et al. 2010), LutR proteininde 1/3 oraninda
korunmustur (LutR-Q17-R35-Q47; Sekil 3.51, kirmiz1 oklar ve Sekil 3.52). LutR
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proteininde DNA baglanma fonksiyonu i¢in Arg, Lys ve His gibi pozitif yiiklii amino

asitleri tercih etmek yerine, FadR proteinindeki R35 ve H65 residiilerine karsilik

gelen Glu amino asitleri (LutR-Q-Q) tercih edilmistir.

Glisin (Gly, G) yan zincirleri sadece hidrojen atomlarindan olustugundan, kendisine

bagl oldugu komsu residiiler i¢in esneklik saglayabilir (Najmanovich et al. 2000,

Smith et al. 2005). Bu konformasyonel serbestlige bagli olarak, Gly residiileri

proteinlerin yapisinda ve fonksiyonlarinda 6zel bir rol iistlenmektedir (Yan and Xu

1997). LutR proteininin N-terminalinde yer alan Gly residiilerinin (G5, G10, G24,
G41, G48, G50 ve G61) FadR ve YvoA proteinlerinde ileri derecede korundugu
belirlenmistir (FadR-G28, G42, G59, 66G, 79G; YvoA-G26, G45, G62, G69, G71,
G82) Sekil 3.51, mavi oklar ve Sekil 3.53).

al 81 a2
MR )RR
TURN
BETA-1 ALFA-2 FADR

FADR 23-32 FADR 33-41 |[|42-44

5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 24 26
26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 45 47
23 24 27 28 31 33 35 37 39 41 42 44

LutR Bsubl€8 —----—---—-—--—-—-———-————- If 1P LD QARAFE Q 26
2WV0_YvoA MNINKOQSPIPIYYOIMEQLKT@T PD LI YAE E 477
1HW2 FadR MVIKAQSPAG-—--FAEEYIIESIWN N = L A SERT T 44
O sy Ry i S - ekt iz
1 1 1 1

LutR Bsubl68

2WV0 YvoA
1HW2_ FadR

AA
o3 B2 B3 a4 as
ALFA-3 BETA-2 BETA-3 ALFA4 ALFAS
FADR 45-58 FADR 59-65 FADR 66-72 FADR 73-79 FADR 80-90

27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75 77 79
48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 848 8 - - - - 90 92
7 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75 77 79 81 B3 85 87 89 91 93 95 97

45 4
LESET, G GEGTHL SQOEL KEDVKQL 79
ROALSNT G GRET ¥ —-——FTED 92
L LORL, G GHEPT 5 I¥ HESVPQL 97
S ek R kg S X e » ekt e -
1 L] it 1 L]

Sekil 3.52 : B. subtilis LutR, B. subtilis YvoA (PDB code: 1WV0) ve E. coli FadR

(PDB code: 1HW2) proteinlerinin DNA baglanma domainlerinin dizi
hizalamasi. Heliks ve oklarla gdsterilen sekonder yapilar FadR protein
yapist referans alinarak hazirlanmistir. LutR ile YvoA-FadR arasinda
korunmus diziler farkli renk kombinasyonlari ile gosterilmistir: Sari: Ug

protein arasinda korunmus rezidiiler, PEMBe- Turkuaz ve ﬂkuaz:

Sadece herhangi iki protein arasinda korunmus rezidiiler, -Gri-
Ug proteinde de farkli olan, korunmamus rezidiiler.
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Lys (67. K) FadR
" Lys (68.K) YvoA

His (65. H) FadR

16 21 26 31 36 d 16 a) =] =% 56

] b = b 5 5]
EvITIESIWHHREFFPGTILFAEREL TETTLEEYLARLARDGLILT I CEGEPT KW
s P ; o o CE

15 26 3 36 41 dis 51 =14
EQLETUIKHGELLFPOMPLPSEREY SEMTYRAALSHLYMEGLLYRLEAGEG-FvS

Sekil 3.53 : YvoA ve FadR proteinlerinin yapisal olarak hizalanmalari. YvoA ve
FadR proteinlerinin yapisal olarak hizalanmalari. A) FadR-DNA
kompleksinin 3D gdsterimi (PDB ID: 1HWI1), B) FadR (5-72.
rezidiileri) ile YvoA (1-74. rezidiileri) arasinda yapisal hizalama, C)
Hizalamada kullanilan FadR ve YvoA protein dizileri. Kirmmzi ve
Mavi Oklar: A ve B kisimlarinda birbirine karsilik gelen bdlgeleri,
Sar1 Oklar: Kirmiz1 ve mavi oklarla gosterilen bolgelerdeki korunmus
rezidiilerim protein dizisindeki konumlar1.

Yan ve Xu (1997) glisin amino asidinin prolin (Pro, P) residiisiine komsu olmasi
durumunda s6z konusu konformasyonel serbestligin sinirlanacagmni ve Gly-Pro
iinitelerinin genellikle daha kararli konformasyonlar olusturacagin ileri siirmiistiir.
Pro ve Gly residiilerinin bu tip komsuluklar1 FadR (P27-G28) proteininin p1-
zincirinden olusan biiyiik 1lmeginde gorildiigi gibi LutR (P9-G10) protein dizisinde
de gorillmektedir (Sekil 3.51, kirmizi tiggenler (A); Sekil 3.54). Bu Gly-Pro
residiileri LutR proteininin C-terminal ve N-terminal bolgeleri arasindaki iletisimde
anahtar rol oynayabilir ve bu sayede protein stabilitesini saglayabilir. Glisin
residiilerinin pozisyonlarma bakildiginda protein yapisinda, yapisal esneklikte
iistlendikleri role uygun noktalarda bulunduklar1 belirlenmistir. Cilinkii hem FadR
hem de YvoA proteinlerindeki Gly residiileri a-heliks ve B-zincir arasindaki degisim
noktalarinda yer almaktadir. Ornegin, FadR proteininde G10 rezidiisii o-helix-1
icinde yer alirken; G28 rezidiisii a-heliks-1 ile a-heliks-2’nin ortasinda, G42 rezidiisti
a-heliks-2 ile a-heliks-3’iin arasindaki HTH motifine ait ilk H ile T arasinda tam
smirda; G59 rezidiisii a3 ile B2 arasinda o-heliksin bittigi, B-zincirin basladigi
noktada; G66 rezidiisii hedef DNA dizisinde kiigiik oluga denk gelen BI1-p2
arasindaki donme noktasinda yer alir (Sekil 3.51, mavi oklar ve Sekil 3.53). Bu

pozisyonlarin YvoA proteinindeki Gly residiilerinde de benzer oldugu belirlenmistir.
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Ayrica Gly resizidiilerine ait bu pozisyonlarmm LutR proteininin 3D yapisinda da
benzer olmasi beklenmektedir.

Sekil 3.54 : FadR ve YvVoA proteinlerinin N-terminal bolgelerinde korunmus Glisin

rezidiileri. Biitiin korunmus glisin rezidiileri FadR ve YvoA’nin yapisal

hizalama sonuglarinda (ortadaki resim) gosterilmis ve dnemli noktalar
ayr1 ayr1 biiyiitiilerek (A-B-C-D-E-F) gosterilmistir.

Sekil 3.55 : FadR (P27-G28) ve YvoA (P30-D31) proteinlerindeki glisin-prolin

komsuluklarmnin karsilastirilmasi. LutR proteinde de benzer komsuluk
(P9-G10) goriilmektedir.
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3.7.2.2 B-zinciri-1 analizi

B-zinciri-1 LutR, YvoA ve FadR olmak iizere {i¢ proteinde de bulunmaktadir. YvoA-
G26 rezidiisii, ol ile Bl arasindaki sinirda yer alir. Ilk ii¢ rezidii (YvoA-G26-E27-
L28) sadece YvoA ve LutR arasinda korunmustur (Sekil 3.55). FadR proteininde
ayni1 pozisyonlarda farkli residiiler (FadR-N23-R24-F25) bulunmaktadir. Fakat bu
residiiler fizikokimyasal Ozellikleri acisinda benzerdir: Glu ve Arg yikli amino
asitlerdir, fakat Glu negatif, Arg pozitif yiiklidiir. FadR-R24 residiisiiniin, polar
yiikksiiz FadR-Y15 ve FadR-S19 rezidiilerinin hidroksil (-OH) gruplarma karsilik
gelirken, YvoA-E27 rezidiisii polar yiiksiiz YvoA-N25 ve YvoA-Q22 rezidiilerinin
amin (-NH;) gruplarina karsilik gelmesi 6nemli bir benzerliktir (Sekil 3.56). Phe, bir
aromatik amino asit olmasina ragmen, Leu ve Phe amino asitleri hidrofobik yan
zinciri olan apolar amino asitlerdir ve her ikisi de proteinlerin i¢ kisimlarina dogru

konumlanmaktadir.

Onemli olabilecek diger bir durum da FadR proteininin B-zincir-1 segmentinde ii¢
Pro (P26-27-32), YvoA proteininde iki Pro (27, 32), LutR proteininde de ise bir tane
Pro (P9) rezidiisiinlin bulunmasidir (Sekil 3.51). FadR proteininde P26 rezidiisiiniin
karboksi-O atomu ile T29 rezidiisiiniin hidroksil grubu arasinda 2.5 A”’luk bir
mesafe bulunmaktadir. Bu yakinlik P26 ile T29 arasinda bir hidrojen bagi olusumunu
saglayabilir ve bu etkilesim protein stabilitesini arttirabilir. YvoA proteinin yapisinda
benzer bir durum Q29 ile M32 arasinda goriilmektedir. LutR proteinde de K8 ile
D11 rezidilerinin benzer bir baglanti olusturduklarini séylemek mantikl
goriinmektedir (Sekil 3.57). Korunmus FadR-P27 resizdiisii a-Helix-1’den a-Helix-
2’ye gecis yoniinde B-zincir-1 segmentinin tam kivrilma noktasinda yer alir. FadR-
P27 rezidiisii G28 tarafindan takip edilir ve bu komsuluk durumu LutR proteininde
de aynidir (LutR-P9-G10). PPG motifi B-zinciri i¢in daha rijit bir yap1 saglayabilir
(Sekil 3.54).
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Sekil 3.56 : YvoA ve FadR protein dizilerindeki ilk ii¢ rezidiiniin karsilastirilmasi. Tk ii¢
rezidii sadece LutR (G5-E6-L7) ve YvoA (G26-E27-L28) proteinleri arasmda
korunmusken FadR (N23-R24-F25) proteininde tamamen farklidir.

Sekil 3.57 : FadR-R24 ve YvoA-E27 rezidiilerinin karsilastirilmasi. A) FadR proteininde
pozitif yikli Arg (R24), a-heliks-1 yapisinda yer alan ve hidroksil (OH-) grubu
tastyan serin (S19) ve tirozin (Y15) rezidiilerine karsilik gelmektedir B) YvoA
proteininde negatif yiklii glutamik asit (E27) rezidiisii a-heliks-1 yapisinda yer
alan ve amin (NH2-) grubu tasiyan polar yiiksiiz asparajin (N25) ve glutamin
(Q22) rezidiilerine karsilik gelmektedir.

134



Sekil 3.58 : FadR proteininde P26-T29 rezidiileri ile YvoA proteininde Q29-M32
rezidiilerinin karsilastirilmasi. A) FadR proteininde P26 ile T29
arasidanki mesafe 2.5 A”’dur. B) YvoA proteininde, Q29 ve M32
rezidiileri benzer pozisyonlarda ve 5.0 A" mesafede konumlanmustir.

FadR-F25-L31 residiilerinin yan zincirleri proteinin merkezine dogru yonelmis
pozisyondadir. Fakat FadR-N23-R24 residiileri proteinin dis kismma dogru
yonelmistir. Bu durum YvoA proteininde de benzerdir. Ciinkii YvoA-L28-1.34
apolar hidrofobik rezidiileri YvoA’nin merkezine dogru yonelirken, yiikli ve polar
residiiler YvoA-E27-Q29-D31-M32 proteinin dis kismina dogru yonelmistir. LutR
proteinde de benzer sekilde E6, K8, D11, K12, DI3 rezidiilerinin protein dis
yiizeyine dogru, L7 ve L3 rezidiilerinin ise merkeze dogru yonelmesi On

goriilmektedir (Sekil 3.58).

Sekil 3.59 : FadR ve YvoA proteinlerinde B-zincir-1 yapilarinda bulunan bazi
rezidiilerin proteinin i¢ dis kismina dogru ydnelme durumlarinin
kargilastirilmasi. A) FadR proteininde N23-R24-F25-P27-G28-L31
rezidiileri. B) YvoA proteininde Q20-E27-L28- D31-M32-L34. Alt1
cizgili ve koyu harfle yazilan rezidiiler proteinin i¢ kismma dogru
yonelmektedir. Normal punto ile yazilan rezidiiler proteinin dis
kismina dogru yonelmektedir.
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3.7.2.3 a-helix-2 segmentinin analizi

FadR proteininin o-helix-2 yapisindaki A33-L37-S38-L40-141 apolar hidrofobik
residiileri  YvoA (S36-Y40-A41-Q43-F44) ve LutR (S15-L19-A20-S22-F23)
proteinlerindeki rezidiilerden farklilik gostermektedir (Sekil 3.51 ve Sekil 3.59).
YvoA-S36-A41-F44 rezidiileri LutR proteininde korunmustur (LutR-S15-A20-F23).
FadR proteini de Ala ve Ser rezidiilerine (FadR-A33-S38) sahiptir fakat bunlarin
siralanmalart YvoA proteinindeki S15-A20 rezidiilerine gore terstir (Sekil 3.51).
FadR-141 rezidiisii YvoA proteinindeki F44 ve LutR proteinindeki F23 ile benzerdir,
clinkii licii de apolar hidrofobik amino asitlerdir. FadR proteinindeki R35 rezidiisii
ise YvoA proteininde aynidir (YvoA-R38), fakat LutR proteininde ayni degildir
(LutR-Q17).

A33

36

Q43

Sekil 3.60 : FadR (yesil) and YvoA (turkuaz) proteinlerinde a-helix-2 yapisindaki
bazi rezidiilerin karsilastiriimasi. Sekilde FadR proteinine ait A33-1.37-
S38-L.40-141 rezidiileri ile YvoA proteinine ait S36-Y40-A41-Q43-F44
rezidiileri goriilmektedir.

FadR-R35 rezidiisiit DNA’nin taninmasinda kritik rezidii oldugu i¢in, bu amino asite
komsu olan amino asitler de DNA baglanma silirecinde 6nemli olabilir. FadR ve
YvoA proteinlerinde sirasiyla R35 ve R38 rezidiisiine komsu olan rezidiiler “ERE”
motifi olusturan negatif yiikli FadR-E34-E36 ve YvoA-E37-E39 iken, LutR
proteinindeki kritik rezidii Q17’ye komsu olarak V16 ve A18 bulunmaktadir. Bu Glu
(E) rezidiileri DNA’nm en yakin fosfat gruplarma 5.0 A® uzaklikta bulunmaktadir ve
hidrojen bagi olusturarak protein kararliligini arttrmalart miimkiin goriinmektedir.
FadR-E39 rezidiisii li¢ proteinde de korunmustur (YvoA-E42 ve LutR-E21) (Sekil
3.51). FadR-E39 rezidiisii ile en yakin DNA fosfat grubu arasindaki mesafe 9.1 A°

oldugundan, bu residiiniin rolii net olarak yorumlanamamaktadir (Sekil 3.60).
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Sekil 3.61 : FadR ve YvoA proteinlerinin o-helix-2 yapilarinda bulunan bazi
rezidiilerin karsilagtirilmasi. A) FadR proteinine ait E34-E36-E39
rezidiileri ile YvoA proteinine ait E37-E39-E42 rezidiilerinin yapisal
kargilastirilmasi. B) FadR-E34 rezidiisii ile DNA’ya aie E/DG7
niikleotidi arasindaki mesafe 5.0 A*’dir. C) FadR proteini ile DNA
arasimndaki mesafe E39 ile D/DCI11 arasinda 9.1 A°, E36 ile E/DT6
arasinda 5.0 A*’dur. “D/” ve “E/” DNA’nin tek zincirlerinden birini
ifade etmektedir. DCI11 veya DT6’daki “D” ise “deoksiriboz
niikleotit” yapisini isaret etmektedir.

3.7.2.4 HTH motifinin “Dongii (Turn)” kisminin analizi

Ug proteindeki HTH motiflerinin “dongii (turn)” segmentleri ii¢ rezidiiden
olugsmaktadir. Birinci pozisyonda FadR ve YvoA proteinlerinde Gly rezidiileri yer
alirken (sirasiyla G42 ve G45), LutR proteini polar amino asit Q24 igermektedir.
Ikinci pozisyonda, ii¢ protein de apolar, hidrofobik &zellikte bir rezidii icermektedir:
FadR-V43, LutR-V25 ve YvoA-146. Ugiincii pozisyonda ise polar yiiksiiz rezidiiler
yer almaktadir. YvoA ve LutR proteinlerinde birer serin rezidiisii bulunurken
(swrastyla S47 ve S26), FadR proteininde bir treonin amino asidi (T44) bulunmaktadir
(Sekil 3.61-A). FadR-T44 rezidiisi D/DCI11 bazinin fosfat grubuna 4.1 A°
uzakliktadir. Bu durumda T44 ile D/DC11 bazi arasinda hidrojen bagi olusumundan
bahsetmek miimkiindiir (Sekil 3.61-B). Ciinkii, FadR, YvoA ve LutR proteinlerinin
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bu pozisyonlarindaki rezidiileri tamamen ayn1 olmasa bile, {i¢ proteinde de hidroksil

grubu (-OH) tasiyan rezidiiler yer almaktadir.

D/DC11

Sekil 3.62 : FadR ve YvoA proteinlerindeki HTH motifinde ii¢ rezidiiden olusan
“dongii (turn)” segmentinin yapisal hizalanmasi. A) Dongiiniin birinci
pozisyonlarinin iki proteinde korunmus oldugu (FadR-G43 ve YvoA-
G45) goriilmektedir. ikinci ve iigiincii pozisyonlar birbirlerinden
farklilik gostermektedir. Ancak bu pozisyondaki rezidiilerin 6nemli bir
benzerlikleri de vardir: ikinci pozisyondaki rezidiiler (FadR-V43 and
YvoA-146) apolar hidrofobik iken, iiclincli pozisyondaki rezidiiler
(FadR-T44 and YvoA-S47) polar-yiikksiiz ve hidroksil tasiyan
rezidiilerdir. B) FadR-T44 rezidiisi  DNA’nin D/DC11 niikleotit
yapisindaki fosfat grubuna 4.1 A® uzakliktadir.

3.7.2.5 a-helix-3 segmentinin analizi

a-heliks-3 segmentinde FadR, YvoA ve LutR arasinda korunmus dort rezidii
bulunmaktadir: FadR-R45-R49-1.52-L55 (Sekil 3.62-A). FadR-R45 rezidiisii DNA
tanima isleminden sorumlu ¢ rezidiiden ikincisidir ve DNA’daki biiyiik oluga
karsilik gelecek sekilde konumlanmaktadir. FadR-R49 rezidiisii DNA fosfat grubu
ile tuz kopriisii olugturmak igin uygun bir mesafede (2.3 A°) bulunmaktadir (Sekil
3.62-B). FadR-L48 ve V51 rezidiileri YvoA (V51-A54) ve LutR (V30-A33)
proteinlerindeki Val ve Ala rezidiileri ile ayni1 kabul edilebilir. Clinkii bu amino
asitler benzer fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir (Sekil 3.51). FadR proteininin 50.
pozisyonda, FadR ve LutR arasinda glutamik asitler korunmusken (sirastyla ESO ve
E32), YvoA proteini glutamik asitin bir amid formu olan glutamin amino asidi (Q53)

icermektedir (Sekil 3.51).
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Sekil 3.63 : FadR ve YvoA proteinlerinde a-helix-3 segmentinin yapisal hizalamasi.
A) FadR (yesil, R45-R49-1.52-L55) ve YvoA (turkuaz, R48-R52-L55-
L58) proteinlerinde dort rezidii korunmustur. [Not: a-helix-3 segmentini
net gostermek amaciyla a-helix-2 segmenti gizlenmistir.], B) FadR-R49
rezidiisii ile DNA E/DGS rezidiisiine ait fosfat grubu arasindaki mesafe
2.3 A”dur, C) FadR proteininin 54. Ve 57. pozisyonlarinda bir
duplikasyon goriilmektedir (RS54 and R57). Bu tekrarli pozisyonlar iki
adet apolar hidrofobik rezidii icermektedir (metne bakiniz). Bu
pozisyonlar YvoA (N57-N60) ve LutR (A30-A33) proteinlerinde de
benzerdir.

Onemli noktalardan biri de FadR proteinindeki R54 ve R57 rezidiileri ile ilgilidir.
Ciinkii bu ikili tekrarli pozisyonun arasinda iki apolar rezidii (FadR-L55-A56) yer
almaktadir ve  bu rezidiller her iki monomerde simetrik olarak a-heliks-3
segmentinin  dimerizasyon bolgesine (R49-E50-Q53-R54-R57-D58)  karsilik
gelmektedir (Sekil 3.62-C). Bu dublikasyon, YvoA (N57-L58-A59-N60) ve LutR
(A30-L31-K32-A33) proteinlerinde de benzerdir. Fakat LutR proteini negatif veya
pozitif yiiklii rezidiiler yerine apolar Ala rezidiilerini (LutR-A36-A39) icermektedir.
FadR’daki Arg (R) amino asidi ile YvoA’daki Glu (N) amino asidi iki monomeri
dimer olarak bir arada tutma potansiyeline sahiptir. Xu ve ark. (2001) simetri
analizlerine dayanarak dimerizasyon olusumunda etkilesime giren rezidiilerin Arg49,
Arg54°, Arg57, Glu-50°, GIn-53, ve Asp-58° (Sekil 3.63-A-B) oldugunu ileri
stirmistiir. YvoA proteini de hemen hemen benzer bir amino asit kombinasyonu

icermektedir (R52-Q53-S56-N57-N60-E61) (Sekil 3.63-C). LutR proteininde bu
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bolgeye karsilik gelen R31-E32-S35-A36-A39-M40 rezidiileri ayn1 dimerizasyon
islemi icin pek uygun goriinmedikleri i¢in, LutR proteininde monomerleri bir arada
tutmak ve dimer olusturmak i¢in farkli olasiliklarin ileri siiriilmesi gerekmektedir. Bu
fonksiyona yonelik ihtimallerden biri iki monomerin uygun mesafede yan yana
gelmesi ve Ala rezidiilerinin hidrofobik etkilesimler ve van der walls etkilesimleriyle
dimer olusturmasi olabilir. Diger ihtimal ise LutR proteininin iki monomerindeki
S35-K38-M40 rezidiilerinin yan zincirleri birbirleri ile hidrojen bagi ve iyonik bag
icin uygun mesafede konumlanmasidir. Buna bagl olarak dimer olusturmalar1 s6z

konusu olabilir.

MONOMER-1_ MONOMER-1’
> =

Sekil 3.64 : FadR proteininde dimerizasyon bdlgesinin serit gosterimi ve bu bolgenin
FadR ve YvoA proteinleri arasinda yapisal hizalamasi. A) FadR
proteininin dimer formuna ait DNA baglanma modelinde dimerizasyon
bolgesi. B) Dimerizasyon bolgesine detayli goriiniimii ve dimerizasyonu
saglayan rezidiiller: R49-E50°-Q53-R54°-R57-D58°. Dimerin sadece
sekilde goriinen kismindaki rezidiler etiketlenmistir.  Rezidi
numaralarindaki kesme (‘) isareti monomerleri ayirt etmek icin
kullanilmigtir. C) YvoA (R52-Q53-S56-N57-N60-E61) dimerizasyon
rezidiileri ile FadR R49-R54°-R57-E50°-Q53-D58’ rezidiilerinin yapisal
hizalamasi.

3.8.2.6 B-Zincir-2 ve B-Zincir-3 segmentlerinin analizi

FadR proteinindeki N-terminal PB-tabaka (B2-B3) yapisinda, FadR-G59-G66-T69
rezidiileri korunmustur. FadR’in DNA tanimada gorevli iiglincli amino asidi H65,

hem YvoA hem de LutR proteinlerinde korunmamistir (YvoA-K68, LutR-Q47)
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(Sekil 3.51-3.52). FadR-His65 rezidiisi DNA kii¢iik oluguna denk gelmektedir.
FadR-G66 rezidiisii B-1 ile B-2 arasindaki sinirda donme noktasinda yerini alir ve
pozitif yiikli iki rezidiiye (H65 ve R67) komsudur. FadR proteinine benzer sekilde,
YvoA proteininde de G69 rezidiisii iki tane pozitif yiiklii rezidiiniin (K68 ve R70)
arasinda yer alir. Fakat LutR proteinindeki durum biraz farklilik gostermektedir ve
LutR-G48 rezidiisii polar yiiksiiz bir aminoasit ile negatif yiiklii ikinci bir amino asit
(Q47 ve E49) arasinda konumlanmustir (Sekil 3.51-3.53). Ug protein de, FadR
proteinine gore 61., 68. ve 71. pozisyonlarda benzerdir ¢ilinkii Leu ve Val amino
asitleri apolar yan zincir tagir. Ayrica LutR proteinindeki V43 ve L53 rezidiilerinin
FadR ve YvoA proteinlerine gore ters sirali olmasi da fonksiyonel agidan énemli bir

benzerlik olabilir (FadR-L61-V71; YvoA-L64-V74) (Sekil 3.51).
3.7.2.6 a-helix-4 ve a-helix-5 segmentlerinin analizi

FadR proteininin N-terminal ve C-terminal domainleri birbirlerine iki kisa a-heliks
(a-4 ve 0-5) igeren bir baglant1 bolgesi ile baghdir (Xu at al., 2001). Xu ve ark.
(2001) iki komsu domainle o-heliks-5 arasinda genis ve korunmus hidrofobik ara
ylizeylerin bulunmasi nedeniyle a-5 segmentinin domainler arasi iletisimde anahtar
rolii istlendigini ileri slirmiistiir. Bu arastrmacilar 182-L86-L89 rezidiilerinin
ozellikle N-terminal domainle, L80-L83-A87 rezidiilerinin ise C-terminal domainiyle
etkilesim halinde oldugunu gostermistir (Sekil 3.64). FadR-L86-L89-182 rezidiileri
YvoA ve LutR proteinlerinde korunmamistir. Fakat 1.83 ii¢ proteinde korunurken,

FadR-L80 sadece YvoA da korunmus, LutR’da (S62) korunmamistir (Sekil 3.51).

C-terminal
domain

N-terminal
domain

Sekil 3.65 : FadR proteininin iki domaini arasinda geg¢is bdlgesinde yer alan a-
heliks-5 segmenti. Bu segmentin bazi residiileri (I182-L86-L89) N-
terminal domainiyle etklesim halindeyken, bazi residiileri (L80-L83-
A87) i¢inde C-terminal domainiyle etkilesim halindedir.
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3.7.3 LutR proteininin DNA tanima 6zellikleri

LutR’1in sekonder yapisina yonelik analizlerde, DNA’nin taninmasinda kritik olan
rezidiilerin (LutR-Q17-R27-Q47) diger iki proteinle tamamen ayni olmadigini
goriilmiistiir (FadR-R35-R45-H65 ve YvoA-R38-R48-K68). Bu ii¢ proteininin N-
terminal primer yapilar1 ileri diizeyde birbirlerine benzer olmamasina ragmen
(Cizelge 3.21) sekonder yapilari, amino asit pozisyonlar1 ve tipleri agisindan 6nemli
bir¢ok benzerlige sahiptir. DNA-baglanma stirecindeki rollerine bagl olarak, protein
yapisindaki amino asitler DNA bazlariyla veya DNA’nin fosfat gruplariyla ya da
proteinin kendi yapisindaki diger amino asitlerle etkilesim kurabilirler (Suzuki et al.
1995). Bu acidan, DNA-protein etkilesimlerinde (tanima/baglanma siireclerinde)
sadece DNA’ya baglanan rezidiiler degil protein yapisindaki diger rezidiiler de
dikkate alinmalidir. FadR proteininde bir monomerdeki R49-E50-Q53-R54-R57-D58
rezidiileri diger monomerde karsilik gelen rezidiilerle etkilesir. Bu etkilesimler
DNA’ya baglanma siirecinde kritik rol tistlenen FadR-R35-R45-H65 rezidiilerininki

kadar onemlidir

Her protein familyas1 DNA’ya baglanmak amaciyla kimyasal ve stereokimyasal
olarak kendileri i¢cin 6zgiin olan farkli geometrileri tercih etmektedir. “HTH-tip
protein” olarak adlandirilmalarmma ragmen sadece “turn” kisminin uzunlugu veya
anahtar rezidiilere komsu olan rezidiilerin ¢esidi bile baglanma olasiliklar1 agisindan
bircok segenek dogurmaktadir. HTH-tip transkripsiyon faktorlerinde genel olarak
goriildigl gibi FadR, YvoA ve LutR proteinlerinde de ii¢ amino asitlik bir “turn”
segmenti bulunmaktadir ve FadR proteinine gore 35. pozisyondaki rezidiilerin
komgular1 da aymdir: FadR-35 rezidiisiiniin komsular1 E34-E36; YvoA-R38

rezidiisiiniin komsular1 E37-E39.

Xu ve ark. (2001) FadR-DNA kompleklerinin kristal yap1 analizlerini dikkate alarak
FadR transkripsiyon faktoriiniin baglandigi DNA bolgesi i¢in korunmus 5°-
TGGTNNNACCA-3’ dizisini 6nermistir. Buna gore, FadR proteininin R35, R45 ve
H65 rezidilleri DNA {izerinde sirasiyla Guanine(W)-Guanine(W)-Adenine(C)
bazlarina baglanmaktadir [Not: Xu ve ark. (2001)’na gore “Watson” isminin ilk
harfi olan “W” DNA’nin bir zincirini temsil ederken, “Crick” isminin ilk harfi olan

“C” 1se DNA’nin diger zincirini ifade etmektedir].
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a-helix-2 “tanima heliksi” olarak tanimlandigindan, LutR proteininin ikinci heliksi
(15-SVQALAESF-23) DNA’ya baglanma agisindan 6nemli goriinmektedir. Bu
dizide, DNA’y1 tanimada anahtar rol oynayan li¢ rezidiiden sadece biri (Q17)
bulunmakta ve sekonder yapida FadR-R35 ile YvoA-R38 rezidiilerine karsilik
gelmektedir. “Baglanma geometrisi’ni belirleyen faktorlerden biri DNA ile protein
ylizeylerinin tam olarak birbirine uyumlu olmasidir. Bu nedenle LutR o-helix-2
segmenti FadR ve YvoA proteinlerinde oldugu gibi DNA’nin biiyiik oluguna karsilik
gelmelidir. DNA-protein etkilesimini belirleyen diger faktér protein yapisindaki
amino asitlerle DNA yapisindaki bazlarin pozisyonlarmin uygun bir sekilde
eslesmesidir. Tek bir tanima heliksi DNA’nin sadece bir tarafina erigebilir ve ardisik
bes veya daha az (genellikle dort) baz c¢iftine baglanabilir. a-heliks segmentleri
yapisal olarak diiz oldugu i¢in kivrilmig biiyiik oluk etrafindaki DNA bazlarindan
daha fazlasmin proteinle etkilesime girmesi pek miimkiin degildir (Suzuki et al.
1995). Diger yanadan, FadR proteini diger HTH-tip transkripsiyon faktorlerinde
goriilen klasik DNA baglanma tarzim1 kullanmamaktadir: Normal sartlarda HTH
motifinin ikinci tanima heliksi DNA’nin biiyiik olugu boyunca DNA’ya baglanirken,
B-seridi ise hemen komsu bolgedeki kiigiik oluga baglanir. Ancak FadR proteini
bundan farkli bir yol izleyerek a-3 tanima heliksinin sadece N-terminal ucu ile DNA
biiyiik oluguna baglanir ve DNA {izerinde 90 ‘lik bir biikiilme olusturmaz (Xu et al.
2001). Ayrica HTH-tip proteinlerin smiflandirilmasinda o/f kompozisyonu ve
heliksler arasindaki agilar dnemli kriterlerdir (Clubb et al. 1994). Ornegin bir HTH-
tip protein smnift H1-B1-B2-H2-T-H3-B3-W-B4 topolojisine sahip olup gen aktivator
protein (CAP) ve 1s1 soku transkripsiyon faktorlerini icerir (Harrison et al. 1994). Bu
sinifa yakin olan diger bir sinif H1-B1-H2-T-H3-B2-W-B3 topolojisine sahiptir ve
histon H5 (Ramakrishnan et al. 1993), biotin represorii (Wilson et al. 1992) ve
hepatosit niiclear factor HNF-3/fork head protein iiyelerini biinyesinde barmdirir
(Clark et al. 1993, Lai et al. 1993). Her iki smiftada HTH motifi a-H2 and a-H3
helikslerinden olusur ve bu heliksler arasindaki agilar 90-120 arasinda degismektedir.
Ancak HTH motifinin a-H1 heliksinin ilk helikse (a-H2) gore pozisyonu iki smifta
da korunmustur ve a-H1 ile a-H2 arasindaki ag1 ~45°°dir (Clubb et al. 1994). LutR
proteini de N-terminal domaininde a-helix-1 hari¢ FadR ve YvoA ile benzer bir
topolojiye sahiptir: al-fl-a2-T-a3-B2-f3-04-a5. FadR ve YvoA proteinlerinin o-
helix-1, o-helix-2 ve a-helix-3 segmentleri arasindaki agilar Cizelge 3.24°de

verilmistir. Hem FadR hem de YvoA proteinlerinde aH1-aH3 (56.21°) and aH2-aH3
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(106.90°) segmentleri arasindaki agilar ayni iken aH1-oH2 segmentleri arasindaki
acilar farklilik gostermektedir (FadR 103.69; YvoA 107.52°) (Sekil 3.65). Bu agilar
arasindaki benzerlikler veya farkliliklar DNA-protein etkilesimlerini belirlemek
acisindan 6nemlidir.

Cizelge 3.19 : FadR ve YvoA proteinlerinde a-heliks segmentleri arasindaki agilar(®).
Heliksler arasindaki act (°)

Heliksler FadR YvoA
o-heliks-1 a-heliks-2 103.69 107.52
o-heliks-1 o-heliks-3 56.21 56.21
a-heliks-2 o-heliks-3 106.90 106.90

Daha Once deginildigi gibi, benzer amino asitler benzer motifleri olustururken,

benzer motifler DNA {izerinde benzer bolgelerle etkilesim gosterir.

Sekil 3.66 : FadR (A,B ve C) ve YvoA (D, E ve G) proteinlerinde a-heliks
segmentleri arasindaki agilar. A) FadR al-a2: 103.69°, B) FadR al-
a3: 56.21° , C) FadR a2-a3: 106.90°, D) YvoA al-a2: 107.52°, E)
YvoA al-03: 56.21°, F) YvoA a2-03: 106.90°. Mavi: FadR aHe
liksl, Kirmizi: FadR oHeliks2, Pembe: FadR aHeliks3, Turuncu:
YvoA aHeliks1, Sari: YvoA aHeliks2, Gri: YvoA aHeliks3.
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Fakat bununla beraber protein olusturan amino asitlerin ve DNA’y1 olusturan
bazlarin da uygun bir sekilde bir araya gelmeleri gerekmektedir ki bu etkilesimler de
DNA ve proteinin uygun birer geometriye sahip olmalar1 ile miimkiin olur.Tanima ve
baglanmay1 saglayacak DNA’nin uygun geometrisi DNA iizerindeki bazi egilme-
biikiilmelerle, proteinlerin uygun geometrisi ise heliksler arasindaki agilarin
belirlenmesi ve FadR-YvoA proteinlerinde goriildiigii gibi dimerik yapilarin
olusumuyla miimkiin olur (Schultz et al. 1991). Zayif dizi homolojisine ragmen
(22%, 28% and 21%), LutR protein FadR ve YvoA proteinleri ile yapisal olarak

yakin bir homoloji gostermektedir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinin temel amaci, LutR transkripsiyon faktorii tarafindan dogrudan
kontrol edilen genlerin belirlenmesidir. LutR regiilonunu belirlemeye yonelik yapilan
calismalarda ilk olarak ChIP yonteminden yararlanilmistir. ChIP deneylerinde DNA
kaynag1 olarak B. subtilis PY79 susu kullanilirken, protein kaynagi olarak E. coli
POEG6O: :lutR::spc ve E.coli pQE60::sinR::spc suslart kullanilmigtir. ChIP yontemini
uygulamak icin ilk once, in vitro olarak uygulanan mevcut ChIP yontemlerinden
bakteri hiicreleri i¢cin uygun olan ve in vitro olarak uygulanabilen yeni bir ChIP
prosediirii  olusturulmustur. Olusturdugumuz yeni ChIP yOnteminin in vitro
uygulanmasma ek olarak en O6nemli 6zelligi antikor kullanim ihtiyacin1 ortadan
kaldirmasidir. Uygulanan yeni ChIP deneylerinde, hedef proteine (LutR’a) o6zgii
antikor kullanmak yerine, E. coli suslarmda pQE60 plazmidleri ile rekombinant
olarak sentezlenen LutR proteinlerinin C-terminal uglarina eklenmis olan 6xHis-
kuyrugundan yararlanilmistir. Ciinkii 6 adet histidin eklenerek olusturulan bu ekstra
yap1, Ni-NTA-Resin Saflastirma Seti’'nde bulunan rezin matriksi ile kullanilarak
proteinlerin saflastirilmasma imkan vermektedir. Tez kapsaminda uygulanan ChIP
analiz sonuglari, normal sartlarda protein izolasyonu i¢in kullanilan bu sistemin
bakteriyal ¢alismalarda in vitro olarak uygulanacak ChIP analizleri i¢in uygun bir
yontem oldugunu gostermis ve proteine 6zgii antikor kullanilmadigi icin klasik ChIP

yontemlerine kars1 avantaj saglamistir.

Tez caligmasinda elde edilen bir diger 6nemli veri, Lineer poliakrilamid (LPA)
polimerinin yeni ChIP yOntemine adapte edilmesidir. LPA, kiigik DNA
molekiillerinin izolasyonunda kullanilan biiylik molekiiler agirlikli bir polimer
matrikstir. Kiiciik DNA parc¢alarinin izolasyonunda ayrica, ¢esitli dezavantajlar1 olan
glikojen ve tRNA gibi molekiiller de kullanilmaktadir. Bu tez caligmasinda
olusturulan ve uygulanan antikorsuz yeni ChIP yonteminde, ChIP-DNA saflagtirma
islemlerinde LPA kullanilmistir. ChIP yontemlerinde ChIP-DNA izolasyonu 6nemli
bir basamak oldugundan, LPA gibi maliyeti diisiik, kullanim1 kolay ve takip eden

deney basamaklarinda (6rnegin PCR, transformasyon vs. gibi) reaksiyonu
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engellemeyen bir kimyasal 6zellige sahip bir polimer matriksin kullanilmast 6nemli

bir avantaj saglamustir.

Tez kapsammda LutR regiilonunu belirlemek amaciyla uygulanan ChIP
analizlerinde, 665 nt’lik bir DNA parcas1 yakalanmig, DNA dizi analiz sonuglar1 bu
DNA parcasmin B. subtilis kromozomunda yuxO (comB, comAB, srfB) geninin
promotor bdlgesine karsilik geldigi belirlenmistir. yuxO gen ifadesi iizerindeki LutR
proteininin etkisini belirlemek amaciyla RT-qPCR ve EMSA yontemlerinden
yaralanilmistir. RT-qPCR yontemi kullanilarak yuxO gen ifadesinin LutR proteinine
bagl transkripsiyon seviye degisimi analiz edilmistir. Bu amagla, yabani tip B.
subtilis PY79 (lutR geni saglam olan) susu ile B. subtilis TEK1 yvfl::Tnl0::spc (lutR
geni inaktif) mutant susu kullanilmistir. Uygulanan RT-qPCR analizlerinde, yuxO
gen ifadesinin lutR geni bozuk olan mutant suslarda yabani tip hiicrelere gore -0.95
kat azaldig1 belirlenmistir. Bu sonug, LutR’m yuxO gen ifadesinin pozitif yonde
kontrol ettigini gostermistir. LutR’in yuxO transkripsiyon seviyesini direk olarak
etkilediginin dogrulanmasi1 amaci ile EMSA analizi yapilmistir. Bu Amagla yuxO
genin promoter bolgesi PCR ydntemiyle ¢ogaltilmistr. EMSA sonuglarinda LutR

proteininin yuxO genine dogrudan baglandigi belirlenmistir.

LutR tarafindan dogrudan kontrol edilen genleri belirleme adina tez kapsaminda
atilan diger bir adim, Dr. Oykii Irigiil-Sénmez’in doktora tezinde gerceklestirdigi
mikroarray analizlerinde, LutR’in asir1 ifade edilmesine karsilik transkripsiyon
seviyeleri degistigi belirlenen lrpB, yodT, rpsP, yutK, nasA, yvsG, ytsD ve yvnB
genlerinin, LutR ile dogrudan etkilesimlerinin EMSA analizleri ile belirlenmesidir.
EMSA analizlerinde LutR proteininin artan konsantrasyonlarda bu genlere ait
promoter bolgelerine daha fazla baglandig1 belirlenmistir. Bu sonuglara gore, lrpB,
vodT, rpsP, yutK, nasA, yvsG, ytsD ve yvnB olmak iizere 8 genin LutR proteini

tarafindan dogrudan kontrol edildikleri ispatlanmistir.

Ayrica global regiilasyonda gorevli olan SinR proteini de bu tez kapsamindaki
EMSA analizlerinde odak noktasi olmustur. LutR ve SinR proteinlerinin gen
regililasyonunda birlikte hareket ettikleri bilgisine dayanarak, bu tez calismasinda adi
gecen genlerle ilgili biitin EMSA analizlerinde LutR proteini ile birlikte SinR
proteini de kullanilmigtir. Buna gore SinR proteini hem ChIP analizlerinde
belirledigimiz yuxO geninin, hem de Ovykii Irigiil-Sénmez tarafindan “IPTG ile
indiiklenen genler” adiyla etiketlenen [lrpB, yodT, rpsP, yutK, nasA, yvsG, ytsD ve
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yvnB genlerinin promotor bolgelerine dogrudan baglanmakta ve bu genleri dogrudan
kontrol etmektedir. Buna ek olarak, LutR ve SinR proteinlerinin gen regiilasyonunda
birbirlerine olan etkileri de incelenmistir. Yani s6z konusu genlere yarismaci olarak
m1 yoksa es zamanli olarak mi1 baglandiklar1 da arastirilmistir. Bu amagla, ilgili genin
promotor DNA segmenti varliginda, sirasiyla LutR veya SinR proteinlerinden birinin
konsantrasyonu sabit tutulurken, digerinin konsantrasyonu giderek arttirilmistir.
LutR ve SinR proteinlerinin birlikte kullanilarak yapilan bu EMSA analizlerinde her
iki proteinin basta yuxO olmak iizere lrpB, yodT, rpsP, yutK, nasA, yvsG, ytsD ve
yvnB genlerine es zamanli olarak baglanabildikleri, dolayisi ile bu genlerin

transkripsiyon seviyelerini birlikte diizenledikleri belirlenmistir.

Son olarak, LutR proteini ile yapilan deneysel ¢caligmalara 1sik tutmasi ve LutR’in
DNA baglanma 6zelligi agisindan daha iyi anlasilmasi amaciyla in silico analizler
yapilmistir. Bu analizlerde 30 adet LutR protein dizisi segilerek bazi biyoinformatik
ve bilgisayar programlari/sunucular1 yardimiyla cesitli Ozellikleri agisindan
incelenmistir. Fizikokimyasal analizler sonucunda LutR proteinleri ile 1ilgili
izoelektrik noktasi,sonme (extinction) katsayisi, alifatik indeks, instabilite indeksi ve
GRAVY degerleri gibi temel veriler elde edilmistir. Primer dizi analizlerinde, bu
calismadaki biitiin LutR proteinlerinin degisen oranlarda korunmus bazi rezidiilere
sahip olduklar1 ve genel itibariyle hidrofilik bir yapida olduklar1 belirlenmistir.
Sekonder yap1 analizinde ise cogunun iki tane a-heliks ve bir tane B-tabaka iceren
HTH-motifi icerdikleri belirlenmistir. Filogenetik analizlerde farkli bakteri tiirlerine
ait 30 LutR proteininin iki ana gruba ayrildiklar1 ve her iki grubun da ikiser alt gruba
ayrildig1 gozlenmistir. a-helix-2 segmenti “tanima heliksi” olarak tanimlandigindan
B. subtilis 168 LutR proteininde ikinci helikse ait 15-SVQALAESF-23 dizisi DNA-
baglanma siirecinde dnemli olabilir. PyMOL programinda yapilan yapisal analizler
LutR-Q17-R27-Q47 rezidiilerinin FadR ve YvoA proteinlerinin DNA’y1 tanima ve
baglanmasinda kritik olan rezidiilerle ayni pozisyonlarda konumlandiklarmi ve
DNA’nmn kii¢iik/biiylik oluklarma karsilik geldiklerini ortaya koymaktadir. Bu
nedenle LutR-Q17-R27-Q47 rezidiileri hedef DNA bdlgelerini tanimada ve bu
bolgelere baglanmada kritik rezidiiler olabilir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar
farkli bakteri tiirlerine ait LutR proteinlerinin ¢esitli 6zellikleri ve fonksiyonlariyla

ilgili benzerlik ve farkhiliklarmi daha 1yi anlamamiza yardimci olacaktir. Bu
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bulgularin ileride yapilacak deneysel yapi1 fonksiyon analizlere de biiylik katki

saglayacaktir.
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EKLER

EK A: Bakteri Kiiltiiri Besiyerleri

EK B: Tamponlar ve Cozeltiler

EK C: Enzimler ve Kimyasallar

EK D: DNA ve Protein Belirtegleri (Marker’lar)
EK E: yvfI DNA and YV{l Protein Dizileri

EK F: Laboratuvar Ekipmanlar1
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EK A : Besiyerlerinin Igerigi ve Hazirlanis1

> Luria Bertani (LB) Sivi Besivyeri (1 L) :

- Tryptone................... 10 g/L
- Yeast Extract.............. S5¢g/lL
- NaCl.........oooiiin 5¢g/lL

v" Distile H,O eklenerek 1 L’ye tamamlandi and ardindan 4-8 dakika

otoklavlandi.

> Luria Bertani (LLB) Kati1 Besiveri (1 L) :

- Tryptone.................. 10 g/L
- Yeast Extract.............. 5S¢/l
- NaCl.........ooooiin 5¢g/lL
- Agar ..o 15 g/L

v" Distile H,O eklenerek 1 L’ye tamamlandi and ardindan 4-8 dakika

otoklavlandi.

> 2xYTBroth(L):

- Tryptone ................... 16 g
- Yeast Extract .............. 10g
- NaCl.......ooooiiiiin, S5¢g

v" Distile H,O eklenerek 1 L’ye tamamlandi and ardindan 4-8 dakika

otoklavlandi.

> 2xYT Asar (1 L) :

- Tryptone ................... 16 g

- Yeast Extract .............. 10g

- NaCl.......ooooiiiiinin, S5¢g

- Agar ..o, 15 g/L

v" Distile H,O eklenerek 1 L’ye tamamlandi and ardindan 4-8 dakika

otoklavlandai.
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<\

Antibivotikli LB S1vi ve Kat1 Besiverleri :

- Spc : 100 pg/ml (son konsantrasyon)

- Amp :100 pg/ml (son konsantrasyon)

Otoklavlanip sogutulduktan Sivi besiyerine belirtilen miktarda eklenmistir.
Otoklavlandiktan sonra 50 °C ‘ye kadar sogutulduktan Kat1 besiyerine belirtilen

miktarlarda eklenmis ardindan petri kablarina dokiilmiistiir.
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EK B : Tampon ve Cozeltilerin igerikleri ve Hazirlanmasi

> TE Tamponu (pH 7) :
- Tris base 10 mM
- EDTA 1 mM

v" HClile pH 7’ ye ayarlanir.

» RNaz (10 mg/ml) (10 ml) :
- 10 ml dH,O iginde 100 mg RNaz ¢oziiliir.
v 0.22 um filtre ile filtrelenir.

v 1 mI’lik alikotlar hazirlanarak -20°C’ta depolanir.

> Proteinaz K (20 mg/ml) ) (10 ml) :

- 10 ml dH,O ig¢inde 200 mg Proteinaz K ¢oziiliir.
v 0.22 um filtre ile filtrelenir.
v 1 mI’lik alikotlar hazirlanarak -20°C’ta depolanir.

> Lizozim (100 mg/ml) (10 ml) :

- 10 ml dH,0 iginde 1 gr Lizozim ¢oziiliir,
v' 0.22 um filtre ile filtrelenir.
v 1 mI’lik alikotlar hazirlanarak -20°C’ta depolanir.

» 5M NaCI (10 ml) :
- 50 ml dH,O0 iginde 14.62 gr NaCl ¢oziiliir.

v QOda sicakliginda saklanir.
> Fenol:Kloroform:izoamilalkol (25:24:1) (1 L):

- Fenol ... 500 ml
- Kloroform ..................... 480 ml
- Izoamilalkol................... 20 ml

- TRISOSM) oviiiiiiiinn, 20 ul
- EDTAOS5M) .coovviinnnnn.. 2.5 ul
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CTAB/NaCI (10 % CTAB/ 0.7 M NaCl) :
- 80 mL dH;O i¢inde 4.1 g NaCl ¢oziiliir.

- Ardindan 10 g CTAB (hexadecyl trimethyl ammonium bromide) eklenir
ve lyice calkalayarak ¢oziiliir. Yavag yavas 65°C ye isitilir.

- dH,O ile son hacim 100 mI’ye tamamlanir.

P1 Tamponu (pH 8) :

- Tris-base....ccccevveeevierieiiieieens 6.06 gr

- EDTA.2H20...cccoiiiiiiceene 3.72 gr

Dissolve Tris-base ve EDTA 800 ml dH.O i¢inde ¢oziiliir. HCl ile pH 8’e

ayarlanir . Son hacim dH,O ile 1 L’ye tamamlanir. Ardindan her 1 L P1 i¢ine 100
mg RNaz A eklenir.

P2 Tamponu :

- SDS ¢ozeltisi (20%)....cccereevennnnne. 50 ml
950 ml dH,O i¢inde NaOH ¢oziliir ve lizerine 50 ml SDS ¢dzeltisi eklenir.

P3 Buffer (pH 5.5) :

- Potasyum asetat .................. 294.5 gr
500 ml dH20 ig¢inde ¢6ziiliir ve pH 5.5 e ayarlandi.

Protein izolasyonu icin Liziz Tamponu:
- 50 mM NaH2PO4

- 300 mM NaCl

- 10 mM imidazol

NaOH ile pH 8.0 e ayarlandu.

Protein izolasyonu icin Yikama Tamponu (20 mM):
- 50 mM NaH2PO4

- 300 mM NaCl

- 20 mM imidazol

NaOH ile pH 8.0 e ayarlanda.
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Protein izolasyonu icin Yikama Tamponu (35 mM):
- 50 mM NaH2PO4

- 300 mM NaCl

- 35 mM imidazol

NaOH ile pH 8.0 e ayarlandu.

Protein izolasyonu icin Yikama Tamponu (50 mM):
- 50 mM NaH2PO4

- 300 mM NaCl

- 50 mM imidazol

NaOH ile pH 8.0 e ayarlandu.

Protein izolasyonu icin Eliisyon Tamponu:
- 50 mM NaH2PO4

- 300 mM NaCl

- 250 mM imidazole

NaOH ile pH 8.0 e ayarlandu.

SOxTAE(AL):

- Trisbase 2mol)..........cooviiiiiiinn.. 242 ¢
- Glasiyal asetik asit...............ccoeeennnn.. 57.1 ml
- EDTA o 100 ml (0.5 M, pH 8.0)

dH20 ile hacim 1L’ye tamamlandi ve HCl ile pH 8’e ayarland:.

IxTAE 1 L):
= 50X TAE oo 20 ml
- DiStile SU. it 980 ml

Yumusak Kati1 Besiveri (%]1) :

- I xTAE tampon.......ccccoecvvevvieencrieeniieennne 100 ml
Jel tablaya dokiilmeden once igerisine 1.5ul EtBr (son konsantrasyon: 0.5

pg/ml) eklendi.
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10X SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu:

- GhSIN... e 144 gr
- Trisbase...covviiiii i 30.3 gr
= SDS 20 gr

1.8 L ddH,0 igerisinde Tris base ve glisin birlikte ¢6ziildii. Uzerine SDS

eklenerek karistirildi. dH,O ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.

3x SDS-PAGE Yiikleme Boyasi (Laemmli loading dye): (30 ml)

- Trisbase (PH 6.8) .ccoueevveeiieiieieeeeeeee 0.135M 0.49 gr

= GHSETOL ..o 30% 9 ml

= DS 3% 09¢g

s DT T e 0.15M 4.5 ml(1M)
- Bromophenol blue ..........cccooovviiieiiiniiieeees 0.03 % (w/v) 3 mg
SDS-PAGE Boyama Cozeltisi:

- Coomassie Brilliant Blue R......................... 04 ¢
- Metanol (% 40) ..o 200 ml
- Glasiyal asetik asit (% 20) ........coovvviiinnnnn 200 ml

% 40 Metanol icerisinde Coomassie Brilliant Blue R ¢6ziildii ve ardindan

Glasiyal asetik asit eklendi.

SDS-PAGE Bova Giderme Cozeltisi :

- Metanol (%20) ....ccooveevceeeieeeeeeee 200 ml
- Asetik asit (%10) cooveeeiiieieee e 100 ml
- dH20 e 700 ml

700 ml ddH,O0 i¢ine 100 ml Glasiyal asetik asit eklendi.
200 ml metanol eklendi ve karistirildi.

Oda sicakliginda mavi kapakl sisede saklandi.

30% Akrilamid:Bisakrilamid Cozeltisi:

- Akrilamid......coooiiii 295 ¢
- Bisakrilamid..........cccooiiiiiiiee 05¢g
100 ml dH,O ¢6ziildii and 4°C’ta karanlik ortamda depoland.
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> 10% Amonyum Persiilfat (APS) :

- 5g APS dH,O i¢inde ¢6ziildii, 50 mL son hacme tamamlandi
(10% w/v son konsantrasyon)

- Alikot hazirlannip, -20°C’ta depoland:.

> SDS-PAGE Avirici (Separating) Jel Tamponu (15%) (5 ml) :

- L5SMTRIS-HCI (pH 8.8)...ceviviiiiinnn. 1.3ml
- 30% Acrylamide:Bisacrylamide................ 2.5ml
- 10% SDS o 50 wl
- T0% APS.. 50 wl
= TEMED.....cooiiiiii 4 ul
- dHyO 1.1 ml

- L5SMTRIS-HCI (pH 8.8)...ceviviiiiinnn. 1.3 ml
- 30% Acrylamide:Bisacrylamide................ 2 ml
- 10% SDS .o 50 wl
- T0% APS.. 50 wl
= TEMED.....cooiiiiiii 4 ul

- dH)O 1.6 ml

> SDS-PAGE Stacking Jel Tamponu (4 %) :

- IMTRIS-HCI (pH 6.8)....cevvieiiininnnn. 0.25 ml
- 30% Acrylamide:Bisacrylamide................ 0.33 ml
- 10% SDS .o 20 ul

- 10% APS.. 20 ul

= TEMED.....cooiiiiiii 2ul

- dH)O 1.4 ml

- Imidazol...........ooooiiiiii 5.84 gr
v" 1 ml dH,O i¢inde ¢6ziildii. NaOH ile pH 7.4 e ayarlandi.
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5x Hepes:Imidazol Tamponu (100 ml) :

- Imidazol. ... 1.46 gr
Dissolve in 100 ml dH,O. Adjust pH: 7.4 with NaOH.

6% Dogal Jel :

- 5x Hepes:Imidazol Tamponu (pH 7.4)......... 1 ml
- 30% Acrylamide:Bisacrylamide................ 1 ml
- T0% APS. . 50wl
= TEMED.....coiiiiii 4 ul
- dH)O 2.95 ml

Ix X
= KOl 50mM 250 mM
= MECliiii 5mM 25 mM
- EDTA . 0.lmM  0.5mM
- DTT o 1 mM 5 mM
- Glycerol (40%) ...coovviiniiiiiiiii, 40% 40%
- TRIS o 10 mM 50 mM
0.5 M Sodyum Fosfat Tamponu (PBS) :
- NaHPO4 (0.5M) o, 500 ml
- NapHPO4 (0.5M) oo, 332.5ml

v" Otoklavda 15 dk. Steril edildi.

1 % Lineer Poliakrilamid (LPA) Cozeltisi (5 ml) :

- TrissHCI(Ph 7.8) ceoviiiiiii, 40 mM
- Na-Asetat (Ph7.5) ..o, 20 mM
- EDTA .. 10 pl

- Akrilamid (Bis igermez) ............. 5% wlv
- 10%APS ... 1%

- TEMED ..o 0.1 %

- dHO e 5ml
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> ChIP icin Glisin Cozeltisi ChIP (1M) (100 ml) :

7.5 g Glisin 80 mL dH,O i¢inde vortekslenerek ¢oziildii.

Son hacim dH,O ile 100 ml’ye tamamland:.

> 1M IPTG Stok Cozeltisi (20 ml) :

4.766 g IPTG 10 mL dH,O i¢inde vortekslenerek ¢oziildii.

Son hacim dH,O ile 20 ml’ye tamamlandi.

> Xgal Stok Cozeltisi:

1 gr Xgal 25 ml Dimetilformamid i¢inde ¢oziildii.

v'0.22 um filtre ile filtrelendi.
v" 1 mL alikot hazirland1 ve -20°C’ta depolandi.

> Xgal-IPTG :

TP G 1.25 gr
Xgal oo 1 gr
Dimetilformamid .............ccoeiinnn.... 25 ml

v'0.22 um filtre ile filtrelendi.
v" 1 mL alikot hazirland1 ve -20°C’ta depolandi.

> Ampisilin (Amp) Stok Cozeltisi (100 mg/ml) :

5.0 g ampisilin dH,O i¢inde ¢oziildi,

Son hacim 50 mL’ye tamamland1.(100 mg/mL son
konsantrasyon)

0.22 pm filtre ile filtrelendi.

1 mL alikot hazirland1 ve -20°C’ta depolandi.

Bakteri kiiltiirleri i¢in LB s1v1 besiyerinde 100 pg/mL’ye

sulandirildi.

> 1.5 M TRIS-HCI:

18.2 g Tris base 80 ml dH,O i¢inde ¢oziildi ve pH to 8.8 ‘e ayarland:.

dH20 ile son hacim 100 mI’ye tamamlanda.
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1M TRIS-HCI :

- 12.1g Tris base 80 ml dH,O icinde ¢6ziildii ve pH 6.8 ‘e ayarlandi.

- dH20 ile son hacim 100 ml’ye tamamlandi.

EMSA icin Maleik Asit Tamponu EMSA (1L) :
- Maleik asit...........coooiieiiin. 0.1 M (11.607 gr)
- NaCl .o 0.5M (8.766 gr)

v' pH: 7.4°¢ ayarland:.

EMSA icin Deteksivon Tamponu :
- TRIS...ooi i, 0.1 M (12.14 gr)
- NaCl..ooooii 0.1 M (5.844 gr)

v" pH: 9.5 ’e ayarland:.

EMSA icin 10 x Bloklama Tamponu:

- Bloklama tamponu (Blocking reagent) 10% (w/v) Maleik asit
tamponunda sicak blok {izerinde (65 C) siirekli ¢alkalayarak veya
mikrodalga firinda ¢oziildii.

- Cozeltinin opak hale gelmesi saglandi.

- Steril hali bozulmadigi siirece 2-8 C’ta 4 hafta saklanabilir.

EMSA icin 1x Bloklama Tamponu:

- Maleik Asit Tamponu...................... 9 ml
- 10x Bloklama Tamponu..................... 1 ml

v" Her zaman taze hazirland.

EMSA icin Yikama Tamponu:
- Maleik Asit Tamponu...................... 200 ml

- 10x Bloklama Tamponu.................... 600 pul

v" Not: pH: 7.5’ ¢ ayarlanmas1 6nemlidir.
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> EMSA icin Yiikleme Tamponu :

- 0.25x Dogal Jel Tamponu......................
- Gliserol......ooviiiiiiii
- Bromophenol blue .........ccceeevvveeneneennnne.
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EK C : Enzimler ve Kimyasallar
Kimyasal ADI
Acrylamide

Agar

Agarose

Ammonium persulfate
Bis-acrylamide
Bromophenol blue
Coomassie Brilliant Blue R
CTAB

EDTA

Ethanol

Ethidium bromide
DTT

Glicial Acetic Acid
Glycerol

Glycine

HCl

Hepes

Imidazole

IPTG

KCl

Methanol
MgCI2.6H20

NaCl

NaOH

NaH2PO4
Phenol-chloroform-isoamylalcohol
SDS

TEMED

Tris-base

X-Gal

Yeast Extract

FiRMA
Merck

Sigma

Prona

Merck

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma
Riedel-de Haén
Sigma

Sigma
Riedel-de Haén
Merck

Merck

Merck
AppliChem
Merck
AppliChem
Carlo Erba
Riedel-de Haén
Carlo Erba
Merck

Carlo Erba
Merk

Fluka

Merck

Carlo Erba
Merck

Sigma

Acumedia
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Enzimler

BamHI

Ncol

EcoRI

Lysozyme

Proteinase K

RNAse A

Expand High Fidelity Enzyme
Pfu DNA Polymerase

T4 DNA Ligase
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Firma
Fermentas
Fermentas
Fermentas
AppliChem
Sigma
Sigma
Roche
Fermentas

Roche



EK D : DNA and Protein Markorleri

1. DNA MARKORLERI :
Lambda DNA/EcoRI Marker,1 Lambda DNA/HindIII Marker, 2
bp ng0.5pg % bp ng05pm %

— 21226° 2185 438
- 2‘5131' e 4T

9416 91 194
- f:-:n:a" 676 135
= 431" 450 90

= - 7421 765 153 =
7 B9 48

: —3 W
T — 2304 58 1210 ik
&2 — G543 582 116 E
g — 4878 503 104 B
- 3 -564 58 12
:
£ — 3530 364 73 B ~ % 13 03
= 5
Z #
G - -

05 pykang, 20 o lengh g, 0.5 podane, 8 cim lendih gel,

1X TAE buffer, 3 Wem, 18 h 1XTAE. 7Viom, 45 min

Lambda DNA/EcoRI+HindIII, 3 ®dx174 DNA/BsuRI (Haelll) Marker, 9
bp N5 pg % by ngf0.5 po %

— 21225* 218.8 438
5148 531 106
L 473 B2 103 B
468 M0 88 1353 1256 251
_ 350 364 7.3 {078 1004 200
& g2 810 162
= o
3 2 — 68 560 112
1
= 63 8 10 288 58
& — 1584 163 33 = 281 261 52
3 — 1375 142 28 3 e s o
@ 3 — 184 180 36
= _o47 98 18 L — 118 {110 22
= B L 7 72 BT 14
g 564 58 12 e
& =
0.5 pg/lane, 8 em length gel, 0.5 pg/ane, S cm length oel,
1X TAE, 7 Wem, 45 min 1XTEE, 5Viom, 1.5h

Sekil D.1 : Tez kapsaminda kullanilan DNA belirtecleri.
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phiX174 DNA/Hinfl Marker, 10 GeneRuler™ Ladder Mix
bp g5 %

bp ng/05pg %

— 3 300 &0
— 2 325 G5
— 180 350 7.0
= ihTE 10000 10.8 2.2
0. Sf8 25 8000 130 26
— 7 35 75 6000 162 3.2
5000 16.2 3.2
= — 3 3TF 75 3500 275 55
= = : 3000 69.0 13.8
= — 2 375 78 5500 18.0 3.6
5 — % 400 &0 2000 460 92
B — 15 75 45 1500 23.9 4.8
2 W oas o
= =G R jed a0 21 42
¥ 800 1838 3.8
. A
{— S I
= 2 200 200 40
= = 200 200 4.0
= £ 100 200 40
0.5pgflane, Bom lenath gel, 0.5pg/1ane,
1% TBE, &Wem, 1h 8cm length gel,

1X TAE, 7W/em, 45min

Sekil D.1 (Devam) : Tez kapsaminda kullanilan DNA belirtecleri.

1. PROTEIN BELIRTECLERI:

Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas)

MW, kDa Protein

—— 116.0 B—galactosidase
p— 66.2 Bovine serum albumin
— 45.0 Ovalbumin

— 35.0 Lactate dehydrogenase

— 25.0 REase Bsp98I

P 18.4 p—lactoglobulin
——

14.4 Lysozyme

12% Tris-glycine SDS-PAGE

Sekil D.2 : Tez kapsaminda kullanilan protein belirteci.
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EK E : yvfI DNA ve Y1l Protein Dizileri

wfl DNA dizisi:

>B. subtilis 168|BG12434|yvfI: 525 bp -
unknown; similar to transcriptional regulator (GntR family)

1 - atg aaa cag gga gaa ggc acg tat ctg aag
31 - gaa ttt gag ctc aat caa att tct cag ccg
61l - ctc tca gcc gcc ctt ctg atg aaa aaa gag
91 - gac gtc aag cag ctg ctc gag gtc aga aaa

121 - ctg ctt gaa atc ggc gtg gct tca cta gcg
151 - gct gaa aaa agg aca gaa gca gat ctc gaa
181 - aga att cag gat gca cta aag gaa atg ggc
211 - agc att gaa gcg gac ggg gag ctg gga gag
241 - aaa gca gac ttt gca ttt cat ctt gcg ctt
271 - gcg gac gct tct caa aat gaa ctt ctt aaa
301 - cac ttg atg aat cac gtg tca tca ttg ctg
331 - ctg gaa aca atg agg gaa acg agg aaa atc
361 - tgg ctg ttt tcc aag aag acc tcc gtt cag
391 - cgg ctg tat gag gag cac gaa cgg att tac
421 - aat gct gtg gct gcc ggg aac ggt gca cag
451 - gcg gaa gcc gcc atg ctg gcg cat ttg acg
481 - aat gtg gaa gat gtg ctt tcg gga tat ttc
511 - gag gaa aat gtg caa

Yv{l Protein dizisi:

>B. subtilis 168|BG12434|YvfI: 175 aa
unknown; similar to transcriptional regulator (GntR family)

1 - MKQGEGTYLK EFELNQISQP LSAALLMKKE DVKQLLEVRK LLEIGVASLA
51 - AEKRTEADLE RIQDALKEMG SIEADGELGE KADFAFHLAL ADASQNELLK
101 - HLMNHVSSLL LETMRETRKI WLEFSKKTSVQ RLYEEHERIY NAVAAGNGAQ

151

AEAAMLAHLT NVEDVLSGYFE EENVQ
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EK F : ChIP-DNA [yuxO (comAB, srfB)] Dizisi

1. yuxO geni :

>B. subtilis 168|BG10382|yuxO: 378 bp
unknown; similar to unknown proteins

1 - atg gat atg aag cac aca ttg ctt gaa gcg
31 - ctt ggt att gag att gtt gaa aac aca gcg
61 - gaa cga tgc gtt gcg gtc atg ccg gtg gat
91 - cat cgg acg gta cag ccg ttc gga tat ttg

121 - cat gga ggc gct tca gtg gcc ctg gcg gaa
151 - acc gcg gcg agg cca ggt gca cag aac ctg
181 - att gat cat aca acg caa gct tgt gtt ggt
211 - ttg gag att aac gcc aac cat tta aaa tct
241 - gta aag gaa gga acg gta aag gcg ata gcc
271 - gag ccc gtt cat ata ggc aga acg acg att
301 - gtc tat cat att cac ata tat gac gag caa
331 - gag agg ctg atc tgt ata tcc aga tgc acg
361 - ctg gct gtc atc aag aaa
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EK G : Laboratuvar Ekipmanlar1

Cizelge G.1 : Laboratuvar ekipmanlari.

Otoklav

Tuttnauer Systec Autoclave (2540 ml)

Nive OT 4060 Steam Sterilizer

Santrifdj

Microfuge 18, Beckman Coulter

AllegraTM25R Centrifuge, Beckman Coulter

Derin Dondurucu ve
Buzdolaplari

-80°C Heto Ultrafreeze 4410

-20°C Arcelik 2091t

+4°C Arcelik

Elektroforez Cihazlari

E — C mini cell primo EC320

Jel D6kiimantasyon
Sistemleri

UVI PHotoMW Version 99.05 for Windows

Buz makinesi

AF 10, Scotsman

inkiibatorler

Nive EN400

Nive EN500

Laminar Flow Kabini

Biolab Faster BH-EN2003

Magnetik Karistirici

AGE 10.0164, Velp Scientifica srl.

AGE 10.0162, Velp Scientifica srl.

Microplate reader

Model 3559 UV Microplate, Bio-Rad

Mikropipetler

Eppendorf AG, 1000ul, 200ul, 100ul, 20ul,
1ul,

Gilson pipetteman 10 pl, 20pl,200pl, 1000,

Volumate Mettler Toledo 10ul, 20ul, 200ul,
1000yl

Orbital Karistiricilar

Shell lab 1575R-2E

Thermo Electron
Corporation

B. Braun Biotech Internationnal GmbH

Gicg Kaynagi

Bio-Rad

pH metre

Mettler Toledo MP220

Polyacrylamide Gel
Electrophoresis Cihazi

Bio-Rad

Gicg Kaynagi

Bio-Rad

Saf Su Sistemleri

USF Elga UHQ-PS-MK3, Elga Labwater

SDS-PAGE Cihazi

Bio-Rad

Spectrofotometre e PerkinElmer Lambda25 UV/VIS Spectrometer
Thermomixer e Eppendorf thermomixer comfort (1.5 ml)
Transillumunator e Biorad UV transilluminator 2000

Vorteks e Heidolph Raax top

Su banyosu e Memmert wb-22
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