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OZET
Yiksek Lisans Tezi

KEMIKLI BALIKLARDA RNA'YA BAGLANAN LARP6 PROTEINLERININ
N-TERMINAL ALANININ KARAKTERIZASYONU

Hatice KULKOYLUOGLU
Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu

Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Arif GONULOL

Ikinci Danisman: Asst. Prof. Dr. Karen Adell LEWIS

Balik ve insan proteinleri yap1 ve fonksiyon bakimindan olduk¢a benzer 6zellikler
gostermektedir. Bu nedenle insan proteinlerinin kullanilmadigi biyokimyasal ve
molekiiler calismalarda baliklar kullanilabilmektedir. TuUm La-iliskili proteinler
(LARP'lar), iki bagimsiz olarak katlanan alandan olusan "La Modil" olarak
adlandirilan korunmus bir RNA baglanma alanim paylasir. La Modiil, La motif
(LaMot) ve RNA Tanima Motifi (RRM) alanlarindan olusur. Her bir LARP alt ailesi
ek protein domaini (alan1) ve RNA ligand 6zellikleriyle ayirt edilir. Ornegin, LARP6
alt familyasi, fonksiyonu bilinmeyen LaM ve S1 Iliskili Motif (LSA motifi) olarak
adlandirilan korunmus bir C-terminal motifi ile karakterize edilir. LARP6 alt
familyasinin  biyolojik islevi henliz tanimlanmamistir. Bununla birlikte, La
Modiiliiniin disindaki LARP6 alanlarinin tam uzunluktaki protein yapisinin RNA
baglanma aktivitesine katkida bulunup bulunmadigr veya modiile edip etmedigi
belirsiz kalmistir. Bu belirsizligin anlasilmasina katkida bulunmak igin {i¢ tiirden
(memeli Homo sapiens ve iki kemikli balik, Xiphophorus maculatus ve Danio rerio)
N-terminal domain-LaModiil LARP6 proteinlerinin yapisini ortaya ¢ikartmak igin
klonlama islemi sonrasi saflastirma basamaklar1 uygulanmistir. N-terminal alaninin
(insan LARP6 numaralandirma semasindaki 1-70 amino asitleri), RNA baglanma
aktivitesini modiille eden kararli bir NTD-La Modil ¢oklu domain yapisini
olusturmak i¢in La Modul (LaMod, 70-300 amino asitleri) ile etkilestigi hipotezi



varsayilmistir. Bu hipotez dogruysa, LARP6 i¢inde molekiiller arasi1 etkilesimin ilk
gosterimini temsil edecektir. Bu sonug, hiicreler i¢indeki LARP6'nin N-terminal
domain La Modiil yapisi ve iglevi i¢in yeni bir model olusturacaktir.

Calismamizin sonuglarina gore (i) N-terminal domain ve LaModiil’iin RNA’ya
kararli bir bigimde baglandigr goriilmiistiir, (i) bu baglanma sirasinda baliklarin
insan proteinlerine gore daha kararli bir yap1 ve fonksiyon gosterdigi bulunmustur ve
(iii) balik proteinlerinin gergekten insan proteinleri yerine deneysel amaclarla

kullanilabildigi desteklenmistir.

Ekim 2018, 69 sayfa

Anahtar Kelimeler: Xiphophorus maculatus, Danio rerio, LARP6, Klonlama, Protein
Saflastirma, LaModiil, RNA Baglanma Aktivitesi



ABSTRACT
Master’s Thesis
CHARACTERIZATION OF THE N-TERMINAL DOMAIN OF THE RNA-
BINDING LARP6 PROTEINS FROM TELEOST FISH

Hatice KULKOYLUOGLU

Ondokuz Mayis University
Institute of Science
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Arif GONULOL

Co-Supervisor: Asst. Prof. Dr. Karen Adell LEWIS

Fish and human proteins are very similar in structure and function. For this reason,
fish can be used in biochemical and molecular studies where human proteins are not
used. All La-related proteins (LARPS) share a conserved RNA binding domain called
the "La Module” consisting of two independently folded domains. La Module
contains La motif (LaMot) and RNA Recognition Motif (RRM) domains. Each
LARP subfamily is distinguished by additional protein domain and RNA ligand
properties. For example, the LARP6 subfamily is characterized by a conserved C-
terminal motif, termed the "LSA motif", whose function is unknown. The biological
function of the LARP6 subfamily has not yet been identified. However, it remains
unclear whether the full-length protein structure of the LARP6 domains outside the
La module contributes to or modulates RNA binding activity. In order to contribute
to the understanding of this ambiguity purification steps were carried out after
cloning to reveal the structure of the N-terminal domain-LaModule LARP6 proteins
from three species (mammalian Homo sapiens and two bony fish, Xiphophorus
maculatus and Danio rerio). We assume the hypothesis that the N-terminal domain
(1-70 amino acids in the human LARP6 numbering scheme) interacts with the La
Modulus ("LaMod", amino acids 70-300) to generate a stable NTD-LaModule
multiple domain structure modulating RNA binding activity. If this hypothesis is
true, it will represent the first demonstration of intermolecular interaction in LARPG.
This result will be a new model for the N-terminal domain LaModule structure and
function of LARPG in cells.



According to the results of our study, (i) the N-terminal domain and LaModule
were found to bind to RNA in a stable manner, (ii) fish were found to have a more
stable structure and function than human proteins during this binding, and (iii) it was
supported that fish proteins could be used for experimental purposes instead of

human proteins.

October 2018, 69 pages

Key Words: Xiphophorus maculatus, Danio rerio, LARP6, Cloning, Protein
Purification, LaModule, RNA Binding Activity
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1. GIRIS

Baliklar evrimsel siiregte memelilere gbre cok daha eski bir zaman diliminde
olusmuslardir. Ancak bu siiregte aralarinda benzer birgok genetik ve morfolojik
yapiy1 da hala tagimaktadirlar. Kemikli baliklar neredeyse diinyanin her yerindeki
sucul habitatlarda bulunmaktadir ve baliklara ait cesitlilik, genomik adaptasyon,
tiirlesme, morfolojik ve fizyolojik degisim ve davranig cesitliligi arastirmalarinda
oldukca 6nemli avantajlar sunmaktadir. Bu benzerlik nedeniyle genetik modelleme
caligmalarinda balik proteinlerinin kullanilmasi oldukga yararli sonuglar vermektedir.
DNA' nin kesfiyle birlikte DNA' da var olan genetik bilgi transkripsiyon adi verilen
islem ile RNA'ya donlismekte ve olusan RNA'daki bu bilgi ise translasyon islemi ad1
verilen hiicre igersindeki fonksiyon ile birlikte protein yapilari olusmaktadir. DNA ve
RNA molekiil yapilari, hiicre i¢in hangi protein yapisinin olusmasini saglayacak
genetik bilgiyi tasimaktadir. Proteinler aminoasit olarak adlandirilan yapi taglarinin
yanyana peptid bagi olusturarak bir araya geldigi yapilardan olusmaktadir. Protein
yapt ve fonksiyonu da bu olusumun meydana getirdigi {i¢ boyutlu yap1 tarafindan
belirlenmektedir. Proteinler daha sonra olusturduklari bu yap1 sayesinde birbirleriyle
veya hiicre igersindeki diger makromolekiiller ile etkilesime girerek hiicre igersindeki
fonksiyonlarii gergeklestimektedirler.

Lupus antijen (La) proteinleri ilk olarak otoimmun hastalarda antikorlarin
hedef alarak baglandig1 protein yapilar1 olarak tanimlanmistir ve daha sonra yapilan
caligmalarda bu proteinlerin Okaryotik hiicrelerde yaygin bir sekilde var oldugu
ortaya ¢ikmistir (Maraia vd. 2017). Bu konuda yapilan ¢alismalar La proteinlerinin
hiicre igersinde degisik yap1 ve fonksiyonlara sahip oldugunu ortaya ¢ikartmistir. Bu
nedenle La iligkili proteinler kisaca LARP olarak adlandirilmigs ve temel olarak
cesitliligi LARP1, LARP4, LARP6 ve LARP7 olarak simiflara ayrilmistir.
Baslangicta LARP2, LARP3 ve LARPS bu siniflandirmada yer alirken daha sonra
yapilan ¢alismalar aslinda bu yapilarin sirastyla LARP1D, asil (genuine) La yapis1 ve
LARP4b oldugu kabul edilmistir. Tim LARP proteinlerinin ortak 6zelligi
yapilarinda La Modil (LaMod) domain yapilarini igerirler ki bu yapi1 da La Motif
(LaMot) yapist ve RNA Tanima Motifi (RRM) yapilarinin kisa bir baglanti uzantisi
ile bir araya gelerek olusturdugu aminoasit dizilimlerinden olusan oldukca benzer

yapilar1 tagirlar.



Insan LARP6 LaMot ve RRM'nin molekiiler yapilari, NMR spektroskopisi ile
¢ozlilmis ve RRM'nin ayrmtili bir sekilde tanimlanmistir. La-iligkili protein stper
ailesi okaryotlarda gen ekspresyonunu transkripsiyon sonrasi regiile etmek i¢in ¢esitli
RNA ligandlaria baglanir. Balik proteinlerinden elde edilmis birgok protein yapisi
bilinmektedir. Balik proteinlerinin insan proteinlerine yapi ve fonksiyon olarak
benzerligi bulundugu i¢in insan proteinlerinin kullanilmadigi durumlarda baliklar
tizerindeki deneyler kolaylikla yapilabilir. Balik LARP6 proteinlerinin proteolitik
olarak direngli yapilari, daha 6nce tanimlanan La Modiilleri kapsadigi gibi, tiim N-
Terminal Alanim1 (NTD) da kapsamistir. Bulunan bu sonug, tez dnerisinin temelini
Olusturmaktadir. LARP6 proteinin, protein sentezinde transkripsiyonun son
asamasinda dlzenleyici (regulator) rolii bulunmaktadir. Bununla birlikte, LARP6
aktivitesinin kontrol edildigi mekanizmalar bilinmemektedir.

Bu ¢alismanin amact NTD-LaMod yapisinin RNA baglanma aktivitesinde nasil
bir rol oynadigini ve bu iki yapinin birbirini nasil etkiledigini ortaya ¢ikarmaktir. Bu
amaca uygun olmak tzere g tirden, memeli (Homo sapiens Linnaeus, 1758) ve iki
kemikli balik, plati baligi [Xiphophorus maculatus (Glinther, 1866)] ve zebra baligi
[Danio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822)] NTD-LaMod LARPG6 proteinleri
rekombinant olarak eksprese edilmis ve Escherichia coli T. Escherich, 1885°den
saflagtinnlmistir. LARPG' ya ait dnceki caligmalar tam uzunluktaki protein yapisini
anlamaya ve RNA'ya baglanma aktivitesini ortaya ¢ikarmak iizerine yogunlagmistir.
NTD-LaModil kisimlarina ait detayli bir ¢galisma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismamin temel hipotezi LARP6 proteinin RNA baglanma aktivitesinin
NTD tarafindan diizenlendigi temeline dayanmaktadir. Bu hipotezi test etmek i¢in,
rekombinant yontemlerle eksprese edilmis sadece NTD ve LaMod igeren insan ve
balik LARP6 proteinlerinin yeni formlarma ihtiya¢ duyulmustur. Bu islem
uygulanirken insan, X. maculatus ve D. rerio LARP6 proteinleri kullanilmistir. Bu
protein yapisinin kararli bir yap1 oldugu ortaya ¢ikarabilmek adina saflastirma islemi
yapilmis ve elde edilen protein yapilarina sinirlt protealiz (limited protealysis) islemi
yontemiyle proteinlerin kararli yapisi dogrulanmaya c¢alisilmistir. Son olarak
saflagtirilan ~ NTD-LaMod  proteinlerinin =~ RNA  baglanma  aktivitelerini
degerlendirmek amaciyla daha onceki calismalarda belirlenen (Castro vd, 2017)
insan LARP6 i¢in tanimlanan RNA ligand1 olan kolajen tip I mRNA ligand yapis1
kullanmilmistir. Bu ¢alismayla saflagtirrlan NTD-LaMod protein yapilarinin

biyokimyasal karakterizasyonu LARP6 proteinlerinde yapilan tam-uzunluk (full-
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length) calismasiyla karsilastirma yapilabilecek ve LARP6 proteinlerinde var olan
domain yapilarinin kararliliklarini ortaya g¢ikmasina yardim edecek bir g¢alisma
olacaktir.

Bu calismanin amaglarindan birisi de NTD’ nin varligi ile LARP6 proteinin
kollajen Tip I mRNA SL yapisina baglanabilme kabiliyeti arasindaki iliskinin olup
olmadigini ortaya cikartmaktir. Eger bu domainler arasi bir etkilesim var ise bu

calisma bu alanda yapilmis bir model olma yoniinde yapilmis ilk ¢alisma olacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Balhiklar Genetik Model Sistemleri Olarak Olduk¢a Kullanishdirlar

Kemikli baliklar neredeyse diinyanin her yerindeki sucul habitatlarda bulunmaktadir
ve baliklara ait cesitlilik, genomik adaptasyon, tiirlesme, morfolojik ve fizyolojik
degisim ve davranig cesitliligi arastirmalarinda olduk¢a Onemli avantajlar
sunmaktadir. Kemikli baliklarda en yaygimn tiir teleost baliklardir ve bu baliklar
taksonomik siradaki biyogesitliligi, gen regulasyonu, morfolojik evrimi iizerine
yapilan caligmalarda oldukga 6zgilin avantajlar sunarken ayn1 zamanda bu ¢alismalar
diger balik sistemleri iizerine de uygulanabilir avantajlar1 beraberinde getirmektedir
(Nelson, 2006). Brasch vd (2015) baliklar tzerine yaptiklari ¢alismada zebra baligi
(D.rerio) ve medaka baligi [Oryzias latipes (Temminck ve Schlegel, 1846)]
se¢melerinin nedenini, kii¢iik genom biiyiikligii, hizli bir sekilde genomik veriye
ulasabilmeleri ve diisiik maliyet olarak aciklamislardir. Bunun yanisira baliklara ait
poliploid yap1 ve tekrarlayan elementler balik iizerine yapilan c¢aligmalarda
dezavantaj olmustur. Bazi baliklar 6rnegin plati baliklar1 (X. maculatus) ve medaka
baliklar1 (O. latipes) gibi poliploid genomlara sahip olurken, bazilar1 ise degildir.
Genellikle, genis bir evrimsel siire¢ ve ¢esitlilige sahip olan ve omurgali olarak
bilinen kemikli baliklar biyomedikal genetik model organizma olarak

kullanilmaktadir.

Zebra balig1 tizerine ¢alismalarda bulunan Spence vd (2008) bu balik hakkinda
su glincel genel bilgileri vermektedir: Zebra balig1 genetik, norofizyoloji ve biyotip
alanlarinda kullanilan 6nemli bir model organizmadir. Dogal ekolojik ve davranis
Ozellikleri hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Hindistanda az akintili, s1g i¢ sulara
0zgi bir baliktir. Cogunlukla piring tarimi ile baglantili, s1§ géletlerde ve duragan
sucul habitatlarda goriiliirler. Bulunduklar1 yerde en bol balik tiirii arasinda
bulunurlar. Baligin bagirsak igerigi analizlerinden fitoplankton, filamentli algler ve
vaskiiler bitki materyali, sporlar ve omurgasiz yumurtalari, aliivit, kum, ¢amur olmak

tizere, zooplankton ve boceklerle beslendikleri anlagilmaktadir (Spence vd, 2008).

Zebra balig1 ¢cok sayida lireme potansiyeli olan bir baliktir. Zebra baliklariin
gelisimsel ve fizyolojik ¢alismalarda kullanimi yaklagik 1930’lu yillara denk gelir.
Bu alanda ilk ¢alismalar1 Oppenheimer (1936) yapmustir. Bunu takiben, bu balikla

ilgili olarak kisa siirede ¢ok fazla yeni nesil balik elde edilebilinir bilgisi ile beraber



yola ¢ikan Streisinger vd (1981) ilk kez bu balig1 genetik ¢alismalarda kulllanmistir.
Bu aragtirmacilar, genetik olarak aktif olmayan spermler elde ederek, homozigot

suglar1 {iiretebilmenin yolunu gelistirmislerdir (Vascotto vd, 1997; Rinkwitz vd,
2011).

Bu alanda diger bir kullanilan model balik ise plati baliklaridir. Bunlar
Ozellikle melanom kanser c¢alismalarinda kullanilmaktadir. Bu aile grubundaki
bireyler caprazlama yapilarak elde edilen nesil yogun pigmentli yavrular kanser

belirtisi gostermistir (Braasch vd, 2015).

Rodriguez’e (1997) gore Xiphophorus cinsi Atlantik okyanusu kiyilarindan
Meksika’ nin kuzeyinden Honduras’ a uzanan bir dagilim gostermektedir. Genel

anlamda Orta Amerika kiyilarina 6zgii bir baliktir.

Zebra ve plati baliklar1 genomik seviyede referans model olarak kullanilabilir,
tanimlanabilir ve kullanilabilir embriyolojik gelisim basamaklarina sahip ayn
zamanda transgenik ve genom ayarlama 6zlligine sahip olarak tanimlamistir (Schartl,

2014).

2.2. Balik Proteinleri Yapisal Biyolojik Sistemlerde Olduk¢a Kullanishdir

Baliklar hem protein hemde genetik seviyedeki ¢aligmalarda model sistemler olarak
kullanilabilir. ~ Uluslararas1 ~ veri  bankasinda  (www.rcsb.org/pdb),  balik
proteinlerinden elde edilmis yaklasik 300 protein yapist verisi bulunmaktadir. Balik
proteinlerinin insan proteinlerine yap1 ve fonksiyon olarak benzerligi bulundugu i¢in
insan proteinlerinin  kullanilmadigr durumlarda baliklar {izerindeki deneyler
kolaylikla yapilabilir. Laboratuar ortaminda yapilacak balik proteinleri iizerindeki
caligmalar ise genetik modellerin ¢ikartilmasinda 6nemli katkilarda bulunur. Biyoljik
bilgi DNA’dan RNA’ya daha sonra proteine aktarilir. Buna da biyolojide
“biyolojinin temel dogmatik yaklagimi” denir. Proteinler biyolojinin c¢alisma
alanlarindan bir tanesidir. Bir insan hiicresinde yaklasik 18.000 farkli ¢esit protein
molekiilii vardir (Bahar vd, 2017). Protein linear bir sekanstir (Sekil 2.1) ve
monomer olarak adlandirilan yapilarin tekrarli bir sekilde yan yana gelerek
olusturdugu polimer bir molekiildiir. Monomerler azot ve karbonil karbonlar arasinda
olan kimyasal baglar aracilig1 ile birbirlerine baglanirlar ve buna peptid baglar1 denir.

Bu nedenle bu molekdllere polipeptid denir.
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Sekil 2.1. Proteinin 4 farkli yapist (NHGRI, 2018).

Proteinlerin temel birimine aminoasit ya da diger bir deyisle “rezidu” denir.
Bilinen 20 adet farkli aminoasit vardir. Bir protein molekiilii aminoasitlerin
birbirleriyle olusturduklar1 kovalent baglar sonucu ortaya ¢ikarlar. Ik protein yapisi
calismalar1, X-ray Kristolografi ve NMR spektroskopisi kullanilarak miyoglobin
Uzerine yapilan ¢aligmalardir (Kendrew vd, 1958). Proteinleri olusturan aminoasitler
bir adet amino grup (-NH>), diger yaninda bir karbosilik asit (-COOH) grup igerir ve
bu nedenle aminoasit bir ucu asidik (-) ve bir ucu bazik (+) olarak yuklidir. Amino
grup ve karboksil grubu arasinda karbon bagi vardir. Bu iigliniin olusturdugu yap:
proteinin asil zinciri ya da omurgasi olarak adlandirilir. Karbon (Ca) 20 aminoasidin
her birinin sahip oldugu kendine 6zgii ayirt edilebilir yan zincire baghdir ve 20 ¢esit
aminoasit i¢in herbiri farkli yan zincire sahiptir. Her bir aminoasit bu nedenle farkli
kimyasal yapiya sahiptir. Proteinler bu aminoasitlerin yan yana gelerek dizilimleri ile
olusturduklart yap1 kaynakli farkli yapr ve fonksiyonlara sahiptirler. Bunlara 6rnek
olarak; bazi proteinler oksijen tasimada gorev yapar, bazilari enerji depolar ve
enerjiyi aktarirlar, bazi proteinler ise iyonlarin veya tasinacak molekiillerin
membrandan gegislerinde gorev alirlar (Bahar vd, 2017). Baz1 proteinler ise yapilar
arasindaki kollajen ve keratin yapisini olusturur. Diger bazilar1 ise DNA ve RNA’nin
onarilmasinda islev goriir. Bu 6rneklerden de goriildiigii gibi canli organizma i¢inde
proteinlerin bir¢ok gorev {listlendigi ve isleve katildigi yapilan c¢alismalar ile

gosterilmistir (Bahar vd, 2017).



2.3. Lupus Antijen Tliskili Proteinler (LARP) RNA Baglayic1 Proteinlerdir

Proteinler kompleks yapilar olusturmak ftizere diger molekiiller ile etkilesime
girebilir. Baz1 proteinler enerji kullanirlar, bazilar1 15181 enerjiye dontistiirebilir, diger
bazilar1 ise enerji kaynagi olarak kimyasal islemlere katilir, oksijen tagirlar, enerjiyi
depo ederler, bazilar1 ise iyon kanallar1 gorevi yapar, bazilar1 da yapisal unsurlar
olusturur, bazilart DNA ve RNA y1 onarma gdrevi iistlenmistir, bazilari ise digsaridan

hiicre i¢gine giren yabanci maddelere kars1 savunma gorevi goriirler (Bahar vd, 2017).

Bu alanda yapilan ¢aligmalarda RNA’nin asil amacin ya mRNA olusumunda
sablon olarak gorev yaptigini ya bir adaptor oldugu, ya da tRNA ve rRNA tarafindan
desteklenen ve protein sentezi sirasinda gorev yapan bir yapt oldugu
diistiniilmekteydi. Oysa ki RNA hiicrede bircok alanda kullanilan bir molekuldir;
hiicre igersinde diizenleyici fonksiyonu vardir, bazen RNA dizilim motiflerini
tantyan bir rehber gibi veya hedef RNA’ larinda bulunan taniyict RNA elementleri
gibi hareket eder ya da omurga destek yapisi gibi islevsel rol oynar veya proteinlerin
yeniden bir platformda toplanmasini saglar (Gerstberger vd, 2014). Proteinlerin
gegici veya stabil olarak RNA'lar ile etkilesime girmesi, RNA diizenleyici siireclerin
diseksiyonu i¢in bir 6n kosuldur (Gerstberger vd, 2014). RNA baglanma proteinleri
hakkinda birgok bilgiye sahip olsak da, yanit bekleyen birgok soru oldugu da bir
gercektir. Gerstberger vd (2014) proteinlerin biyokimyasal yapist ve fonksiyonunun
birbiriyle uyum igerisinde olmasi gerektigini belirtmistir. Sekil 2. 2 de insanin da
dahil oldugu 11 tiire ait RNA baglanma proteinleri (RBP) ailelerine ait sayilar
goOsterilmistir.

fnsan \ | 1111
Makak Y 1,007
Fare 1 1,103

Sican | 1,000
DI L — 1035
Zebrabahs I T 1067

Tavuk I 067
Zebra sercesi (NN 067
Meyve sinegi I I 03
C elegars I [ ] 788
S cerevisine I I ] 551

Sekil 2.2. Toplam 11 tiire ait RBP ailelerinin sayisi (Gerstberger vd, 2014).



Protein-RNA kompleks yapilarini anlamaya ¢alisirken en 6nemli nokta spesifik
RNA baglanma domain bolgelerini ve aminoasit sekans dizilerini tahmin
edebilmektir. Elde edilecek dogru bulgular RNA baglanma domaini igeren
proteinlerinin hiicre icerisindeki gorevini de dogru bir sekilde agiklayacaktir
(Auweter vd, 2006). Proteinin sahip oldugu herbir domain kendine ait 6zgullik
(spesifisite) ve ilgi (afinite) 6zelligine sahip baglanma alanlarina sahiptir ve buna

uygun bag (ligand) ile baglant1 kurar.

Benzer olarak RNA ligand yapisi ve sekansi onem tasir. Farkli RNAlar ile
proteinler arasindaki iliskiyi saglayabilen birgok yapisal ve sekans dizisine sahip
motifler vardir (Bandziulis vd, 1989). RNA, yapis1 daha az kararli ve buna gore
DNA’dan daha fazla dinamik (hareketli) bir yapidadir. Bu nedenle protein
motiflerinin RNA ya baglanmast DNA ya baglanmasindan daha kompleks bir
olusum sergiler (Blackburn vd, 2006).

2.4. RNA Baglanma Proteinlerinin Molekiler Mekanizmasi

Domainler farkli veya 6zel RNA’lara baglanabilir ve onlarla 6zelliklerini ve
egilimlerini diizenleyerek reaksiyona girebilirler. Bu olusumlar genis RNA baglanma
yiizeyini kullanarak meydana gelebilirler. Bu genis yiizey alani, genellikle ikincil
yaptya yakin olarak uzama veya kivrim (loop) yapilarinin diizenlenmesiyle
protein/RNA iligkisinde olabilirler. Bu sirada baglanma bdlgelerinin bir araya
gelmesi ligandlar ile olan iliskiyi arttirabilir. Bu da hem baglanma egilimini ve hem

de 6zel olma durumunu arttirabilir (Maris vd, 2005).

Tek baglanma domainlerine karsilik ¢coklu RNA protein baglanma domainleri
yiiksek RNA 6zgiilliigii gosterirler. Biraraya gelmis domain yapilar1 alan yiizeylerini
arttirir ve potansiyel olarak daha 6zel etkilesimler olusturur. Bu da porteinlerin daha
uzun ligand bolgelerini tanimalarini saglar. Ek olarak, protein domainleri arasindaki
oryantasyon baglanma aktivitesini arttirarak domainler arasindaki esneklik
(fleksibilite) ve hareketlilik domainler arasi baglantilar tarafindan saglanir. Bu
baglantilar (veya baglanma noktalar1) ya sert (saglam) yapida (ki bu durumda domain
0zel bir konumda kalir), veya degisken yapidadir (ki bu da ylizey alanin1 degistiren
dinamik durumdaki domainlerin baglantilarina izin verir). RNA baglayic1 domain bir

RNA ligandina baglandiginda, 6zel baglayicilar (domainler arasindaki) diger



domainleri ligandin yakinina getirirler. Bu durumda ikinci domain baglantisi igin

gerekli olan enerji ihtiyacini azaltir (Shamoo vd, 1994).

2.5. La-Iliskili Proteinler (LARP) Ailesi

Bayfield vd. (2010) gore La proteini ilk olarak bir otoimmiin hastalig1 olan sistemik
lupus eritamatozus hastaligindan sikayet eden insanlarda otoantijen olarak tespit
edilmistir. Bu ilk hastanin adi Sjogren olmasi nedeniyle bu hastaliga Sjogren’s

Sendromu Antijen B (SS-B) denilmektedir.

Bu durumda kendisi de bir otoantijen olan La iliskili proteinler (LARPs), diger
otoantijenleri etkisiz kilip, viicudun kendini savunmasini engellemektedir. Ancak,
bunun neden oldugu heniiz acik olarak bilinmemektedir. La ilk olarak otoimmiin
hastalardaki antikorlar tarafindan hedeflenen riboniikleik protein yapilarinin bir
polipeptit bileseni olarak tanimlanmistir. La’nin ayn1 zamanda Okaryot hiicrelerde

var olan bir protein oldugu bilinmektedir (Maraia vd, 2017).

Bu konuda yapilan bazi onciil ¢alismalara gére La proteini esas olarak
¢ekirdekte bulunmustur ve burada 3’ iridilat-hidroksil (3" UUU-OH) motifi ucunu
taniy1p ona baglanma egiliminde bulunur (Stefano, 1984; Wolin ve Cedervall, 2002).
Bu motif RNA polimeraz I11 (RNA pol I11) transkripsiyonunu sonlandiran 6nemli bir

belirte¢ oldugu i¢in La proteini her RNA pol III birincil transkriptine baglanabilir.

Bousquet-Antonelli ve Deragon (2009) calismalarinda belirttikleri gibi La
proteinlerinin simdiye kadar bilinen en iyl gorevini, transkriptin dogasma bagh
olarak 3'-ucun bozulmasini engellemektedir. La proteinleri ayni zamanda RNA
aktivitelerinde bir yardimci rol de iistlenmektedir (Belisova vd, 2005) veya belirli
pre-tRNA’larin dogru katlanmasini destekler (Chakshusmathi vd, 2003). Bununla
birlikte, La proteinlerinin pre-tRNA’lar gibi kodlanmamis yeni sentezlenmis
RNA’larin kalite-kontrol mekanizmalarinda 6nemli rol oynadigi da bilinmektedir
(Copela vd, 2006). Okaryot organizmalar arasinda, La Motif ve RNA’y1 taniyan
motif (RRM1) domainlerinden olusan NH»-terminal bolgesi (NTD) iyi korunmus bir
yapiya sahiptir. Ayrica, La proteinlerinin yapisal olarak ayirt edici bir 6zellige sahip
oldugu da bilinmektedir.



La modil hemen hemen butin 6karyot organizmalarda bulunur ve La modil
proteinleri genis bir fonksiyona sahiptir (Maraia vd, 2017). La modul yapist ile diger
motifler birlikte La iliskili proteinler 7, 6, 4 ve 1 yapisin1 olustumaktadirlar (Sekil

2.3) ve bu yapilarin herbiri kendilerine ait 6zellesmis fonksiyonlara sahiptirler.

La iligkili protein ailesi (LARPs)

’ \\
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/ \ \ “
/- | \ \ .
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Sekil 2.3. La iligkili protein ailesi.

Genel olarak La modul proteinin merkezinde bulunur. Her bir alt aileye 6zel
olan La moddl yapisi gesitli N-u¢ domainleri (NTD) ve C-u¢ domainleri (CTD) tasir
(Sekil 2.4).

5' La motif RRM 3
NTD (1D

La Module

Sekil 2.4. Genel LARP protein modeli.
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La ve LARP proteinlerinde yapilan bilimsel ¢aligmalar bu yapilarin tek olarak
ya da diger yapilarla birlikte nasil bir fonksiyona sahip oldugunu ortaya ¢ikarmaya
baslamistir. La ile ilgili proteinler belli bir RNA hedefine dogru 6zel bir fonksiyon
gosterir. Ornegin, LARP7 iiyeleri kiigiik ¢cekirdek RNAlar ile birlikte fonksiyonlarini
gerceklestirirler (snRNAs) (Krueger vd, 2008; Muniz vd, 2013). Buna karsin diger
LARP 6 mRNA’da bulunan kararli bir yapiya sahip asil kivrim (stem-loop veya SL)
yapisini hedef alir ve kollojen I ve kollojen III translasyon igsleminin diizenlenmesini
saglar. LARP4 yapilari, mRNA hedef bdlgelerinin kararlilik ve translasyon

islemlerine yonelik ¢caligmalari vardir.

La proteinleri neredeyse tum Okaryotlarda bulunan, RNA metabolizmasinda
oldukca 6nemli bir fonksiyona sahiptirler. Bu La proteinlerinin neden otoantijenler
gibi hedef olduklar1 halen agiklanamamistir (Bayfield, 2009). La proteinleri (LARP3
olarak da adlandirilir) {izerine yapilan bir¢ok ¢alisma gostermistir ki; LARP3 ve
LARP7 proteinleri RNA’larin sonlarinda bulunan iiridilat (UUU) sekansina bir arada
oldugu bolgeye baglanmay1 tercih eder ki bu yap1 tiim RNA pol III yapilarinin en
sonunda bulunmaktadir (Bayfield, 2009). Bousquet-Antonelli ve Deragon’a (2009)
gore La proteinin en 6nemli gorevi transkript islemi sirasinda 3' egzoniikleolitik
bozulmalara kars1t RNA’y1 korumaktir. La proteininin baglanmasi aynm1 zamanda
RNA fonksiyonlarinin diizenli devam etmesini de saglar. La protein ayn1 zamanda
pre-tRNA’larin dogru kivrilmalarmi saglar, snRNA’larda iiridinniikleotidinin bir
araya gelmesini saglayarak fonksiyonel riboniikleik protein yapisinin olusmasi
rolityle de RNA ya yardimci roliinii de istlenir. Boylece, La proteinleri (LARP3)
yeni sentezlenmis pre-tRNA’larin kalite kontrol mekanizmalarinda gorev yapar

(Bousquet-Antonelli ve Deragon, 2009).

Evrimsel olarak korunmus La iligkili protein ailesi; asil La (genuine
La/LARP3), yukarida tanimlandigi gibi ve LARP1, LARP1b, LARP4, LARP4b,
LARP6 ve LARP7 altailelerinden olusmaktadir. Her bir LARP alt ailesinin kendine
ait transkripsiyon ve/veya mRNA translasyonunda ayri bir gorevi vardir. Stavraka ve
Blagdan (2015) yaptig1 ¢alismayla LARP1, LARP6, LARP7, LARP4 ve LARP4b
kanser hiicreleri lizerine olan fonksiyonunu ortaya ¢ikartmaya ve ayni zamanda
kanser tedavi yontemlerinde kullanilabilecek bir yontem belirlemeye ¢alismislardir.
Bu zamana kadar yaklasik alti ¢esit insana ait LARP proteini insan genomunda

tanimlanmis ve HUGO Gene Nomenculature Comittee European (HGNC)
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Bioinformatik Enstiitiisiine kayit edilmistir. Fakat bu zamana kadar tam fonksiyonlar1
heniiz netlik kazanmamistir (Basquet-Antonelli ve Deragon, 2009). LARP7, pozitif
transkripsiyon uzama faktorG b (p-TEFb) (zerine negatif etki yaparak
antibliylime/antitimor fonksiyonu olarak gorev yapar aymi zamanda Drosophila
melanogaster Meigen, 1830’ den elde edilen homolog LARP7 proteinleri larvalarin
kan hicrelerinin ¢agalmasinda ve farklilasmasinda tiimor baskilayici (repressor)

olarak ortaya ¢ikmistir (Remillieux-Leschelle vd, 2002).

Butlin LARP proteinleri, proteinlerin N-ucu bolgesindeki i¢ kisimda kararli bir
RNA baglanma domaini igerirler, bu yapiya da La Modiil denir ve bu yap1 i¢inde
N-teminal La Motif ve domainlere sahiptir (Sekil 2.4.). Yap1 olarak bu iki domain
birbirlerine kisa bir baglant1 ile baghidir. LARP proteinlerinde bulunan La Modiil
domain yapilar1 uzunluk ve kimyasal karakterleri bakimindan farkliliklar gosterirler

(Sekil 2.5) (Martino vd, 2015).

Stravraka ve Blagden’a (2015) goére LARP ailesinin domain yapilar ile
birlikte sekilsel gosterimi Sekil 2.6’ da verilmistir.

12



I LaM

%

Y* DF EQIKLD-E PL!IMIKiNRLNR 62
YYRSV FEERRKMDAD - -@FLPITLIASEHRVOARE 451
FCESRE LYRISQMDS - -DQF P IWTVANMEE | KKEW 167
FYERSDE LKHVRRNKLIYVSVKLLT. KKVKHER 142

D EQIEKSRDGYVD ISLLVSENKMKK

Hsla/1-202 § MARNODEE <5 isro-aniainnaseosi ey s sdaeds KM- - AALEAK I CHEBI
HsLARP1/355-563 355 TRTHFDYQFOYRKFDGVEGPRTPKYMNN ITYYFONVSSTELYSVDQELEKDY IKR@I
HSLARP/111:303 111 NSA+scsvaeVBessasseTonnssnsnnnnsssansnassnsess:BEDEKECLKKEL
HsLARPE/T0-300 70 TASGGENE-RE - <« cvvvvevnnninninnnas, DL-EQEWKPPDE-EEIKKLVDRI
HsLARPT/1-217 { METESGNQEKVME - + -EEST+«E++ v+ v« «KKKEV-EKKKRSRV-KQVLAD | AKRVD

| linker RRM
Hsla/1-202 63 FNVIVEAERSK AIMISIDKYKI SPS.KPLPEVTDEYKNDVKN:-R - -SIYIKO-FITDA -------------- TLDOD IKEWLE - -DKGQVLN| 140
HsLARP1/355-583 452 T 1 SLIFARBKDEK - - VVE | VOEKVRRIEEPEKWELPP | VDYSQTDFSQ L« - L« ccvvvovnconncasoneaaancannsannannnnnn NCPEFVPR 508
HSLARP4/111-303 108 POLILEVERSEP « -MVOVDEKGEKVRPSH « « KR cvvvvvnnvea s e Co v INILRE«IPETT vvvvvvvvsns+PIEEVKGLFKSENCPKVISC 230
HaLARPE70-300 143 TTAHREKY .-Mweonnxv TT- BVALF. .. PNENLPSKMLLYYOLYLSPKLWALATPGKNGRVQEKVMEHLLKLFG. - TFGV IS8V 230
HSLARPI/1-21T 85 KI.'A RSBA- - LOLEGTRIBRKK -« -PLGERP - - - -KDEDE -R- - TYYVEL-LPKNV---cvvevvrenns NHSWIERVFG- -KCONVVY I 154
4
A
Mala/1:202 L [} IR OM: « <« <RRTLH-KAFKGS | FVVlDl IISIKKPVITPGOKYKITDLI. ILs«FKDDsscsvanuuna YFAK: « « «KNEERKQNKVE « « « « 202
HSLARF1/355-563 500 v v v vvvmnnns L HYQKETESAPOSPRAVTPVPTKTEEVSNLKT - - LPKB- v v v v vvwwnn LSASLPDLDSENWIEVKKR-- -~ 563
HELARPLITI1:303 231 v v vwvvvnwna o BFu v s AHNS -« « o« « - NWY I TFOSDTDAQOAFKYLREEVKTFOGKP IMARIKAINTFFAKNGYRLMDSS I YSHP IQTOQAQYAS -« -« 303
HsLARPE0-300 231 RILKPGRELPPDIRRISSRYSQVG-TOQECAIVEFEEVEAR IKAHEFM I TESQGKEN - -« c v v v vrccccrccnnscncronscnse MKAVL IGMKPPKKK 299
HSLARPT/AZIT 155 s v v v v vmanns 81+ PHYKSTGOPKGFAFVEFETKEQAAKAIEFLNNPPEEAPRKPG v vvvvvvrvsnre v+« |[FPKTVKNKP IPALRVVEE -~ 217

Sekil 2.5. insan LARP proteinlerine ait La Modiil (La Motif + RRM) domain yapisinin sekans dizilimi (Martino vd, 2015).

* LaM domainine ait en kararli 6 amino asiti gosterir.

13



Genuine La (SS-B)

LARP1
LARP1b

PAM2w
LARP4a ﬂ
LARP4b ﬂ
LARP6
LARP7

La Modiil

A

—

>0 5
d

E

o X =
o o
< S B
- e = 'S

w

E

0

LAM

B
<

RCD NLS

—

0 0 Rewz ]

RRM-L5 DM15
RRM-L5 DM15

Y

RM-

Sekil 2.6. LARP ailesinin domain yapilar ile birlikte sekilsel gosterimi. Bltin LARP
ailesi La Motif (LaM) ve RNA tanima motifinden (RRM) olusan La

Modiil yapisina sahiptir. Ayni zamanda tim LARP ailesi farkli bir

fonksiyonu gerceklestirmesini saglayacak farkli bir domain yapisina
sahiptir. (NLS) Nuklear lokalizasyon sinyali, (PAM2w) Poli A Baglanma
Protein etkilesimi Motifi, (RCD) RNA saperon domaini, (RRM-L) RNA
tanima-benzeri motif, (LSA) La ve S1 iliskili motif, DM15-tekrar1 igeren

motif ayn1 zamanda LARP1 motif olarak da bilinmektedir (Stavraka ve

Blagdan, 2015°den uyarlanmistir).

Her bir LARP alt ailesi (Sekil 2.6) belli bir ligand yapisina baglanir (Bosquet-
Antonelli ve Deragon, 2009). LARP1 proteinin C ucunda bulunan LARP1 domaini
(DM15) ile mRNA’ ya baglanir. (Nykamp vd, 2008). Bir diger protein olan LARP3:
pre-tRNA; LARP7: pre-tRNA ve snoRNA; LARP4: mRNA; LARP1: mRNA
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baglanir. LARP6 proteini ile ilgili heniiz kesinlesmis bir bilgi bulunmamaktadir. Su
ana kadar yapilan arastirmalar belki mRNA’ya baglanma egilimi gosterdigini ifade
edebilir. Bu konuyla ilgili biitiin bildigimiz LARP6’nin kolajen tip I ve III

mRNA’larin esas kivrim bolgesine baglandigidir.

2.6. La-Iliskili Protein 6 (LARP6)

LARPG6 alt ailesi domain yapisi ilk olarak Yoo ve Wolin (1994) tarafindan yapilan
calismada La Motif (LAM) RNA baglanma domaini ve RNA tanima motif (RRM)
domain olarak tanimlanmig ve insan La otoantijen yapisinin onemli bir gosterge
yapist olmustur. Yapilan birgok arastirma sonucunda yapilan sekans dizilim
sonuclart ¢ok 6nemli korunmus yapilarin varligini ortaya c¢ikarmistir. Bunlar LAM,
RRM ve C uglu prolince zengin bir yapiya sahip LSA motif domain yapilaridir
(Castro vd, 2017). LAM domain yapis1 ayrintili bir sarmal-donme-sarmal (helix-turn-
helix) yapisina sahipken RRM domain yapisi tipik olarak BlalB2B302p4 kivrim
yapisina sahiptir ve genellikle B yaprak yapis1t RNA baglanma yiizeylerini igerir.

Bousquet-Antonelli ve Deragon’nun (2009) yaptig1 calisgmada ortalama protein
uzunlugu 263 ile 770 aminoasit araliginda cikarken ortalama olarak yaklasik 400
aminoasit olarak hesaplanmistir. Yine yaptiklari ¢alismada LAM ile RRMI
arasindaki mesafe ortalama 18 aminoasit olurken, RRM1 ve RRM2 arasindaki
uzunluk ortalama 68 aminoasit olarak bulunmustur. Yapilan tam uzunluk sekans
analiz sonuglarinda C ucuna yakin bolimde yaklasik olarak 20-30 aminoasit
uzunlugunda yeni bir kararli bolgenin varlig1 tespit edilmistir. Bulunan bu kararh
yapt La ve S1 baglantili motif (LSA motif) olarak adlandirilmaktadir. Verimsel
olarak LSA kararli yapisinin Okaryotlar arasinda gecisi ve iki farkli niikleik asit
baglanma motifi (LAM ve S1) fonksiyonel olarak LARP6 proteinlerinde segici bir

baglanma yapisini olusturmaktadir.

Basquet-Antonelli ve Deragon’a (2009) gore ayni aileye ait LAM igeren
proteinler yapisal ve evrimsel olarak ortak ozelliklerinin yaninda ayni zamanda
fonksiyonel karakteristik 6zellikleri de ayni olabilir. Fakat bu yapilar aym biyolojik
islemler ya da ayn1 homolog yapilara baglanmayabilir ya da farkli yapilar1 (DNA,
RNA ve protein) farkli hedef bolgelerinde aym1 molekiiler hareketlerini
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benimseyebilirler. LARP7, La, LARP1 ve LARP4’ten farkli olarak, LARP6 La

Modl yapisi, aminoasit ve oriyantasyon bakimindan digerlerinden oldukga farklidir.

LARP6’nin bir fonksiyonu da omurgalilarda mRNA da bulunan tip 1 ve Il
kolajen yapiy1 (Sekil 2.7) kodlayan ve onlarin translasyonu i¢in regiilasyon saglayan
5" stem-loop (esas kivrim) kismina baglanmasidir (Manojlovic vd, 2017). Bu
baglanma ozellikle hiicrenin sitoplazma ve c¢ekirdek kisminda gerceklesirse de
sitoplazma icinde bulunan LARP6, polizomlar ile iliskili olmamasina ragmen fazla
gelen LARP6 kolajen mRNA’lardaki ribosomal yiiklenmeyi de bloke edebilir (Cai
vd, 2010). Ancak, bundan farkli olarak LARP6 proteininin mRNA hedefleri ve ek

farkli fonksiyonlar1 bilinmemektedir.

5' CACAAAGAGUCUACAUGUCUAGGGUCUAGACAUGUUCAGCUUUGUGG 3'

U
AT
S'’CCACAAAG ACAUGUCUAGG
T1T 111111 ITT1ri11i1i1 11

3'6GGUGUUUC ¢ UUGUACAGAUCU
AC

Sekil 2.7. Insanda kolajen al(I) mRNA yapisma ait 5'SL (stem-loop) sekansi
(Cai vd, 2010).

Balikk ve memelilerde LARP6 proteinleri {izerine yapilan ¢alismalarda,
LARP6’in kaslar1 farklilagsmasini saglayan temel protein (MyoD) transkripsiyon
faktor ile birlikte kas gelisimini ve kaslarin farklilagmasini sagladigr gosterilmistir
(Wang vd, 2009). Farelerde yapilan bir diger calismada ise 5’stem-loop mRNA da
olusan bir yapisal bozulmada LARP6’in bu bolgeye baglanma 6zelligini kaybederek,
yaralar lizerinde kolajen yapida bozukluga neden olmustur (Zhang ve Stefanovic,
2016). Zhang ve Stefanovic (2016), fiziksel bir yaralanma sonrasi kollajenin hizli
tretiminin, transkripsiyon sonrasi diizenlemeyle saglanabilecegini ileri siirdii:
kollajen mRNA nin kararliligi ve translasyon igleminin uyarilmast bu iki olay da
LARP proteinlerinin RNA ya baglanmas:i ile diizenlenmektedir. Bu caligmalar
gostermistir ki, LARP6 proteinlerinin posttranskripsiyonel faktoér olarak gorev
yaptigini ve kolajen gelisiminde ve kas gelisiminde ©onemli rol oynadiginm

gostermistir.
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LARPG (“Acheron” olarakta adlandirilir) proteini omurgalilarda kas gelisimi
ve farklilasmasinda belirtilmistir (Glen vd, 2010; Martino vd, 2015). Memeli proteini
transkripsion diizenlenmesinde gelisimsel transkripsiyon faktorlerle etkilesime
girerek rol oynar. RNA baglanmalar1 kolajen al(I), a2(I) ve al(Ill) sentezinin
dizenlenmesi icin gereklidir. Bu olay LARP6 proteinleri ve mRNA’nin 5'
translasyonu c¢evrilmemis alan (5'UTR) daki SL yapisi ile etkilesime girer. Simdiye
kadar yapilan ¢alismalarda 800 adet RNAbaglanma proteini tespit edilmis ancak
bunlardan sadece LARP6 protein ailesi tip | kollajen diizenlenmesinde 6zellesmistir
(Zhang ve Stefanovic, 2016). LARP6’da olusabilecek mutasyonlar veya kollajen
mRNA’daki LARP6’nin baglanma bdlgesindeki mutasyonlar kollajen olusum
seviyesinde degisiklige neden olmaktadir (arttirabilir veya azaltabilir). Bu durum da
fibroproliferativ hastaliklarin tedavisinde LARP6 proteinlerinin 6nemini arttirir.
Martino vd (2015)’ne gore insan LARP6 (HsLARPG6) ile SL birlikteligi temel olarak
elektrostatik olmayan iliskileri etkilemekte ve LaM, RRM1 ve iki domain arasindaki
baglantinin bir araya gelerek olusturduklar1 yap1 etkilemektedir. Bu arastirmacilarin
yaptiklar1 ¢aligma sonuclarina gére Hs LARP6 La Motif yapisinin insan La proteini
ile homolog domain yapilarinin oldukca benzer olduklar1 ortaya cikmistir. LAM
yapist gelismis kanatli-heliks (al, a2, a4) yapisidir ve bu yap1 da standart kivrimlar
tizerine dogru yerlesmistir (Alfano vd, 2004).

Hs LARP6, LAM domain yapisi ile HS LARP3’nin LAM domain (Sekil 2.8.)
yapisindaki farklar ise sunlardir: 1) heliks al insan LARP6 LAM’inde daha kisadir,
i1) a2 ve B1 kivrimlarinda fark goziikiir. Bu kiviim LARP6 da daha uzundur ve daha
az tanimlanmigtir, iii) kanat 2’ nin yapilanmasi Hs La ile karsilastirildiginda Hs
LARP6’ nin LAM’inde farklilik gosterir; bu bodlgede protein sekansinda ayna
goriintiisti  gibi farkli bir ayirim goriiniir. RRM1 domain {izerinde yapilan
mutasyonlar sonucu arastirmalar HS LARP6 LaMod yapisinin 48 ntRNA’ya
baglanma afinitesindeki egilimin mutant yapilarina goére daha az oldugu ortaya

¢ikmis fakat bunun nedeni heniiz agiklanamamustir.

Yapilan aragtirmalar LARP proteinlerinin LaMot domaini ve RRM domainleri
arasinda bulunan baglanti yapisinin hedef RNA se¢imlerinde onemli bir rol
oynadigini gostermekle beraber bunun sebebi heniiz anlagilamamistir. Ayrica, LARP
proteinlerinin fonksiyonel ¢esitliligi sadece LaMod sekans farkliliklarindan degil,

ayni zamanda onlarin farkli yapisal yerlesimlerindendir (Martino vd, 2015).
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" interdomain
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Sekil 2.8. LARP proteinlerinde La Modiildeki sekans ve yap1 ayirimi. (A) Hs LARP3 La Moddl, (B) Hs LARP6 La Modl
(Martino vd, 2015).
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Kollajen al(I) ve a2(I) mRNA da bulunan 5'UTR bdlgesinde bulunan stem
loop yapist 48 niikleotid uzunlugunda ve baslangi¢ kismindan 75-85 nikleotit
uzakliginda yer almaktadir. Bu bolge tiim omurgalilarda korunmus bir bélgedir ve tip
I kollojen yapisinin olugmasini saglamaktadir. SL iginde bulunan birinci hafif
yuvarlak yap1 (B1) i¢inde bulunan 2 niikleotit ve ikinci yuvarlak yap1 (B2) icersinde
bulunan 3 nikleotit LARP6 proteinlerinin baglanmasinda oldukga kritik 6nemi olan
kisimlardir. Burada olusacak bir mutasyon tip I kollojen olusumunu ortadan

kaldiracaktir (Zhang ve Stefanovic, 2016).

Castro vd (2017) yilinda yaptiklart ¢alismada iki balik (plati balig1 ve zebra
baligl) ve insan LARP6 proteinlerinin tam uzunluk yapisi ekspresyonu, RNA
baglanma aktivitesi ve saflastirma yOntemi iizerine yeni yoOntemler kullanarak
basariyla bunlarin karakterizasyon yapisini ortaya ¢ikarmistir. Yaptiklar: ¢alismada
protein miktarindaki artis1 saglamak amaciyla iki yontem uygulanmistir. Birincisi N
ucuna Kuguk I Ubiquitin-benzeri Degistirici (SUMO) fiizyon yapisi eklenerek kararli
protein yapisi daha kararli hale getirilmis ve saflastirma affinitesi artirilmgtir. Ikinci
olarak filtrasyon-temelli bir yontem kullanarak protein saflastirma tamponlarinda
(tampon) kimyasal eklemeleri goriintiileyerek daha kararli protein yapisini elde
edebilmistir. Elde ettikleri iki balik LARP6 proteinlerin N-terminal+La Modul
yapilarinin olduk¢a korunmus homolog yapilar oldugu ortaya ¢ikmis ve oldukga siki

bir RNA baglanma aktivitesine sahip oldugunu saptamislardir.

Castro vd (2017), LARP6 tam uzunluk NTD ile RNA baglayict domain
(LaMod) arasindaki potansiyel iligkiyl tanimlamak ic¢in kiitle spektrofotometri

yontemini kullanmastir.

Yapilan Elektroforez Hareketlilik Kayma Analizi (EMSA) yontemi sonucuna
gére Xm LARP6 ve Dr LARP6 proteinleri HSCOL1A1 esas kivrim (stem-loop)
bolgesine insan LARP6 yapisindan daha fazla baglanma egilimi gostermistir (Castro
vd, 2017). Molekullerin mekanizmalarindaki iyilesletirme, baliklardaki proteinlerin
baglanma egilimlerinin arttirilmasima neden olabilir. Bunun nedeni bu 3 proteinin
sahip oldugu aminoasit yapilarindaki farkliliklar veya proteinlerin {igiinciil

yapilarindaki farkliliklardan kaynaklanabilir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada iki balik zebra baligi (Danio rerio), plati baligi (Xiphophorus
maculatus) ve insan (Homo sapiens) DNA 6rnekleri kullanilmistir. DNA template
(sablonlar1) rekombinant protein ekspresyon yapilar1 (pET28-SUMO-Xm LARPG,
pET28-SUMO-Dr LARP6A ve pET28-Hs LARP6) Castro vd (2017) tarafindan

oncelikle elde edilmis olup, bu ¢alismada kullanilmistir.
Kullanilan materyal:

i) DNA oligoniikleotidler Integrated DNA Technologies (IDT Inc.) sirketi

tarafindan sentez edilmistir (Cizelge 1).

i) Tag DNA polimeraz New England BioLabs tarafindan temin edilmistir
(Lot:0141412)

iii) Phusin DNA polimeraz Thermo Scientific tarafindan temin edilmistir (Lot:

00545475)

iv) dNTP mix, DNA ligase, restriction enzimler Xhol ve Ndel (Xhol
Lot:0581409, Ndel Lot:0311409) New England BioLabs tarafindan temin edilmistir.

v) DNA markir Promega (Lot:83834)

vi) DH5<alpha> ve Rosetta (DE3) E. coli Dr. Robert McLean (Texas State

University, Biyoloji B6liimii) tarafindan verilmistir.

vii) Niikleaz free su Integrated DNA Technologies (IDT Inc.) sirketinden
temin edilmistir (Lot: 205938).

viii) Protein marker Thermo Scientific (Lot:26616)

iX) Proteaz inhibitor tablet Thermo Scientific (Lot:SJ2446071)

x) Deoxynucleotid solusyonu (dNTP) New Englands Bio Labs (Lot:0941705)
xi) Trans Blot Turbo 5x Tampon BIORAD Laboratories (cat:10026938)

Xii) Bu g¢alismada kullanilan diger biitin materyal ise Fisher Scientific and

Research Products International (RPI) tarafindan temin edilmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1 Klonlama
3.2.1.1. PCR yontemi

Ik olarak, iki balik (“Hs NTD-La Modul”, Xm NTD-La Modul”, “Dra NTD-La
Modul”) ve insan LARP6 proteinlerinin NTD ve LaMod bdlgesinin kodlandigr yeni
bir DNA plazmidi elde edebilmek i¢in konvensiyonel molekiler biyoloji (polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ve ayirici enzim klonlamasi) metotlar1 uygulanmistir. Buna
ilaveten N-u¢lu His6 sekans kodu bas u¢ kisma eklenerek rekombinant proteinin

saflastirilmasi ve saptanmasi saglanmustir.

Klonlama islemine oncelikle PCR islemi ile baslanmistir. Zebra baliginin Dr
LARPGA PCR isleminde LARP6A prtoteininin ilgili oldugu bélge ve primer KAL
134 forward (ileri) primer, primer KAL 135 reverse (ters) primer dizilimleri
kullanilarak yapilmistir. Dr LARP6A proteinin La Modiil bolgesinin ¢ogaltilmasinda
KAL 151 (forward primer), KAL 135 (reverse primer) primerleri kulllanilmigtir. Dr
LARPGA proteinin La Motif gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda ise KAL 151 (forward
primer) ve KAL152 (reverse primer) primerleri kulllanilmistir. Dr LARPG6A
proteinin RRM gen bdolgesinin ¢ogaltilmasinda KAL 153 (reverse primer) ve KAL
135(forward primer) dizaynlart kullanilmistir. Plati baliginin Xm LARP6 PCR
isleminde ise cDNA, KAL 176 (forward primer) ve KAL 177 (reverse primer)
kullanilmistir. Insan 6rneklerinde ise Hs LARP6 PCR isleminde ise DNA, KAL 132
(forward primer) ve KAL 102 (reverse primer) kullanilmistir (Cizelge 1 ve 2).
Yapilan PCR islemi Cizelge 3 de verilen degerler kullanilarak ¢ogaltma islemi her
bir 6rnek i¢in ayr1 ayri yapilmistir. PCR islemi ile ¢ogaltilan bu yap1 % 0,8 agaroz jel
kullanilarak 90 V da bir saat yiiriitme islemi uygulanmistir. Jelde yiirlitme isleminin
ardindan ¢ogaltilan DNA EZNA kit yardimi ile jelden armdirilmis ve NANODROP
cihazi kullanilarak DNA konsantrasyonu tespit edilmistir. TUm reaksiyonlarda 10X
Tag Tampon, 25 mM MgCl,, 10 mM dNTPs, IDT H20 (nikleer serbest su) ve Taq

DNA polimeraz en uygun miktar ve konsantrasyonlarinda kulllanilmigtir.
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Cizelge 1:

PCR i¢in kullanilan DNA oligonukleotid primerleri.

Primer Amag Hedef yap1 DNA sekanst
:?AL 176 | Forward Primer | Xm LARP6 (1-280) 5' GGAGACACGACAAATCAAGACACAGTGGTGCCGGCACCAGTGGAG
KAL 177 | Reverse Primer | Xm LARP6 (1-280) 5'CTCCACTGGTGCCGGCACCACTGTGTCTTGATTTGTCGTGTCTCC
KAL 134 | Forward Primer | Dr LARP6A (1-290) 5' AGCCATATGATGAGCAGCGAGCAGCCG
KAL 135 | Reverse Primer Dr LARP6A (1-290) 5 GCACTCGAGCTATTATTTCTTCGGTGGCTTGGTGCCGATTAGCAC
KAL 102 | Reverse Primer Hs LARP6 (1-300) 5' GCAACTCGAGTCATTAAGGTTTCTTTTTGGGTGGCTTCATACCAATCAGGACAG
KAL 132 | Forward Primer | Hs LARP6 (1-300) 5' GTACCATGGATGGGCAGCAGCCATCATCATCAT
KAL 151 | Forward Primer | Dr LARP6A La |5 GTACATATGGGCACCAGCGGTGGCGAGC
Modiil (60-290)
KAL 135 | Reverse Primer Dr ) LARPBA La | 5GCACTCGAGCTATTATTTCTTCGGTGGCTTGGTGCCGATTAGCAC
KAL 152 | Reverse Primer I\D/IrOdLl/JDI\Ig?:’%iglC_))a Motif | 5> GATTCACTCGAGTTATCAGGTCGACCTGCGGCGCACCTTC
60-157
KAL 151 | Forward Primer E)r LAR)PGA La Motif | 5>GTACATATGGGCACCAGCGGTGGCGAG
60-157
KAL 153 | Forward Primer E)r LA)\RPBA RRM | S’GTACATATGACCGTGCCAGTTTTCGCCAGTGAATCTC
KAL 135 | Reverse Primer E)lr5 Y-ZZDS%PGA RRM | 5’GCACTCGAGCTATTATTTCTTCGGTGGCTTGGTGCCGATTAGCAC
157-
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izelge 2. PCR isleminde kullanilan yapilar: template DNA, forward primer, reverse
g yap
primer ve baz ¢ifti sayisi. (Protein yapilarinin aminoasit sayilari parantez

iginde verilmistir).

Yapi Template DNA | Forward | Reverse | Baz Cift
Primer Primer Sayist

Dr LARP6A (1-290) pET28-SUMO- | KAL 134 | KAL135 | 894 bp
Dr LARP6A

Dr LARP6A La Modul | pET-28-SUMO- | KAL151 | KAL135 | 717 bp

(60-290) Dr LARP6A

Dr LARP6A La Motif pET-28-SUMO- | KAL151 | KAL152 | 324 bp

(60-157) Dr LARP6A

Dr LARP6A RRM pET-28-SUMO- | KAL153 | KAL135 | 423 bp

(175-290) Dr LARP6A

Xm LARP6 (1-280) pET-28-SUMO- | KAL176 | KAL177 | 864 bp
Xm LARP6

Hs LARPG6 (1-300) pET-28-SUMO- | KAL132 | KAL102 | 985 bp
Hs LARP6

23



izelge 3. PCR islem siras1 ve kullanilan 1s1 degerleri. (*Xm LARP6 (1-280) i¢in kullanilan PCR
g g

reaksiyonunda tavlama ve uzatma basamaklari birlestirilerek istenilen sonuca ulasilmistir).

Dr LARPGA | Xm LARP6 | Hs LARPs | DraLARP6 | DraLARP6 | Dra LARPG
(1-290) (1-280)* (1-300) La Modul La Motif RRM

(60-290) (60-157) (157-290)
Islem ad1 Is1— Zaman | Is1- Zaman | Is1 - Zaman | Is1—Zaman Is1 - Zaman | Is1- Zaman
Baslangic denatiirasyon 94°C-30sn | 98°C-45sn [ 94°C-30sn| 94°C-30sn | 94°C-30sn | 94°C-30sn
Denatiirasyon 94°C-30sn | 98°C-15sn [ 94°C-30sn| 94°C-30sn | 94°C-30sn | 94°C-30sn
Tavlama/Baglanma 60°C - 45 sn 68°C - 8 dk 56°C - 45sn| 55°C- 45sn | 55°C - 45sn |55°C - 45sn
Uzatma 68°C - 1 dk 65°C- 2dk | 63°C- 1dk 63°C- 1dk | 63°C- 1dk
Son uzatma 68°C - 5 dk -- 68°C-5dk | 68°C-5dk 68°C-5dk | 68°C-5dk

Dongu 22 dongu 30 dongu 23 dongi 22 dongu 22 dong 22 dongl

Saklama 4°C - 4°C - w0 4°C - o0 4°C - 0 4°C - 0 4°C - o0
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3.2.1.2. Gen bolgelerinin ¢ikartilmasi

PCR islemi sonucu elde ettigimiz DNA yapilart ve temin edilen plasmid (pET 28),
Ndel (Lot:0311409 New England BiolLabs) ve Xhol (Lot:0581409 New England
BioLabs) enzimleri kullanilarak ¢ift tarafli kesme islemi yapilmistir. Bu yap1 yine
ayni enzimler (Ndel ve Xhol) kullanilarak kesilen plasmid pET28a tasinmis ve
baglanmasi saglanmistir. Cizelge 4 de verilen miktarlar ve plasmidimiz bir saat
37°C de inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Sonrasinda ise plasmid ig¢ine 1 pl
Antarctic fosfataz enzimi (Lot:0221406 New England BioLabs) eklenerek tekrar bir
saat 37°C de inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Cikartilan gen bolgelerine % 0,8
lik agaroz jel ile 90 voltta 1 saat yiiriitme islemi uygulanmistir. Agoras jelden EZNA
kit (Omega Bio-tek, Norcross, Georgia, USA) kullanilarak ekstre edilen DNA
pargalariin (fragmentlerinin) NanoPhotometer (Implen, Minchen, Germany)

cihazinda konsantrasyonlar1 dl¢tilmiistir.
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Cizelge 4. DNA segili gen bolgesinin ¢ikarilmasinda kullanilan miktarlar.

Dr LARP6 | Dra LARP6 | Dra LARP6 .
Dra LARP6 | Xm LARP6 | Hs LARP6 La Modul La Motif RRM Plasmid
10x Cut Smart 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
Jel purifikasyonu 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 ul 15ul
IDT H20 23 ul 23 ul 23 ul 23 ul 23 ul 23 ul 28ul
Ndel (enzim 1) 1pl 1pl 1pl 1l 1l 1l 1l
Xhol (enzim 2) 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l
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3.2.1.3. Ligasyon ve transformasyon

Dr LARP6A La Modil (60-290), Dr LARP6A La Motif (60-157), Dr LARP6A La
RRM (175-290), Hs LARP6 (1-300), Dr LARP6A (1-290) ve Xm LARP6 (1-280)
bolgeleri plazmid DNA’ si1 ile birlikte 2x ligasyon tampon (Lot:0011410 New
England BioLabs) ve T4 QUICK (Lot:1171602 New Engind BioLabs) ligaz enzimi
kullanilarak hazirlanan karistm 5dk oda sicakliginda inkiibasyon iglemine tabi
tutulmustur. Klonlama islemi sirasinda Escherichia coli DHSo kompedan
(alistirllmig) hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler ve DNA 30 dakika buz uzerinde
inkiibasyona tabi tutulmustur. Daha sonra 37°C de 90s de hizli sok uygulanmustir.
Bunu takiben tekrar 2dk buz (zerinde inkiibasyon yapilmistir. DNA ve hiicre
karigimina 700ul otoklavlanmis steril Luria Broth (LuB) s1v1 besiyeri eklenerek 37°C
60dk ¢alkalanma islemi uygulanmistir. Bu islem ile elde edilen hicreler, kanamisin
antibiyotik eklenerek hazirlanmis LuB agar besiyerine ekilerek 1 gece 37°C de
inkiibasyona birakilmistir. LUB besiyeri ve kanamiyesin antibiyotik karigimina elde
edilen kolonilerden siispansiyon elde edip, 24 saat 37°C de calkalama islemi ile
beraber inkiibasyon yapilmistir. Plazmid DNAst QIAprep Spin Miniprep Kit
(QIAgen, Hilden, Germany) uygulamasina goére toplanmistir. Plazmidlerin dogru bir
sekilde sentezlendigini dogrulanmast amaciyla deoksiniikleotid sekans analizi
yontemi i¢in hazirlanmistir. FElde edilen plazmid DNA’smin bir kismi sekans

analizine gonderilmistir ve geri kalan kisim -20°C de korunmaya alinmistir.

3.2.1.4. Ligasyon ve transformasyon isleminin dogrulanmasi

Bir Oonceki basamakta elde edilen plasmide Cut Smart, Ndel, Xhol, deiyonize su
eklenerek elde edilen master mix karigimina 1 saat 37°C inkibasyon islemi
uygulandiktan sonra 6Xx DNA boyas1 eklenerek 90 voltta 1 saat agaroz jelde yuritme
islemi uygulanmistir. Elde edilen pozitif sonuclar sekans analizi i¢in hazirlanmistir
(Genewiz, Inc., South Plainfield, New Jersey, USA). Bu islem sonucu elde edilen

analiz sekans sonuglar1 Cizelge 5’de verilmistir.
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Cizelge 5. Klonlama iglemi sonrasi proteinlerin sekans sonuglart.

DNA Sekans sonucu
MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MGTSGGELEE ESWQPPDPEL IQKLVAQIEY YLSDENLEHD AFLLKHVRRN KLGFVSVKLL
PET28-DrLARP6A | TSFKKVKHLT RDWRITAYAL RHSNLLELND EGRKVRRRST VPVFASESLP SRMLLLSELK RWPELGIALG GDSNNGSGPT
La Modul QQERLMELLL KAFGNYGPIA SVRVLKPGKD LPADLKKLSG RYSQLGTEEC AIVEFEEVEA AMKAHEAVGG EGGNRGPLGL
KVVLIGTKPP KK
PET28-DrLARP6A | MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MGTSGGELEE ESWQPPDPEL IQKLVAQIEY YLSDENLEHD
La Motif AFLLKHVRRN KLGFVSVKLL TSFKKVKHLT RDWRTTAYAL RHSNLLELND EGRKVRRRST
ET25-DrL ARPEA MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MTVPVFASES LPSRMLLLSE LKRWPELGIA LGGDSNNGSG
P -ﬁéM PTQOQOERLMEL LLKAFGNYGP IASVRVLKPG KDLPADLKKL SGRYSQLGTE ECAIVEFEEV
EAAMKAHEAV GGEGGNRGPL GLKVVLIGTK PPKK
MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MMSSEQPPRE ISAPVTITVA IQAAEEDDEP DEEPSCNTIE LQTGSGSEDE LGRHDKSSGA
PET28-XMLARPG- | GTSGGELEEE SWQPPDPELI QKLVAQIEYY LSDENLEHDA FLLKHVRRNK LGFVSVKLLT SFKKVKHLTR DWRTTAYALR
NTD-LaModul HSNLLELNDE GRKVRRRSTV PVFASESLPS RMLLLSELKR WPELGIALGG DSNNGSGPTQ QERLMELLLK AFGNYGPIAS
VRVLKPGKDL PADLKKLSGR YSQLGTEECA IVEFEEVEAA MKAHEAVGGE GGNRGPLGLK VVLIGTKPPK K
MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MAQSGGEARP GPKTAVQIRV AIQEAEDVDE LEDEEEGAET RGAGDPARYL SPGWGSASEE
ET28-HsL ARPG EPSRGHSGTT ASGGENERED LEQEWKPPDE ELIKKLVDQI EFYFSDENLE KDAFLLKHVR RNKLGYVSVK LLTSFKKVKH
pNTI;LSM d"I_ LTRDWRTTAH ALKYSVVLEL NEDHRKVRRT TPVPLFPNEN LPSKMLLVYD LYLSPKLWAL ATPQKNGRVQ EKVMEHLLKL
-Laivioau FGTFGVISSV RILKPGRELP PDIRRISSRY SQVGTQECAI VEFEEVEAAI KAHEFMITES
QGKENMKAVL IGMKPPKKKP
MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MMSSEQPPRE ISAPVTITVA IQAAEEDDEP DEEPSCNTIE LQTGSGSEDE LGRHDKSSGA
DET28-DrLARPGA- GTSGGELEEE SWQPPDPELI QKLVAQIEYY LSDENLEHDA FLLKHVRRNK LGFVSVKLLT SFKKVKHLTR DWRTTAYALR
NTD-LaModiil HSNLLELNDE GRKVRRRSTV PVFASESLPS RMLLLSELKR WPELGIALGG DSNNGSGPTQ QERLMELLLK AFGNYGPIAS
VRVLKPGKDL PADLKKLSGR YSQLGTEECA IVEFEEVEAA MKAHEAVGGE GGNRGPLGLK VVLIGTKPPK K
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3.2.2. Protein ekspresyonu denemesi

Daha onceki islemlerde elde edilen plazmidler, rekombinant protein Gretimi icin
Rosetta™ (DE3) pLysS’ye aktarilmistir. Bu islem yapilirken protein sentezi igin
tanimlanan optimal kosullar g6z Oniinde bulundurulmustur (bakteriyal dizilim,

ekspresyon zamani ve sicakligi).

Protein  ekpresyonu ve saflastirilmasi  Castro vd’ye (2017) gore
gerceklestirilmistir. Miniprep kiti kullanilarak elde edilen DNA (pET28-Dr LARP6A
La Modul (60-290), pET28-Dr LARP6A (1-290), pET28-Hs LARP6 (1-300),
pET28-Xm LARP6 (1-280)) (Cizelge 6) ile Rosetta™ (DE3) pLysS alistiriimis
hicrelerine 30dk buzda inkibasyon uygulanmistir. 42°C de 45s de hizli sok
uygulanan karisim tekrar buzda inkiibasyona alinmistir. 700ul otoklavlanmisg steril
LB siv1 besiyeri eklenerek 37°C 60 dk calkalanma islemi uygulanmistir. Bu islem ile
elde edilen htcreler, kanamiyesin ve kloromiyasin antibiyotik eklenerek hazirlanmig
LB agar besiyerine ekilerek 1 gece 37°C de inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen
hicre kolonileri, kanamisin ve kloromisin antibiyotikleri eklenerek hazirlanmig 50ml
LB siv1 besiyerinde 37°C de 24 saat calkalanarak inkiibasyon islemine alinmistir.
Sonrasinda elde edilen kiiltiirden kanamiyesin ve kloromiyesin antibiyotikleri
eklenerek hazirlanmis 1L LB besiyerine ekim islemi yapilmistir. Hazirlanan kiiltiir
37°C de calkalama islemi ile beraber ¢ogalmaya birakilmistir. Bu karisim, OD600
cihazinda (Spectronic, Thermo Scientific) 0.5 ve 0.7 (mid-log araligi) araligina
ulasincaya kadar iiremesine izin verilmistir. Istenilen yogunluga ulasildiktan sonra
kiiltiir buz i¢inde 15dk tutulmustur. Protein ekspresyonu 0,1 M Izopropil -D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) eklenerek 18°C de 8 saat ¢alkalama islemi ile devam
etmistir. Bu siire¢ igerisinde her iki saatte 1ml 6rnek alinmis santrifiij isleminden
sonra elde edilen ¢okelti (pelet) -20°C ye konulmustur. Protein sentezinin basarili
oldugunu gostermek amaciyla N-uglu His6 ekli protein tanimlanmasi western

blotting yontemi uygulanarak goriintiileme yapilmistir.

Elde edilen peletlere 500ul 1X SDS tampon (5X tampon: 0.5 M Tris [pH 7,5,
4°C], 4 mM B-mercaptoethanol 0,4 M SDS) eklenip, %10 polyacrylamide jelde 1X
Tris-Glycine tampon (50 mM Tris ve 0,5 M glycine) kullanilarak 200v ta yaklasik 1
saat yiriitme islemi uygulanmistir. Elde ettigimiz jel lizerinde Coomassie mavisi

boyamasi ve anti-His Western Blot analizi yapilmstir.
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Elde edilen toplam protein igerigini belirlemek icin hazirlanan jel 30dk
Coomassie boyasinda bekletildikten sonra boya uzaklastirict (destaining) soliisyonda

1 saat bekletilmistir. GOruntlleme cihazi kullanilarak jel goriintiisii alinmustr.

Anti-His Western Blot yontemi protein ekspresyon yonteminin etkinligini
belirleme amaciyla yapilmistir. Bio-Rad® Trans-Blot TurboTM Transfer System ve
kiti kullanilarak proteinler SDS jelden nitroseliiloz membrana Mixed Molecular
Weights programi (1,3A 25 V 7dk) kullanilarak transfer edilmistir. Transfer
edildikten sonra, membran 1 saat bovine serum albumin (%10) (BSA) ve TBS-T
(TBS (1 litre igin: 80gr NaCl, 2 grKCl,30gr Tris Base, 800 ml deiyonize su; TBS-T:
%0,05 Tween igerikli 1x Tris-tampon tuz soliisyonu) karisiminda tutulmustur.
Yapilan bu bloklama isleminden sonra anti-His probe (Thermo Fisher Scientific) ve
TBS-T karisiminda 1 saat oda sicakliginda ¢alkalama islemiyle birlikte inkiibasyon
yapilmigtir. Membranimiz 1X TBS-T solusyonu ile 10 dk iki kez yikama islemi
yapilmistir. Ardindan TBS soliisyonunda 10 dk yikama islemine tabi tutulmustur.
Daha sonra membran goriintileme cihazi i¢in  hazirlanan  solusyon
(chemiluminescence reagent) (0,1 M Tris (pH 8,8, 25°C), DMSO icinde 1,25 mM
luminol, DMSO iginde 2 mM 4-IPBA) ve 12 pl %30 H.O, (Haan ve Behrmann,
2007; Castro vd, 2017) ile inkiibasyon yapilmistir. Son olarak membran goriintiileme

cihaz ile goriintiilenmistir.

Cizelge 6. Protein ekspresyonunda kullanilan protein yapisi, ekspresyon plazmid
boyu, protein driininin tahmini boyu, asidik aminoasit % miktar1 ve

protein iirlinlinlin tahmini pI miktari.

Protein yapisi Ekspresyon | Protein Asidik Protein
plazmid urindin aminoasit | Grindnun
boyu tahmini (%) tahmini pl

boyu miktari

PET28-Xm LARP6 6142 bp 33.023 kDa | 14,6 6,28

NTD-La Modiil (1-280)

pET28-Dr LARP6A 6172 bp 35.156 kDa | 14,8 5,93

NTD-La Modiil (1-290)

pET28-Hs LARP6 6199 bp 36.080 kDa | 15,3 6,55

NTD-La Modiil (1-300)

pET28-Dr LARP6A 5995 bp 27.931 kDa | 12,3 9,06

La Modiil (60-290)
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3.2.3. Protein saflastirilmasi

Proteinler E. coli’ den konvensiyonel kromatografi yontemleri (nikel baglayan
kromatografi ve molekiiler biiyiikliiklerine gore tanimlayict kromatografi) ile izole
edilmistir. Saflastirllmis NTD-LaMod proteinleri sinirlayict proteoliz ve diferansiyal
tarayici kalorimetrik yontemler ile yapisal kararliliklari analiz edilmistir. Proteinlerin
“Xm LARP6 NTD+LaModil (1-280), Dr LARP6A NTD+LaModil (1-290), Hs
LARP6 NTD+LaModil (1-300)” saflastiritlmasinda kullanilan kalibrasyon ve segilen

tampon solusyonlar1 Hussain vd (2013) ve Castro vd (2017)’ye gore diizenlenmistir.

3.2.3.1. Genis 0lcekli protein ekspresyonu

Rosetta™ hiicreleri (Hs LARP6-NTD-LaModil, Dr LARP6A-NTD-LaModiil, Dr
LARP6A La Modil ve Xm LARP6-NTD-LaModill) protein saflastirma isleminde
kullanilmistir. Daha once transformasyon islemi sonucu miniprep Kiti kullanilarak
elde ettigimiz DNA ve Rosetta™ hiicreleri kullanarak kat1 besi yerinde Urettigimiz
koloniler kullanilmistir.  Kanamisin ve kloromisin antibiyotikleri eklenerek
hazirlanmis 50ml LB sivi besiyerine 1-2 koloni eklenerek 37°C de 24 saat
calkalanarak inkiibasyon islemi yapilmistir. Islemi takiben elde edilen kltiirden
kanamisin ve kloromisin antibiyotikleri eklenerek hazirlanmig 11 LuB besiyerine bir
onceki gln elde ettigimiz sivi besiyeri kullanarak ekim iglemi yapilmistir. Hazirlanan
kiiltiir 37°C de calkalama islemi ile beraber cogalmaya birakilmistir. Bu karigim,
OD600 cihazinda 0,5 ve 0,7 (mid-log araligl) araligina ulagincaya kadar tiremesine
izin verilmistir. Istenilen yogunluga ulasildiktan sonra kiltir buz icinde 15dk
tutulmustur. Protein ekspresyonu IPTG eklenerek 18°C de 8 saat calkalama islemi ile
devam etmistir. 4°C de 5000 xg de 8dk santrifuj ile hiicrelerden elde edilen pelet -
20°Cde saklanmustir.

3.2.3.2. Nikel affinite kromatografisi

Protein ekspresyonu islemi sonucu elde ettigimiz peletler 6ncelikle hazirladigimiz
Lysis/Wash Tampon (L/WB) ve proteaz inhibitér tableti (Thermo Fisher Scientific)
karisgiminda yeniden siispanse edilip 20 atimlik ve 30sn aralikli 6 dongiilik
sonikasyon islemiyle parcalanip 18000 xg da 4°C de 1dk santrifiij yapilmistir. Ni?* -

agoros tanecikleri dncelikle deiyoinize su ile yikama islemine tabi tutulduktan sonra
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L/WB ve proteaz inhibitdr karisimi eklenerek tekrar yikama islemi yapilmistir. Elde
ettigimiz Ni?* -agoroz tanecikli karisim ile santrifiij islemi ile parcaladigimiz hiicreler
Isaat 4°C de calkalama islemi uygulanarak inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra bu
karisim kolonda 15dk bekletildikten sonra kolondan gegen soliisyon toplanmustir.
Kolona L/WB 1 eklenerek isleme devam edilmistir. Kolondaki ¢okelti iki kere WB
solisyonundan gegirilmistir. Son olarak eliisyon tamponu 6 kez (6x 4ml) tekrar
edilerek kolondan geg¢irilmistir. Kullanilan tampon solusyon icerikleri her drnek icin
ayr bir sekilde hazirlanmis ve Cizelge 7°de verilmistir. Elde edilen fraksiyonlara
(kistmlar) SDS-PAGE islemi uygulanip, Coomessie mavisi ile boyandiktan sonra

molekiler gorintuleme cihazi ile jel goriintiisti elde edilmistir.
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Cizelge 7. Purifikasyon tampon listesi.

Proteinler Lysis/Wash Tampon #1 Wash Tampon #2 Elution Tampon SEC Tampon
50 mM Sodium Phosphate | 50 mM Sodium Phosphate | 50 mM Sodium Phosphate | 50 mM Sodium Phosphate
pH 8,0 pH 8,0 pH 8,0 pH 8,0
Dr LARP6A-NTD- | 200 mM NaCl 200 mM NacCl 200 mM NaCl 300 mM Nal
La Moddl 300 mM Nal 300 mM Nal 300 mM Nal 500 mM Glucose
500 mM Glucose 500 mM Glucose 500 mM Glucose 200 mM NaCl
10 mM Imidazole 30 mM Imidazole 300 mM Imidazole
50 mM Sodium Phosphate | 50 mM Sodium Phosphate | 50 mM Sodium Phosphate | 50 mM Sodium Phosphate
pH 8,0 pH 8,0 pH 8,0 pH 8,0
XmLARP6- NTD- | 200 mM NacCl 200 mM NacCl 200 mM NaCl 300 mM Nal
La Moddl 300 mM Nal 300 mM Nal 300 mM Nal 500 mM Glucose
500 mM Glucose 500 mM Glucose 500 mM Glucose 200 mM NaCl
10 mM Imidazole 30 mM Imidazole 300 mM Imidazole
50 mM Sodium Phosphate | 50 mM Sodium Phosphate | 50 mM Sodium Phosphate | 50 mM Tris+HCI
HSLARP6- NTD- | pH 7,4 pH 7,4 pH 7,4 pH 7,4
La Moddl 300 mM NacCl 300 mM NaCl 300 mM NacCl 100 mM NaCl
10 mM Imidazole 30 mM Imidazole 300 mM Imidazole %5 Gliserol
ImM DTT
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3.2.3.3. Kutle ayirim kromatografisi

Ni?* afinite kolon ile ayristirilan fraksiyonlar SDS-PAGE de gorilen band
yogunluklarina gore ait oldugu fraksiyonlar 6n yikama (pre-rinsed) VivaspinTM
santrifiij yogunlastiricist (MWCO 10000, Sartorius) kullanilarak 4000 xg, 4°C ve 10
dk santrifiij islemine tabi tutulmustur. 0,2 pum siringa filtresi kullanilarak
yogunlastiritlmis protein, S200 biyiiklik ayristirict (size exclusion) kolonu
tizerinden, AKTA Pure Fast Protein Liquid Chromatography cihazina (GE
Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom) yiiklenmistir. Cihaz, Iml/dk akis
hizinda toplamda 180 mL ayrisim olacak sekilde ayrisim igin ayarlanmistir.
Fraksiyonlar toplanirken UNICORN analiz programi (GE Healthcare) kullanilmistir.
Absorbans degeri A280 ile goriintiilenen fraksiyonlar elde edilen sonuglar esas
alinarak alinarak 5x SDS o6rnek tampona eklenmistir. Sonrasinda ise 90°C'de 5
dakika inkiibasyon islemi uygulandiktan sonra SDS-PAGE ve Coomassie boyama
islemi tanimlamak i¢in kullanilmistir. Bu islemden sonra elde edilen jeller
gOriintlileme cihazinda goriintiileme islemi yapilmistir. Elde edilen protein 50ul’lik

miktarlar (aliquat) seklinde s1vi azot kullanilarak -70°C de stoklanmistir.

3.2.4. Sinirh Protealiz

Dr LARP6 NTD-La Modul, Xm LARP6 NTD-La Modul ve Hs LARP6 NTD-La
Modiil proteinlerinin yapisal sekillerini ortaya ¢ikartmak amaciyla, tripsin enzimi
kullanilarak sinirli (limited) protealiz islemi yapilmistir. Nanodrop cihazi ile lgiilen
280 nm de i¢ absorbans degeri ve yok olma kat sayisi (mol) kullanilarak her bir
protein igin protein konsantrasyonu hesaplanmistir (Cizelge 8). Elde edilen sonug
200ul de 2umol olacak sekilde hesaplanarak diliisyon islemi yapilmistir. Ik &rnek
baslangigta (To) alindiktan sonra tripsin (0,1 mg/ml stok konsantrasyonu)
eklenmistir. Bu islemden sonra 1., 2., 5., 10., 20., 30., 45., 60. ve 120. dakikalarda
(T1, T2, T5, T10, T20, T30, T45, T60, T120) protein 6rnekleri alinmistir. Elde edilen
Orneklere 5x SDS 0Ornek tampon eklenmis ve 90°C'de 5 dakika inkiibasyon islemi
uygulandiktan sonra -20°C de muhafaza edilmistir. Elde edilen 6rnekler SDS-PAGE
de vyiritilerek (200V, 50dk) elde ettigimiz jellere giimiis boyama islemi
uygulanmistir. Boyama isleminden sonra jeller goriintileme cihaziyla

goriintlilenmistir.
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Cizelge 8: Protein konsantrasyon degerleri.

Absorbans Yok Olma Protein Konsantrasyonu
Protein Degeri (A2sonm) | Katsayisi (mol)(g) (Azgonm= €.c.1)
Dr LARP6A- 0,260 24075 10,8uM
NTD-La Modidl
Xm LARPG6- 0,114 22585 50,5uM
NTD-La Moddl
Hs LARP6- 0,743 32430 22,91uM
NTD-La Modldl

3.2.5. Elektro mobilite degisim analizi (EMSA, Elektro mobility shift assay)

Saflastirilmis NTD-La Modil proteinlerinin  RNA baglanma aktiviteleri
degerlendirilmesinde EMSA kullanilmistir. Bu islem igin 6ncelikle insan LARP6

proteini icin RNA ligand tanimlanmasi yapilmalidir.

Saflastirilan NTD-La Modil proteinlerinin karekterizasyonu ayni zamanda her
bir protein i¢in izole edilmis La Modiiller ve tam uzunluk LARP6 proteinler ile

karsilastirilmistir.

LARP 6 proteini ve RNA ligandlar1 arasindaki baglanma iliskisini &lgme
amactyla EMSA testi uygulanmustir. ilk olarak 10X baglanma tampon stok
hazirlanmis (100 mM Tris-HCI (pH 7,46 4°C’de), 200 mM KCI ve 10 mM MgCly)
ve -20°C de saklanmigtir. Daha sonra 1X baglanma tampon + %215 gliserol
hazirlanmistir. Biyotinlenmis RNA 80°C de iki dakika 1sitilmadan 6nce buz iistiinde
bekletilmistir. Protein diliisyonlar1 0,5 mL steril otoklav mikrosantrifiij tliplerde
gerceklestirilmistir.  Baglayici tampon (Binding tampon) ve protein (2 mM)
karisimina seri bir sekilde dillisyon islemi yapilmistir. Hazirlanan diliisyon
karigimlarina RNA diliisyonlar1 eklenip, bir saat dengeye ulagsmasi i¢in buz {lizerinde
inkiibasyon uygulanmistir. Hazirlanan reaksiyonlar %35,5’luk poliakrilemit Jele
yiiklenmigtir. 200 V ve 15 dakikada -70°C de 1X TBE (tris-borate-EDTA) tampon
uygulanarak elektroforez yapilmistir. Elektroforez isleminin calisip calismadigin
kontrol icin %50 sukroz bromofenol mavi soliisyonuda elektroforez islemine
yiiklenmistir. Daha sonra protein RNA kompleksi Transblot Turbo (25 V, 1.0 A, 30

dk) islemi ile Hybond-N+ membranina aktarilmistir. Sonrasinda ise 45 saniye, 120
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mJ/cm? UV kullanildiktan sonra bir gece kurumaya birakilmistir. Biyotinlenmis
RNA, LightShift RNA EMSA Chemiluminescence Nucleic Acid Detection Module
(ThermoScientific) kullanilarak saptanmistir. Bunu takiben membranlar ChemiDoc

XRS+molekiiler imager cihazinda kemiluminesens protokolii ile goriintiilenmistir.
4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Danio rerio, Xiphophorus maculatus ve Homo sapiens Turlerine Ait

Klonlama sonuclari

Zebra balig: (D. rerio), plati balig1 (X. maculatus) ve insan (H. sapiens) 6rnekleri icin
kullanilan ekspresyon vektorii Castro vd (2017) tarafindan agiklandigi gibi elde
edilmis ve deneylerimizde kullanilmistir. Alt1 adet yapi elde edilmistir: Bu alti
yapidan ilk ti¢ii her bir LARP6 proteininin NTD-La Modul yapilarini igerir [Xm
LARP6 (1-280) proteini, Hs LARP6 (1-300) proteini, Dr LARP6A (1-290) proteini].
Ikinci gruptaki yapilar ise zebra baligi LARP6A yapisina ait kisimlardan (fragment)
olusur [Dr LARP6A La Modul (60-290) proteini, Dr LARP6A La Motif (60-157)
proteini ve Dr LARP6A RRM (175-290)]. Proteinlerin kodlama dizinlerini
¢ogaltmak i¢in PCR yontemi kullaniimistir (Cizelge 3). Olusan PCR sonuglari % 0,8
agaroz jel elektroforezi ile saflastirilmistir. Hs LARP6 (1-300) proteini ve Dr
LARPGA (1-290) proteini, Dr LARP6A La Modul (60-290) proteini, Dr LARP6A
La Motif (60-157) proteini ve Dr LARP6A RRM (175-290) PCR sonucu Sekil
4.1.A’da gosterilmistir. Sekil 4.1.B ise Xm LARP6 (1-280) kodlama sekansinin
agaroz jel elektroforezinin (% 0,8 konsantrasyon) sonuglarini géstermektedir. Protein
ekspresyon plasmidini olusturmak icin, PCR drnleri ve plasmid vektorunun her biri
Ndel ve Xhol sinir enzimleri ile ¢ift tarafli kesilmistir (Sekil 4.2). Kesilen {riinler
tekrar % 0,8 jel elektroforezde yiiriitiildiikten sonra saflagtirma islemi uygulanmistir.
Jel ekstraksiyonundan sonra, her iki ucu kesilmis olan DNA pargalar1 plasmid ile

birlikte baglandiktan sonra bakterilere transformasyon islemi gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.1 Band ekstraksiyonundan sonraki PCR (rlnlerinin agaroz jel gorintisi. (A)
DNA markir (1) , Dr LARP6a La Modiil (2) , Dr LARP6a La Motif (3) ,
Dr LARP6a RRM (4), Hs LARP6 NTD-La Modil (5) , Dr LARP6a
NTD-La Modiil (6). (B) DNA markir (1) Xm LARP6-NTD-La Modiil,
(2) ve (3). Jeldeki bant araliklar1 Dr LARP6a La Modiil i¢in ~717 bp, Dr
LARP6a La Motif icin ~324 bp, Dr LARP6a RMM i¢in ~423 bp, Hs
LARP6-NTD-La Modul igin ~985 bp, Dr LARP6a-NTD-La Modul igin
~894 bp ve Xm LARP6-NTD-La Modl igin ~864 bp’dir.

Jeldeki bant araligi beklentimiz dogrultusunda araliginda gozlenmistir. Dr
LARP6a La Modil , Dr LARP6a La Motif , Dr LARP6a RRM , Hs LARP6 NTD-La
Modul , Dr LARP6a NTD-La Modul ve Xm LARP6-NTD-La Modiil protein DNA s1
Cizelge 1°de verilen primerler ile protein ile ilgili olan bodlge (kodlanan sekans)

kullanilarak ¢ogaltma islemi yapilmistir.

Protein kodlama DNA’s1 ve plasmid DNA’smi iki tarafli Ndel ve Xhol
enzimleri kullanilarak yapilan kesme iglemi sonrasi agoroz jelde yiiriitme islemi

yapilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Protein kodlama DNA’s1 ve plasmid DNA’sinin iki tarafli Ndel ve Xhol

enzimleri kullanilarak yapilan kesme isleminden sonra agoroz jelde
yuriitme iglemi. (M) markir, (1) Dr LARP6a La Moddl, (2) Dr LARP6a
La Motif, (3) Dr LARP6a RRM (4) plasmid DNA (pET28a, ~5360 bp).
Band araliklari Dr LARP6a La Moddl igin ~717bp, Dr LARP6a La Motif
icin ~324bp, Dr LARP6a RRM igin ~423bp ve plasmid DNA (pET28a)
~5360 bp olarak gozlemlenmistir.

Transformasyon islemi sonucu Kanamisin antibiyotigi iceren LuB agar plate
ekilen E. coli 37°C’de bir gece inkiibasyondan sonra koloniler gézlemlenmistir. Bu
da transformasyon isleminin basariyla gerceklestiginin gostergesidir. Bu islemden
sonra plazmid DNA’sin1 ekstrakt edebilmek i¢in DNA miniprep islemi QIAprep
Spin Miniprep kit uygulanarak elde edilmistir. Miniprep protokolii basari ile
uygulandiktan sonra nanodrop ile konsantrasyon Ol¢iimii yapildiktan sonra
etiketleme iglemi ile birlikte -20°C’de plasmid DNA’larimiz bir sonraki islem

uygulanmak amaciyla saklanmistir.

Xm LARPG6 (1-280) proteini, Hs LARP6 (1-300) proteini, Dr LARP6a (1-290)
proteini, Dr La Modul LARP6a (60-290) proteini, Dr LARP6a La Motif (60-157)
proteini, Dr LARP6a RRM (175-290) proteinlerinin ¢ift tarafli (Ndel/Xhol)
enzimleri kullanilarak kesilmesi sonucu plasmid DNA’sima aktarilmasindan sonra

gerekli kontrol ¢alismas1 yapilmastir.

Saflagtirma islemini gerceklestirecegimiz plazmidlerin dogru yap1 igerigine

sahip oldugunu anlamak amaciyla Ndel/Xhol enzimleri kullanilarak kiiciik 6l¢ekli iki
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uclu kesme islemi yapilmistir. Bir 6nceki deneyde elde ettigimiz yap1 ve plazmid
dogru sekilde birlesme islemi olmus ise bu basamakta agaroz jelde cift tarafli kesme
islemi sonucu iki adet bant olusumu gerceklesmelidir. Bunlardan bir tanesi elde
etmek istedigimiz yap1 biyiikliigiinde ve diger bantta plasmidin biyiikliigiinde
olmalidir. Bu deneyde tiim yapilarimiz bekledigimiz bant biiyiikliigiinde ¢ikmistir bu
da kesme ve birlestirme prosediriimiiziin basarili sekilde gergeklestigini
dogrulamistir. Sekil 4.3’de bu dogrulama caligmasinin agoroz jeldeki (% 0,8
konsantrasyonunda) gorintusii verilmistir. Test ettigimiz plazmid 6rnegi ve DNA
bolgelerinde elde edilen biitiin bantlarin beklenilen bolgedeki dogru biiyiikliikte
ortaya c¢iktigini gostermistir. Bu da yaptigimiz ligasyon isleminin basarisini
kanitlamistir. Bu islemden sonrasinda plasmidlerimiz sekans dogrulamasi i¢in Sanger

firmasina génderilmistir (Genewiz, Inc).

Sekil 4.3. LARP6 proteinini kodlayan bolge DNA’s1 ve plazmid DNA’st (P) ile
klonlama islemi yapildiktan sonra yapilan kontrol ¢aligmasi. (A): (1)
markir, (2) Dr LARP6a La Modul (60-290), (3) Dr LARP6a La Motif
(60-157), (4) Dr LARP6a RRM (175-290), (5) Hs LARPG6 (1-300), (6)
Dr LARP6a (1-290). Band araliklari Dr LARP6a La Modil (60-290)
icin ~717bp, Dr LARP6a La Motif (60-157) icin ~324bp, Dr LARP6a
RMM (175-290) igin ~423bp, Hs LARP6 (1-300) ~985bp, Dr LARP6a
~894bp dir. (B): (1) Protein markiri, (2), (2) Xm LARP6 (1-280) (ayni
ornek iki kez jele yiiklenmistir) protein ilgili sekans kod bdolgesi ve

plazmid DNA’s1 ayristirilarak yapilan kontrol ¢aligmasi.
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DNA parcacigi ve plasmid beklendigi gibi ayristirilmig ve beklenen bolgelerde
bant araliklart gozlenmistir. Jeldeki bant araligi beklentimiz dogrultusunda
XmLARPG6 (1-280) igin ~864 araliginda olup plasmid ve protein ile ilgili sekans

bolgesi pargaciginin ayrismasi ile bantlar beklenen bolgede goriinmiistiir.

LARP6 NTD-La Moddl proteinleri ve Dr LARP6a La Moduli icin ekspresyon
caligmasi yapilmistir. Rosetta™ (DE3) pLysS kompedan hiicreleri insan Hs LARP6
proteininin ekpresyonunda temel bir yonlendirmeye sahiptir. X. maculatus ve D.

rerio baliklart LARPG6 proteinleri i¢in ayn1 yontem kullanilmistir (Sekil 4.4-4.7).
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Sekil 4.4. Dr LARP6a (1-290) proteinin Rosetta™ (DE3) pLysS kompedan
hiicresi kullanilarak yapilan ekspresyon g¢alismasi. (A) Coomassie boyasi
ile boyanmug, (B) anti-His western blot yontemi. Not: Y ekseni kDa ve X

ekseni saat olarak verilmistir. (M, markir).

Yapilan bu ¢alismada oncelikle His6-tagged bileseni igeren rekombinant DNA
protein bileseni Rosetta (DE3) E. coli kompedan hiicreleri kullanarak eksprese
edilmistir (Sekil 4.4). Bu islem sirasinda E. coli ¢agalmasini indirgemek amagh 1mM
IPTG kullanilmigtir. 8 saat siire ile uygulanan 18°C de inkiibasyon islemi siiresince
diizenli her iki saat araliginda (0., 2., 4., 6. ve 8. saatte ) Orneklendirme g¢aligsmasi
yapilmistir. Belirli araliklarla elde ettigimiz hicreler 1x SDS-PAGE tampon
kullanarak pargalanmstir. Elde ettigimiz 6rnekler Coomassie boyasi (Sekil 4.4A) ve
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SDS-PAGE yontemi kullanilmis ve anti-His western blot yontemi uygulanmistir
(Sekil 4.4B). Elde edilen goriintillerde ~43-45 kDa seviyesinde, bantlarimiz
gorintiilenmis ve ilerleyen zamanlarda bantdaki yogunluk artarak devam etmistir. Bu
da bize inkiibasyon zamanindaki artig ile birlikte ekspresyon isleminin

gerceklestigini ifade etmektedir.
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Sekil 4.5. Hs LARP6 (1-300) proteinin Rosetta™ (DE3) pLysS kompedan hiicresi
kullanilarak yapilan ekspresyon g¢alismasi. (A) Coomassie boyasi ile
boyanmig, (B) anti-His western blot yontemi. Not: Y ekseni kDa ve X

ekseni saat olarak verilmistir. (M, markir).

Yapilan bu ¢alismada oncelikle His6-tagged bileseni igeren rekombinant DNA
protein bileseni Rosetta (DE3) E. coli kompedan hicreleri kullanarak eksprese
edilmistir. Bu islem sirasinda E. coli ¢agalmasini indirgemek amagli 1mM IPTG
kullanilmistir. 8 saat siire ile uygulanan 18°C de inkiibasyon islemi siiresince diizenli
her iki saat aralifinda (0., 2., 4., 6. ve 8. saatte ) Orneklendirme ¢aligmas1 yapilmustir.
Belirli araliklarla elde ettigimiz hiicreler 1x SDS-PAGE tampon Kkullanarak
parcalanmistir. Elde ettigimiz 6rnekler SDS-PAGE yontemi kullanilmis Coomassie
boyast (Sekil 4.5A) ve anti-His western blot yontemi (Sekil 4.5B) uygulanmistir.
Elde edilen goriintilerde ~50 kDa seviyesinde bantlarimiz goriintiilenmis ve

ilerleyen zamanlarda bantdaki yogunluk artarak devam etmistir. Bu da bize
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inkiibasyon zamanindaki artis ile birlikte ekspresyon isleminin gergeklestigini ifade

etmektedir.
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Sekil 4.6. Xm LARP6 proteinin RosettaTM (DE3) pLysS kompedan hcresi
kullanilarak yapilan ekspresyon calismasi. (A) Coomassie boyasi ile
boyanmis, (B) anti-His western blot yontemi. Not: Y ekseni kDa ve X

ekseni saat olarak verilmistir. (M, markir).

Yapilan bu ¢alismada oncelikle His6-tagged bileseni i¢eren rekombinant DNA
protein bileseni Rosetta™ (DE3) E. coli kompedan hiicreleri kullanarak eksprese
edilmistir. Bu islem sirasinda E. coli ¢ogalmasini indirgemek amagli 1mM IPTG
kullanilmistir. 8 saat siire ile uygulanan 18°C de inkiibasyon iglemi siiresince diizenli
her iki saat araliginda (0., 2., 4., 6. ve 8. saatte ) Orneklendirme ¢alismasi yapilmistir.
Belirli araliklarla elde ettigimiz hicreler 1x SDS-PAGE tampon kullanarak
pargalanmistir. Elde ettigimiz 6rnekler SDS-PAGE yontemi kullanilmig, Coomassie
boyasi (Sekil 4.6A) ile boyanmig ve anti-His western blot yontemi (Sekil 4.6B)
uygulanmistir. Elde edilen goriintilerde ~50 kDa seviyesinde bantlarimiz
goruntilenmis ve ilerleyen zamanlarda bantdaki yogunluk artarak devam etmistir. Bu
da inkiibasyon zamanindaki artis ile birlikte ekspresyon isleminin gergeklestigini

ifade etmektedir.
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Sekil 4.7. Dr LARP6A La Modil (60-290) proteinin Rosetta™ (DE3) pLysS
kompedan hiicresi kullanilarak yapilan ekspresyon c¢alismasi. (A)
Coomassie boyasi ile boyanmis, (B) anti-His western blot yontemi. Not:

Y ekseni kDa ve X ekseni saat olarak verilmistir. (M, markir).

Yapilan bu ¢alismada oncelikle His6-tagged bileseni iceren rekombinant DNA
ptrotein bileseni Rosetta™ (DE3) E. coli kompedan hiicreleri kullanarak eksprese
edilmistir. Bu islem sirasinda E. coli ¢agalmasini indirgemek amagli ImM IPTG
kullanilmistir. Sekiz saat slre ile uygulanan 18°C de inklbasyon islemi siiresince
diizenli her iki saat araliginda (0., 2., 4., 6. ve 8. saatte) orneklendirme caligsmasi
yapilmistir. Belirli araliklarla elde ettigimiz hucreler 1X SDS-PAGE tampon
kullanarak pargalanmistir. Elde ettigimiz 6rnekler SDS-PAGE yontemi kullanilmus,
Coomassie boyasi (A) ve anti-His western blot yontemi (B) uygulanmistir. Elde
edilen gorintiilerde ~36 kDa seviyesinde bantlarimiz goriintilenmis ve ilerleyen
zamanlarda bantdaki yogunluk artarak devam etmistir. Bu da bize inkibasyon

zamanindaki artis ile birlikte ekspresyon isleminin gerceklestigini ifade etmektedir.

Ekspresyon yaptigimiz Hs LARP6 NTD-La Modil (1-300), Xm LARP6-NTD-
La Modiil (1-280), Dr LARP6a-NTD-La Moddl (1-290) ve Dr LARP6a (60-290) La
Modul orneklerinin molekiil agirliklart sirastyla 36.080 kDa, 33.023 kDa, 34.156
kDa ve 27.931 kDa’dir. Yaptigimiz jel yiiriitme ¢aligmasinda bantlar bu biyuklikte
olmasina ragmen, bantlar Hs LARP6 (1-300) NTD La Modil yapilarinin, Xm
LARP6 (1-280) NTD La Modil yapist ve Dr LARP6a (1-290) NTD La Modul
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yapisi i¢in ~48 kDa bant araliginda gozlenirken, Dr LARP6 La Modul (60-290) igin
~37 kDa biiyiikliglinde ortaya ¢ikmustir.

Diger bir deyisle proteinler SDS-PAGE iizerinde yaklasik olarak tahmin
ettigimiz molekiiler agirliktan 10 kDa daha biiylik miktarda goriinmiistiir. Protein
molekiiler agirliklarina gore yapilan ayristirma analizleride kullandigimiz SDS-
PAGE yontemi negatif yiikten pozitif yiilke dogru hareket eden bir yontemdir. Ayn1
zamanda analizde kullanilan tampon icerisindeki SDS negatif yukludur ve proteinin
hidrofobik alanlarina baglanarak yogun ve kivrimli sekilde bulunan proteinin

acilmasini saglar.

Ayn1 zamanda SDS tampon iginde bulunan yikler proteinimizi olusturan
aminoasit yiizeylerini kaplayarak jelin iist bolgelerinde kalmasina neden olur. Guan
vd (2015) tarafindan yapilan ¢alismada gelistirdikleri bir metotta SDS-PAGE’ de
gercekte olan ve goriinen molekiiler agirlik arasindaki farkin proteinin sahip oldugu
negatif yiikiin sebep olup olmadigini ortaya g¢ikarmaya calismislardir. Guan vd
(2015)’ ne gore y=276.5x-31.33 (x=asidik aminoasitlerin yiizdesi (11.4%=<x<51.1%
araliginda olmali, y= her aminoasit i¢in ortalama molekiil agirhigi) formiili
uygulanarak beklenilen molekiil agirlhigi ile gozlemledigimiz molekil agirlig
arasindaki fark hesaplanabilmektedir. Fakat arastirmacilarin  bu yaptiklar
aragtirmalart da bu bilgiyi desteklememektedir. Ayni hesaplama yaptigimiz
deneylere de uygulandiginda aradaki fark 2.76 kDa olarak ortaya ¢ikmistir ve bu da
verilen bilgiyi dogrulamamaktadir. Hesaplanan bu fark beklenen ve ortaya ¢ikan
molekiiler agilik arasinda var olan 10 kDa farktan oldukga kii¢iik bir degerdir. Bu
bilgilere dayanarak beklenen molekiil agirlig: ile jelde goruntllenen bantlar protein
izoelektrik degerinin (pl) yeterince asidik olmamasindan dolayr sonucu orantili
cikmamistir olarak yorumlanmistir ve sonu¢ anlamli ¢ikmamistir. Proteinimizin
agirligr ile asidik amino asitlerin toplaminin yiizdesi ile SDS-PAGE de gozlenen
molekiler agirlik arasinda dogrusal bir baglanti vardir.  Bir proteinin molekiiler
agirhigr kendisini olusturan aminoasit igerigine baghidir. Aym1 zamanda icerdikeri
aminoasitlere bagli olarak eksi ya da art1 yiike sahiptirler. Bu aminoasitler igerisinde
asil belirleyici faktor ise hidrofobik aminoasit olan aspartik asit ile glutamik asit
yiizdeleri toplamidir. Bu bilgilere dayanarak beklenen molekiil agirligi ile jelde

goriintlilenen bantlar anlamli ¢ikmustir.
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Guan vd (2015) asidik aminoasit ylzdesi 11,4% and 51,1% arasinda olan
aminoasitler i¢in uygun c¢alisabilen bir model 6nermelerine ragmen bizim LARP6
proteinimizde ise bu degerler 12,3 % ile 15,3 % arasinda asidik aminoasit yiizdesine
sahiptir. Guan modelinin bizim proteinimiz i¢cin uygun bir model olmadigi
anlagilmaktadir. Calisilan proteinlerin pl degerleri arasinda farkliliklar oldugu
goriilmektedir. Sunduklart model % 10,3 asidik aminoasit yiizdesi i¢eren bir proteini
dogru bir sekilde tahmin ederken, bu protein 8,6 pl degerine sahiptir. LARPG6
proteinlerinin pl degerleri hesaplandiginda 5,93 — 9,06 olarak bulunmustur. Bu
degerler asidik proteinlerin smir ¢izgisine denk gelirken, bazilart Guan analizine
uygun olup, bazilar1 olmamaktadir. Dikkate alinmasi gereken degiskenler (asidik
aminoasit ile pI degeri) sadece proteinlerin ikincil yapisina ait asidik aminoasitler

degil proteinlerin negatif yiik dagilimlaridir.

Proteinlerin saflagtirilmasi (Hs LARP6 (1-300), Xm LARP6 (1-280), Dr
LARPGa (1-290): Hs LARP6 (1-300), Xm LARPG6 (1-280) ve Dr LARP6A (1-290)
proteinlerinin saflastirilmast uygun tamponlarin optimizasyonu ile miimkiidiir.
Ekspresyon islemi icin Rosetta™ (DE3) E. coli hiicreleri kullanarak hiicre kiltiri
sonucu elde ettigimiz peletler LB ile (Xm LARP6 (1-280) ve Dr LARPG6a (1-290):
icin 50 mM sodyum fosfat pH 8,0, 200 mM NaCl, 300 mM Nal, 500 mM glukoz, 10
mM imidazol; HSLARP6 (1-300): icin 50 mM sodyum fosfat pH 7,4, 300 mM NacCl,
10 mM imidazol iceren LB kullanilmistir) sonikasyon islemi uygulamasi ile
pargalanma islemi yapilis ardindan nikel affinite kromografi islemi igin daha
Onceden Castro vd (2017) tarafindan denenmis tamponlar segilmis ve basariyla
uygulanmistir. Churion vd’ye (2012) gore tampon sec¢imi yapilirken oncelikli olarak
hangi kimyasal maddelerin ¢o6ziiniirliigli artiracagi birinci konu iken optimal
kimyasallarin ve en iyi konsantrasyon seviyelerini belirlenmesi protein saflastirma ve
karakterizasyon c¢aligmalarinin temel noktarindan bir tanesidir. 300 mM Nal ve 500
mM glukoz proteinde purifikasyon isleminde c¢oziiniirliigli artirmakta ve balik
proteinlerinde olusabilecek bozulmalari en aza indirgemektedir. Nikel affinite islemi
sonucu elde ettigimiz fraksiyonlara jel elektroforez islemi yapilmig daha sonra
Coomassie boyasi ile boyanmistir. Eliisyon tampon (EB) i¢inde kullanilan yiiksek
konsantrasyondaki imidazolden faydalinarak LARP6 proteinlerinin nikel resineden

(regine) ayrilmasi saglanmistir.
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Hs LARP6 (1-300) proteini i¢in EB1; Xm LARP6 (1-280) ve Dr LARP6a (1-
290) proteinleri i¢in EB1, EB2, EB3 alinmistir (Sekil 4.8., 4.9 ve 4.10.). Bir araya
toplanan elusyon fraksiyonlar1 molekiiler agirliklarina goére ayrigtirilmak tizere

kullanilan kromotografik yontem i¢in yogunlastirilarak hazirlanmigtir.
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Sekil 4.8. Hs LARP6 (1-300) proteininin afinite kromotografi fraksiyonlarmin

gorinumda: Kisaltmalar: M, markir; FT, dogrudan akis (Tampon uygulamasi éncesi);

LB, lizis tampon; WB, yikama soliisyonu; EB, elisyon tampon. Not: Y ekseni kDa.

Elde edilen fraksiyonlar jel elektroforez yontemi ile ayristirillmig ve Coomasie
boyasi ile boyanmistir. Eliisyon tampon 1 direkt olarak hi¢ bir islem yapilmadan
daha detayli saflagtirma islemi amaciyla AKTA Pure Fast Protein Liquid
Chromatography cihazina yiiklenmistir. 42-43 kDa araliginda goriinen bant Hs
LARP6 (1-300) proteininin yapisiyla uyumlu oldugu gériinmiis ve istenen protein
biiyiikligii oldugu anlagilmistir.
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Sekil 4.9. Xm LARP6 (1-280) proteininin afinite kromotografi fraksiyonlarinin

gorinumda: Kisaltmalar: M, markir; FT, dogrudan akis (Tampon uygulamasi dncesi);

LB, lizis tampon; WB, yikama sollisyonu; EB, elisyon tampon. Not: Y ekseni kDa.

Elde edilen fraksiyonlar jel elektroforez yontemi ile ayristirilmis ve Coomasie
boyasi ile boyanmustir. Eliisyon tampon 1, eliisyon tampon 2 ve ellisyon tampon 3
tek bir havuzda toplanip konsantrasyonu homojen hale getirildikten sonra
VivaspinTM santrifiij yogunlastiricist (MWCO 10000, Sartorius) kullanilarak 4000
xg, 4°C’de 5 dakika santrifiij isleminden sonra daha detayli saflagtirma islemi
amaciyla AKTA Pure Fast Protein Liquid Chromatography cihazina yiiklenmistir.
Yaklagik olarak 45 kDa araliginda goriinen bant Xm LARP6 (1-280) proteininin
yapistyla uyumlu oldugu goriinmiis ve istenen protein biyiikligi oldugu

anlasilmistir.
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Sekil 4.10. Dr LARP6A (1-290) proteininin afinite kromotografi fraksiyonlarinin

gorinumda. Kisaltmalar: M, markir; FT, dogrudan akis (Tampon uygulamasi dncesi);

LB, lizis tampon; WB, yikama sollisyonu; EB, eliisyon tampon. Not: Y ekseni kDa.

Elde edilen farksiyonlar jel elektroforez yontemi ile ayristirilmis ve Coomasie
boyasi ile boyanmistir. Eliisyon tampon 1, eliiyon tampon 2 ve elisyon tampon 3 tek
bir havuzda toplanip konsantrasyonu homojen hale getirildikten sonra VivaspinTM
santrifiij yogunlastiricist (MWCO 10000, Sartorius) kullanilarak 4000 xg, 4°C’de 5
dakika santrifiij isleminden sonra daha detayli saflastirma islemi amaciyla AKTA
Pure Fast Protein Liquid Chromatography cihazina yiiklenmistir. Yaklasik olarak 43
kDa araliginda goriinen bant Dr LARP6a (1-290) proteininin yapisiyla uyumlu

oldugu goriinmiis ve istenen protein biiyiikliigii oldugu anlagilmistir.

4.2. Buyiikliik Ayristirma Kromatografisi

Biiyiikliige dayali ayristirma kromatografisi (size exclusion chromatography)
kullanilarak ek bir saflastirma islemi (nikel-saflagtirma) sonucu elde edilen
proteinlere uygulanmistir. Bu islem yapilirken Sephadex 200 jel kolonu
kullanilmistir. Bu yontem iki islevi gergeklestirir: (1) ElUsyon fraksiyonlarinda
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bulunan yiiksek konsantrasyondaki imidazolii uzaklastirir ve (2) karisim iginde
bulunan proteinleri biiyiikliiklerine gore ayirir. Buda kiimelenmis ve monomerik

proteinlerin ayrilmasina izin verir.

Sekil 4.11°de Hs LARP6 (1-300) ornegi i¢in elisyon tamponin kullanildig:
fraksiyonlar yaklasik olarak 42-43 kDa seviyelerinde ortaya ¢ikmigtir. Seklimizde
cok agikca goriilmektedir ki eliisyon tampon 1’de ortaya ¢ikan bant proteinimizin
yogun bir sekilde tek bir fraksiyonda olduk¢a yogun ve proteinde herhangi bir
bozulma goOstergesi olmadan dizgun bir sekilde islemin gergeklestigini
gotermektedir. Bu nedenle eliisyon tampon 1 ile elde ettigimiz fraksiyon dogrudan
olarak AKTA Pure Fast Protein Liquid Chromatography cihazina (GE Healthcare,
Little Chalfont, United Kingdom) yiiklenmis S200 Sephadex kolonu ile biiyiikliik

6lcekli kromotografi yontemi kullanilmastir.
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Sekil 4.11. Hs LARP6 NTD ve La Modiil (1-300)° iin S200 biiyiikliige dayalt

ayristirma kromatografisi.

Nikel affinite kromotografisi sonucu elde ettigimiz en uygun ellisyon tampon 1

fraksiyonu 0,2 pm o6lgekli siringa filtresi kullanilarak FPLC cihaza yiikklenmistir. UV
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absorbans degeri 280 nm’de ve 1 ml/dak akis hizinda proteinin goriintilemesi
alinmistir. Fraksiyonlar 2 mL lik alikuatlar olarak otomatik olarak alinmistir. Elde
edilen 4 pik goriintiisiinden, sadece 80ml’de olan asil pik goriintiisii proteinimize
aittir.  Yapilan hesaplamada protein molekiiler agirhigt ~100 kDa olarak
belirlenmistir, bu da proteinin dimer (iki monomer protein) yapisinda oldugunu

onermektedir (tahmin edildigi gibi proteinimize ait MW ~ 45 kDa’dir).

72 —
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Sekil 4.12. Hs LARP6 proteinine ait fraksiyonlarin SDS-PAGE gorintlsi. Not: Y
ekseni kDa, X ekseni fraksiyonlar, M markir.

Hs LARP6 buyuklik 6lcekli kromotografi yontemi ile ortaya ¢ikan protein
karisimi 0,2 pm siringa filtresi kullanilarak cihaza enjektesinden sonra 2mlL’lik
alikuatlar elde edilmis. Bu alikuatlar sirasiyla 24. fraksiyondan baglanarak 31.
fraksiyonda dahil olmak Uzere SDS-PAGE ile yiiriitilmiis protein molekiiler
biiyiikliigiinii belirlemek amaciyla ilk kuyucukta (markir) konulmustur (Sekil 4.12).
Elde edilen jel daha sonra Coomasie boyasi ile boyama islemi ile boyanmistir. 25,
26, 27, 28 ve 29 numarali alikuatlar bir araya getirilip maksimum bir sekilde
homojen hale getirildikten sonra 50l lik alikutalar seklinde s1vi azot yardimiyla hizl
bir sekilde dondurularak -70 °C’de stoklanmustir.
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Sekil 4.13. Xm LARP6 NTD ve La Modil (1-280)" iin S200 biiyiiklik ayristirict

kromatografisi.

Nikel affinite kromatografisi sonucu elde ettigimiz en uygun ellsyon tampon 1,
elusyon tampon 2 ve elisyon tampon 3 fraksiyonlar1 konsantrasyonu 2-2,5 mL
olacak sekilde 5000 xg santrifiij islemi ile 10 kDa esik degerinde molekiiler agirliga
indirgeyerek gozenek biiyiikliigi 0,2 pm oOlgekli siringa filtresi kullanilarak FPLC
cihazma yiiklenmistir. UV absorbans degeri 280 nm’de ve 1 ml/dak akis hizinda
proteinimizin goruntilenmesi alinmistir (Sekil 4.13). Fraksiyonlar 2 mL lik alikuatlar
olarak otomatik olarak alinmistir. Elde edilen goriintii sadece bir adet pik
goriintiisiine sahiptir. Yapilan hesaplamada pikin molekiiler agirhigi 82 kDa olarak
Ol¢iilmiistiir. Bu proteinin dimer yapida oldugunu onermektedir (tahmin edilen

miktar MW ~ 45 kDa).
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Sekil 4.14. Xm LARPG6 proteinine ait fraksiyonlarin SDS-PAGE gorunttsu. Not: Y

ekseni kDa, X ekseni fraksiyonlar, M markir.

Xm LARP6 FPLC buytkluk o6lcekli kromotografi yontemi ile ortaya
¢ikardigimiz protein karigimi 0,2 um siringa filtresi kullanilarak cihaza enjektesinden
sonra 2mL’lik alikuatlar elde edilmis. Bu alikuatlar sirasiyla 14. fraksiyondan
baslanarak 15. ve 16. fraksiyon ile 24. fraksiyondan 33. fraksiyon da dahil olmak
Uzere SDS-PAGE ile yiiriitiilmiis protein molekiiler biiytikliiglinii belirlemek
amactyla ilk Kkuyucukta, sonraki kuyucuga ise bilyiikliik olgekli kromotografi
yontemi ile elde ettigimiz protein konulmustur. Elde edilen jel daha sonra Coomasie
boyasi ile boyama islemi ile boyanmistir (Sekil 4.14). 26, 27, 28, 29 ve 30 numarali
alikuatlar bir araya getirilip maksimum bir sekilde homojen hale getirildikten sonra
50l lik alikutlar seklinde sivi azot yardimiyla hizli bir sekilde dondurularak -70

°C’de stoklanmustir.
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Sekil 4.15. Dr LARP6A NTD ve La Modul (1-290)’ iin S200 biiyiikliikk ayristiric

kromatografisi.

Nikel affinite kromotografisi sonucu elde ettigimiz en uygun eliisyon tampon
1, elGsyon tampon 2, elusyon tampon 3 ve eliisyon tampon 4 fraksiyonlar
konsantrasyonu 2-2,5 mL olacak sekilde 5000 xg santrifiij islemi ile 10 kDa esik
degerinde molekiiler agirliga indirgenip (moleculer weight cuttoff, MWCO) 0,2 um
Ol¢ekli siringa filtresi kullanilarak FPLC cihaza yiiklenmistir. UV absorbans degeri
280 nm’de ve 1 ml/dak akis hizinda proteinimizin goriintiilemesi alimmistir (Sekil
4.15). Fraksiyonlar 2 mL’ lik alikuatlar olarak otomatik olarak alinmistir. Elde edilen
goriintii iki ana pik icermektedir. 65ml ve 80ml’ de olan bu pikler globular (kiresel)
molekiiler yapisina uygun oldugunu diisiinmekteyiz. Olas1 olarak bunlar sirasiyla 100

kDa ve 250 kDa molekdiler agirliga sahip olarak pentamer ve dimer yapili olabilirler.
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Sekil 4.16. Dr LARP6 proteinine ait fraksiyonlarin SDS-PAGE goruntusu. Not: Y

ekseni kDa, X ekseni fraksiyonlar, M markir.

Dr LARP6A Biiyiikliik 6l¢ekli kromotografi yontemi ile ortaya ¢ikardigimiz
protein karisgimi 0.2 pm siringa filtresi kullanilarak cihaza ejektesinden sonra
2mL’lik alikuatlar elde edilmis. Bu alikuatlar sirasiyla 19. fraksiyondan baslanarak
30. fraksiyon da dahil olmak tzere SDS-PAGE ile yiiriitiilmiis protein molekiiler
blyukligiini belirlemek amaciyla ilk kuyucukta (M) konulmustur. Elde edilen jel
daha sonra Coomasie boyasi ile boyama islemi ile boyanmistir (Sekil 4.16). 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27 ve 28 numaral1 alikuatlar bir araya getirilip maksimum bir sekilde
homojen hale getirildikten sonra konsantrasyonu 2-2.5 mL olacak sekilde 5000 xg
santrifiij islemi ile 10 kDa esik degerinde molekiiler agirliga indirgendikten sonra
(MWCO) 50pl lik alikutalar seklinde sivi azot yardimiyla hizli bir sekilde
dondurularak -70 °C’de stoklanmustir.

FPLC cihazi kullanilarak S200 tampon esliginde S200 Sephadex kolon
kulanilarak daha once biiytikliik 6l¢ekli kromotografi yontemi sonucu elde ettigimiz
protein igerikli karigim 0.2um siringa filtresi ile cihaza verilmis, 280 nm absorbans

degerinde goriintlilenerek 2 mL’lik alikuatlar elde edilmistir. Elde edilen alikuatlar
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elde edilen piklerin yardimi ile yorumlanarak SDS-PAGE yoOntemi ile jelde

yiirlitiilmiis ve Coomasie boyasi ile boyanmustir.

Biiytikliik ayristirici kolonlardan elde edilmis proteinler beklenen molekiler
agirliktan yaklasik iki kat fazladir. Bu sonug proteinlerin dimer yapida saflagsmis
oldugunu ifade edebilmektedir. Bu sonu¢ Castro vd (2017)’nin tam-uzunluktaki balik

ve insan proteinlerinde gézlemledigi sonuglara benzerlik gostermektedir.

4.3. Simirh Protealiz

Insan Hs LARP6 (1-300) ve iki balik tiiriiniin Xm LARP6 (1-280) ve Dr
LARPGa (1-290) protein yapilarinin birbirleriyle olan benzerligini ve farkliligini
ortaya ¢ikarmak amaciyla siirl protealiz yapilmistir. Pirifikasyon islemi sirasinda
Hs LARP6 (1-300) i¢in kullanilan tampon Xm LARP6 (1-280) ve Dr LARP6a (1-
290) kullanilan tampondan farklidir. Xm LARP6 (1-280) ve Dr LARP6a (1-290)
ornekleri igin kullanilan tampon Yyuksek konsantrasyonda tuz ve ozmolit
icermektedir. Bu nedenle Hs LARP6 (1-300), Xm LARP6 (1-280) ve Dr LARP6a
(1-290) proteinlerinin yap1 ve karaliliklarini etkilemesini engellemek amaciyla
ornekler oncelikle dillisyon islemi yapildiktan sonra konsantrasyonu esitlenen
ornekler sinirli protealiz deneyi yapilmigtir. Bu islem sirasinda tripsin enzimi
kullanilmigtir. Tripsin enzimi kullanmamizin sebebi lizin ve arginin aminoasitlerinin
yaptigi baglart kesme Ozelligine sahip olmasidir. Eger tripsin lizin ve arginin
aminoasitlerine ulasabilirse bunun anlami proteinin igige kivrimli olmayip gevsek bir
yapiya sahip oldugudur. Eger protein yapisi yogun bir sekilde kivrimhi yani kararl
(stabil) bir protein yapisina sahip ise tripsin aminoasitlere ulasamayacak ve kesme
islemini yapamayacaktir. Hs LARP6 (1-300), Xm LARP6 (1-280) ve Dr LARP6a
(1-290) ornekleri +4 °C’de tripsin enzimi ile inkiibasyonu sirasinda belirli
zamanlarda alinan (0., 1., 2., 5., 10., 20., 30., 45., 60. ve 120. dakika) drnekler SDS-
PAGE yontemi uygulandiktan sonra giimiis boya ile boyanmistir. Giimiis boyama
yontemi diger boyama yontemlerine gore daha hassas bir yontemdir ve buda
proteoliz isleminde elde ettigimiz kiigiik boyutlara ayirdigimiz (Srnegin, molekiiler
agirlik olarak) yapilari kii¢iik boyutlu tiriinii gostermede kullanilmistir. Goriintiilenen
tam-uzunluktaki, saflastirilmis Hs LARP6 (1-300), Xm LARP6 (1-280) ve Dr
LARP6a (1-290) ornekleri ~43 kDa bant araliginda ¢ikmistir. Hs LARP6 (1-300)
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(Sekil 4.17) orneginde T20 den itibaren protein yapisindaki kararli yap1
bozulmaktadir. Xm LARPG6 (1-280) ve Dr LARPG6a (1-290) orneklerinin (Sekil 4.18
ve 4.19) jel iizerinde olusan bantlar olduk¢a net ve kararli bir goriiniim
sergilemektedir. NTD ve La modiil yapisina ait b6limun pargalanarak ardindan daha
kiiclik molekiiler agirliga sahip protein pargalarinin ortaya ¢ikmasiyla bant araligi 30-
40 kDa arasinda goziikmiistir.
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Sekil 4.17. Hs LARP6 (1-300) alaninin sinirli protealizi. Not: Y ekseni kDa, X

ekseni dakika, M markir.

Diliisyon islemi yapildikdan sonra +4°C de TO 6rnegi alinmis ardindan tripsin
enzimi eklendikten sonra T1, T2, T5, T10, T20, T30, T45, T60 ve T120 ornekleri
almarak SDS-PAGE elektroforez yontemi kullanilarak jelde yiiriitiliip giimiis
boyasindan sonra goriintiilemesi yapilmistir. T20, T30, T45, T60 ve T120 sirelerinde

alinan 6rneklerde kararlilik yapisinin bozuldugu goriilmektedir.

56



M T0O Tl T2 T5 TI10 T20 T30 T45T60 T120

Sekil 4.18. Xm LARPG6 (1-280) alaninin sinirli protealizi. Not: Y ekseni kDa, X

ekseni dakika, M markir.

Diliisyon islemi yapildikdan sonra +4°C de TO 6rnegi alinmis ardindan tripsin
enzimi eklendikten sonra T1, T2, T5, T10, T20, T30, T45, T60 ve T120 Ornekleri
almarak SDS-PAGE elektroforez yontemi kullanilarak jelde yiiriitiiliip giimiis

boyasindan sonra goriintiilemesi yapilmustir.
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Sekil 4.19. Dr LARP6a (1-290) alaninin sinirhi protealizi. Not: Y ekseni kDa, X

ekseni dakika, M markir.

Diliisyon islemi yapildikdan sonra +4°C de TO 6rnegi alinmis ardindan tripsin
enzimi eklendikten sonra T1, T2, T5, T10, T20, T30, T45, T60 ve T120 ornekleri
almarak SDS-PAGE elektroforez yontemi kullanilarak jelde yiiriitiiliip giimiis

boyasindan sonra goriintiilemesi yapilmstir.

4.4. LARP6’ min Biyokimyasal Karakterizasyonu

LARP6 proteinlerinin RNA baglanma afinitesini 6l¢gmek amaciyla Hs LARP6 (N
terminal domain+La Modul), Xm LARP6 (N terminal domain+La Modil) ve Dr
LARPG (N terminal domain+La Modil) EMSA yo6ntemi uygulanmustir (Sekil 4.20).
Hs COL1Al mRNA nm 5’UTR sinden elde edilen SL sekanslar1 kullanilarak
yapilmistir. RNA ve protein kompleksi ile serbest RNA %5,5 yerli (native)
poliakrilamid jel kullanilarak buz kaliplar1 uygulamasiyla 1s1 kontrolii saglanarak 1sis1
disiiriiliip, deney kosullar1 sabit tutulmaya calisilmistir. Bunun nedeni ise
elektroforez islemi sirasinda proteinlerin katlanmasi engellenmistir. Bu sayede RNA

baglama fonksiyonu ve protein yapisi korunmustur.
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Sekil 4.20. LARP6 proteinlerinin (Xm LARP6 (1-280), Dr LARP6a (1-290), Hs
LARPG (1-300) insan kollajen Hs COL1A1 mRNA SL ile baglanma

aktivitesini gosteren EMSA deney sonuglart.

Sekil 4.20’ye gore LARP6 proteinleri ile insan kollajen 1A1 mRNA SL
baglanma aktivitesi sirasiyla Xm LARP6 > Dr LARP6a > Hs LARP6 proteinlerinde
goriilmiistiir. Bu durumda en fazla serbest kisimlarin insan LARP6 proteinlerinde
oldugu anlasilabilir. Castro vd (2017) calismalarinda, ¢ok kararli homolog yapilar
icin oldugu gibi, rekombinant tam uzunluktaki balik proteinlerinin RNA ya baglanma
aktivitesini daha yiikksek oldugunu go6zlemlemislerdir. Buna neden olarak da,
arastirmacilar bu ii¢ protein arasindaki sekans farkliliklarinin buna neden
olabilecegini ve ayn1 zamanda uzunluk, baglantilar (linkler) ve sekanslar arasindaki

kivrimlar  (looplar) arasindaki farkliliklarin  da  buna neden olabilecegini
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vurgulamiglardir. Bu ¢alismamizda ise Castro vd (2017) nin 6ngordiigli sonuglara
destek verecek bulgulara ulasilmistir. Ancak, bu arastirmacilar tam uzunluktaki
LARPG6 proteinleri iizerinde calisma yaptiklar1 ve daha kisa alandaki proteinler
tizerinde odaklanmadiklar1 i¢in bu sekilde bir ifade de bulunmuslardir. Oysa bu
calismamizda s6z konusu alana odaklanarak sonuglari daha net bir sekilde ifade
edecek bulgular elde edilmistir (Sekil 4.20). Sonug olarak bu iki balik proteinlerinin
insan LARP6 proteinine gore daha kararli bir yapiya sahip oldugu soylenebilir.
Evrimsel siirecte baliklarin memelilerden (insan) dnce ortaya ¢ikmalarini goz 6niinde
tutarsak, daha uzun sirede bulunduklari ortam kosullarina uyum saglayabildiklerini
diistinebiliriz. Bu durumda s6z konusu balik LARP6 proteinlerinin daha kararl
yapilara ulagmasi olasi olabilir. Gelecekte yapilabilecek daha 6zel alanlardaki (6rn.,
sadece La Modul domaini {izerinde) galigmalarda bu durumu aydinlatabilecek
bulgularin elde edilmesi, LARP6 proteinlerinin fonksiyon ve yapisinin ortaya

¢cikmasini daha iyi bir gekilde ifade edilebilecektir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, ii¢ omurgaliya (plati baligi, zebra balig1 ve insan) ait NTD-La Modil
formlarindan olusan LARP6 proteinlerinin bagarili bir sekilde klonlanmasini,

ekspresyonunu ve saflastirilmasini ortaya ¢ikartmistir.

Bu ¢alismada Dr LARP6A NTD ve La Modul (1-290), Xm LARP6 NTD ve La
Modul (1-280) ve Hs LARP6 NTD ve La Modul (1-280) pET28 plasmidi
kullanilarak klonlama islemi yapildiktan sonra Rosetta hiicreleri kullanilarak
transformasyon islemi gergeklestirildikten sonra Castro vd’ye (2017) gore
ekspresyon ve saflagtirma basamaklar1 gergeklestirilmistir. Biiytiklik Olgekli kolon
kromotografi yontemi ile elde ettigimiz biiylikliige dayali ayrigtirma kromatografisi
jel gorintust Dr LARP6A NTD ve La Modil (1-290) yapisinin molekiil agirliginin
yaklasik olarak 250 kDA ve 100 kDA molekiil yapisinin pentamer ve dimer
yapisinda oldugunu ortaya cikarmistir. Xm LARP6 NTD ve La Moduil (1-280)
biiyiikliik  6lgekli  kromatografi  uygulamasinda elde ettigimiz  sonuc
degerlendirildiginde yaklasik molekiil agirliginin 100 Kda olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Bu bilgi bize protein yapisinin dimer (iki monomer) yapiya sahip oldugunu ifade
etmektedir. Her iki 0rnegimizin de karsilastirma amagli tiim basamaklar1 ayn1 sekilde
uygulanmis ve saflagtirdigimiz Hs LARP6 NTD ve La Modul (1-280) molekul
agiliginin yaklasik olarak 100 kDA olarak dimer yapisinda oldugunu gostermektedir.
Bu bilgilere dayanarak LARP6 proteini mikemmel bir globilar yapiya sahip
olmayabilir. Katlanmis kiiresel bir yap1 yerine, LARP6 uzayabilen bir yapiya sahip
olabilir. Buna gore uzun ve ince boyutlu olmak tizere goriilen iki yapidan sadece

uzun boyutlu olan goriintii elde edilebilmektedir (Lewis, kisisel goriisme).

Saflagtirma islemi sirasinda kullanilan tampon soliisyonlar1 hidrofobik ve
hidrofobik 6zelliklerden faydalanilarak segilmis aminoasitler ile olan etkilesimler
kontrol altina alinabilmis, bu sayede proteinlerin stabilizasyonu saglanmistir. Daha
once Castro vd (2017) tarafindan denenmis tampon solusyonlar1 tez calismam
sirasinda uygulanmasi sonucu proteinlerin yapisinda herhangi bir bozulmaya neden
olmamig agregasyon kalintisina rastlanmamistir. Hs LARP6 NTD ve La Modul (1-
280) saflastirmada kullanilan tampon solusyonlarinda Nal ve gliikoz eklemesi
yapilmamistir. Buna ragmen saflastirma islemi sorunsuz gerceklesmistir. Bunun

nedeni Hs LARP6 NTD ve La Modul (1-280) protein yapisi Dr LARP6A NTD ve La
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Modul (1-290) ve Xm LARP6 NTD ve La Modil (1-280) yapisina gore daha az
kararlt bir yapt oldunun tripsin ile yaptigimiz pargalama deneylerimizde ortaya
ciktigin1 gérmekteyiz. Bondos ve Bicknell (2003) de yaptiklari ¢alismada glukozun
agregasyonu engelledigi ortaya ¢ikmustir. iki balik ve insan protein saflastirma
isleminde kullanilan tamponlarin farkli olmasinin temel nedenini insan proteininin

enzim bozulmalarina kars1 daha duyarli olmasiyla agiklayabiliriz.

Fiziksel olarak yapisini ortaya c¢ikarmak i¢in uyguladigimiz tripsin enzimi ile
pargalara ayirdigimiz protein yapilar1 (smurli protealiz) Dr LARP6A NTD ve La
Modal (1-290) ve Xm LARP6 NTD ve La Modl (1-280) i¢in olduke¢a kararli domain
yapilaria ve polipeptid zincirinin kivrilma yapilarinin olusumunun daha fazla kararl
oldugunu ve reziduler arasinda var olan baglarin daha kararli bir seviyeye ulasmis
olmasi gozlemlenirken Hs LARP6 NTD ve La Modul (1-280) molekiil yapisindaki
goruntt yayilim (smear) seklinde olmustur bu da daha az kararli yapiya sahip

oldugunun bir diger gdstergesi olarak yorumlanabilir.

Dr LARP6A NTD ve La Modul (1-290), Xm LARP6 NTD ve La Modil (1-
280) ve Hs LARP6 NTD ve La Modul (1-280) yapilar1 fonksiyonel olarak
Hs COL1A1 RNA yapisindan elde edilmis 48 nt 5 UTR SL bdlgesi ile EMSA
deneyi basarili bir sekilde sonuglanmistir. Dr LARP6A NTD ve La Modul (1-290),
Xm LARP6 NTD ve La Modiil (1-280) yapilarinin Hs LARP6 NTD ve La Modul (1-
280) yapisindan daha Once olusmasi onlarin protein yapilarinda ki kararliligin ve
affinitesinin daha fazla olmasina neden olurken fonksiyonel olarak deney

sonuglarimizda belirgin bir sekilde bu diislinceyi destekledigi ortaya ¢ikmustir.

Dr LARP6A NTD ve La Modul (1-290), Xm LARP6 NTD ve La Modil (1-
280) ve Hs LARP6 NTD ve La Modil (1-280) protein molekiiler yapilarinin
karakterizasyonunu ortaya cikartmaya calistigimiz bu tez c¢aligmasinin bir sonraki
basamagi, La Modiil domain yapisini olusturan La Motif ve RRM yapilarinin ayri
ayr1 karakterizasyonunun ve fonksiyonel olarak hedefledigi ligand yapilarinin
tanimlanmasi1 yoniinde olabilir. Boylelikle molekiil yapilarinin karakterizasyon ve
fonksiyonel yapilarinin ¢alismasi1 daha spefik diizeyde olabilir. Bu ¢alismadan bir
sonraki adim bu ii¢ proteine ait RNA baglanma aktivitelerinin dlgiilmesi ve bu (¢
proteinin  RNA baglanma aktivitesindeki egilim ve 0zel unsurlar arasindaki

farkliliklari ortaya ¢ikartmaktir.
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Bu caligmanin devaminda NMR analizi yapilarak Dr LARP6A NTD ve La
Modul (1-290), Xm LARP6 NTD ve La Modul (1-280) ve Hs LARP6 NTD ve La
Modul (1-280) molekiil yapilarinin tam anlamiyla ortaya ¢ikmasi saglanmaya
calisilacak ve fonksiyonlarin1 gergeklestirebilmeleri i¢in gerekli baglanma ylizey
alanlar1 ve ilgili olduklar1 ligandlarin baglanma yiizey alanlar1 da ortaya ¢ikarilmaya
caligilacaktir. Bu bilgi 1s1g1nda bir sonraki ¢alisma sadece domain yapilarini igererek
yapilabilinirse, bu protein yapisindan kaynakli hastaliklarda tedavi yontemi icin

kullanilabilecek ilag sektoriine faydali bilgiler saglanmasi olasidir.
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