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RNA ISLEME VE DONUSUMUNDE IF5A TRANSLASYON
FAKTORUNUN ROLUNUN KARAKTERIZASYONU

OZAY, Yesim
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Do¢.Dr. Savas IZZETOGLU
Nisan 2022, 80 sayfa

Translasyondaki 6nemi bilinen Okaryotik baslangic faktorii elF5A,
Archaeca’da homologu olan alF5A ve bakterilerde EF-P, uzama asamasinda
tekrarlayan prolin sekanslarina geldiginde duraklayan ribozomlarin kurtarilmasi
ve translasyonun devam etmesi islevini {istlenirler. Bu islevlerini yerine
getirebilmeleri i¢in translasyon sonras1 Hipuzinasyon adinda bir modifikasyonla
fonksiyonel hale gelmeleri gerekir. Aday onkogen olarak belirlenen eIF5A’nin
yiiksek ifadesi, ¢esitli kanser tipinde olumsuz prognostik etkiler gdstermesi
kanser biyobelirtecleri olarak bu protein faktorlere 6nem kazandirmistir.
Evrimsel olarak korunmug bu 6nemli rollerinin yan1 sira RNA metabolizmasinda

rollerinin oldugu 6nerilmistir.

Bu c¢alismada Crenaarchaeal model organizma olan Sulfolobus
solfataricus’tan izole ettigimiz Arkeal translasyon faktorii alF5A’nin
karakterizasyonu, RNA metabolizmasinda rol oynayip oynamadigi ve
alF5SA’nin 6nerilen RNA baglanma ile RNA yikimi gérevleri i¢in translasyonda
oldugu gibi modifikasyona ihtiyag duyup duymadigmin belirlenmesi

amaclanmustir.

Bu amag¢ dogrultusunda alF5A genini igeren plasmid pETMII,
Escherichia coli Rosetta susu kompetent hiicrelerinde rekombinant Sulfolobus
solfataricus translasyon faktorii alFS5A ifade edilip daha sonra Afinite

Kromatografisi ile saflastirilmistir.



S.solfataricus genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak cDNA dizileri
hedef RNA molekiillerine spesifik primerler dizayn edilerek Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile cogaltilmis ve cDNA dizilerinin In Vitro Transkripsiyon ile
hedef RNA molekiillerine ¢evirimi yapilmis. Rekombinant proteinler ile
RNA’lar arasinda cesitli In Vitro deneyler gerceklestirilmis ve daha sonra
rekombinant protein ve RNA’lar ile Dinamik Isik Sa¢ilimi (Dynamic light
Scattering-DLS) deneyleri gergeklestirilmis soliisyon igerisindeki davranislar

cesitli sicaklik degisimlerine tabi tutularak analiz edilmistir.

In vitro Degredasyon Assay deneyleri sonucunda translasyon faktorii
alF5A proteininin hipuzin modifikasyonu olmaksizin mRNA baglanma ve yikim
kapasitesine sahip oldugu , kodlanmayan RNA’lar ise yikimdan korudugu
verileri elde edilmistir. DLS deneylerinde alF5SA soliisyon igerisinde sicaklik
arttirildikga kiimelenmeye basladigi gézlemlenmis fakat kodlanmayan RNA ile

birlikte yapilan 6l¢limlerde kiimelenmenin azaldigi bulgusu elde edilmistir.

Elde edilen bu bulgular alF5A faktoriiniin RNA baglanma ve yikim
aktivitelerine sahip oldugunu ve bunun i¢in herhangi bir modifikasyona ihtiyag
duymadigini kanitlamaktadir. Arkeal faktoriin daha iyi anlagilmasini saglayan
bu calisma Okaryotik proteinin de anlasilmasina katki saglayarak, okaryotik
protein elF5A’nin gelecekte kanserde erken tani ve tedaviye yonelik hedef

molekiiller olarak kullanilabilmesinin yolunu agmaktadir.

Anahtar Kelimeler: e/alF5A, Protein sentezi, RNA-baglanma, RNA
degredasyon, Biyobelirteg, Kanser.
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF THE ROLE OF THE
TRANSLATION IF5A FACTOR IN RNA PROCESSING AND
TURNOVER

OZAY, Yesim
MSc in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Savas IZZETOGLU
April 2022, 80 pages

Eukaryotic initiation factor elF5A, which is known to be important in
translation. eIF5A with it’s homolog alF5A in Archaca and EF-P in Bacteria.
These factors are translation elongation factors which perform the essential task
to rescue ribosomes from stalling during the synthesis of proteins bearing
particular sequences such as polyproline stretches. Indispensable for this action
is the characteristic and unique post-translation modification: hypusination.

High expression of elF5A which is determined as a candidate oncogene,
and it’s negative prognostic effects in various cancer types have given
importance to these protein factors as cancer biomarkers. In addition to this
evolutionary conserved roles, it has been suggested to have function in RNA

metabolism.

In this study, it was aimed to characterize the Archaeal translation factor
alF5A, isolated from Crenaarchaeal model organism Sulfolobus solfataricus to
analyse its function in RNA metabolism. And whether alF5A needs modification

or not for this suggested function like it has in translation elongation.

In accordance with this aim, plasmid pETM11 containing alF5A gene was
expressed in Escherichia coli Rosetta strain competent cells and purified by
Affinity Chromatography method. Using S.solfataricus genomic DNA as



xii

template, spesific primers were designed for target RNA molecules and cDNA
sequences amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR). The cDNA
sequences were translated into target RNA molecules by In Vitro Transcription.
In Vitro Degradation Assay experiments were performed between recombinant
protein alF5A and RNAs. Dynamic Light scattering (DLS) experiments were
performed with recombinant protein alF5A and RNAs subjecting them various

temperatures and analyse their behiviour in solution.

As a conclusion of In Vitro Degradation Assay experiments, according to
the data have been obtained that translation factor alF5A has the capacity of
binding ve degrading mRNA molecules while it has binding and protection
activity on ncRNAs without needing hypusine modification. In DLS
experiments it was observed that alF5A when its in the solution, it has clustering
behaviour. When together with RNA molecule in the solution, a decrease in
aggregation has been observed.

These findings clearly shows that factor alF5A has RNA-binding and
RNA-degrading activities and does not need any modification for this function.
This study provides better understanding of archaeal factor as well as it
contributes to understand the eukaryotic factor elF5A to be used as a target

molecules for early diagnosis and treatment of cancer in future studies.

Key words: e/alF5A, Protein Sythesis, RNA-binding, RNA-degrading,
Biomarker, Cancer.
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ONSOZ

Hayatim boyunca insanlik yararma bir seyler yapma istegi ve arzusu
igerisindeydim. Yiiksek lisans, benim i¢in hem bilime olan tutkumu taglandirmak
hemde insanlara yardim etme arzumu gergeklestirme yolundaki ilk basamakti. Bu
slire¢ bana arastirmanin ve 6grenmenin sonu olmadigini dgretti. Hem akademik
hemde insani olarak beni gelistirip degistiren bu yolculukta sabretmeyi, kararlilig

ve azimle ¢alismayi ilke edindim.

Ege Universitesi Biyoloji béliimii, Molekiiler Biyoloji Anabilim Dalinda
gergeklestirdigimiz bu tez galismasi, COVID-19 pandemi siirecinin baslangicina
denk geldi. Bu nedenle hayatimizin bir¢cok alaninda oldugu gibi tez siirecimde de
cesitli engellerle karsilastik, herbirinin {istesinden ¢ok sevgili hocalarim sayesinde

gelmeyi basardik.

Translasyon faktorii alFSA ve RNA molekiilleri ile yaptigimiz bu yiiksek
lisans ¢alismasi benim bilime ve molekiiler biyolojiye olan tutkumu pekistirdi. Ayni
sekilde bu ¢alismanin, benzer bir konuyla ilgili arastirma yapmak isteyenlere yol

gdstermesini diliyorum.

[ZMIR
112022

Yesim OZAY
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1.GIRiS

Canliligin temel siireclerinden biri olan protein sentezi ayn1 zamanda en
karmasik siire¢lerden biridir ve olduk¢a siki bir diizenleme gerektirir. Bu
nedenle evrimsel siiregte yiiksek oranda korunmus gesitli yardimci protein
faktorleri icerir. Bunlar arasinda Okaryotlarda elF5A, Arkelerde homologu olan
alF5A ve bakterilerde EF-P, translasyon sirasinda tekrarlayan prolin siralarina
geldiginde duraklayan ribozomlarin kurtarilmasi ve translasyonun devam etmesi
islevini istlenirler. Fakat bu gorevlerini gerceklestirebilmek icin translasyon
sonras1 Hipuzinasyon adinda 2 enzimli bir yolak ile modifikasyona ugramalari
gerekir. Okaryotik faktdriin birbirine yakin genler tarafindan sentezlenen
elF5AL1 ve elF5A2 olarak iki izoformu bulunur. Bunlardan elF5A1 temel
izoformdur, ¢ogu hiicrede yiliksek miktarda ifadeye ugrar ve hiicre
proliferasyonu icin temeldir. ikinci izoform eIF5A2 ise sadece birkag normal
dokuda ifade edilirken, bircok kanser tipinde yiiksek oranda ifadeye ugrar bu
ylizden aday onkogen olarak belirlenmistir. Ayrica her iki izoformun da yiiksek
oranda ekspresyonu, birkag kanser tipinde olumsuz prognostik etkiler
gostermesi her ikisine de kanser biyobelirtecleri olarak 6nem kazandirmuistir.
Hem arke ve oOkaryotlarin filogenetik yakinliklari, hemde elF5A/alF5A
faktorlerinin yapisal ve fonksiyonel yonden benzerlikleri gbéz oOniinde
bulunduruldugunda arkeal faktorleri anlamak okaryotik faktorlerinde daha basit
bir arka planda yorumlanmasini saglayacak ve ileride Okaryotik faktor ile
yapilacak ¢alismalarda yol gosterici olmas1 beklenmektedir. Son yillarda yapilan
cesitli in vitro calismalarda e/alF5A faktorlerinin RNA baglanma ve RNA yikim
aktivitelerine sahip olabilecekleri ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle bu faktorlerin
protein sentezinde oldugu kadar RNA metabolizmasinda da yer alabilecek ¢ok
fonksiyonlu bir protein olabilecegi diigiiniilmektedir. Bu c¢alismada Arkeal
translasyon faktorii alFSA’nin karakterizasyonu ve RNA metabolizmasi ile
iligkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda Crenaarchaeal model
organizma olan Sulfolobus solfataricus’tan izole ettigimiz alF5A proteininin
karakterizasyonu ve RNA metabolizmasindaki roliinii anlamak igin ¢egitli in

vitro deneyler gergeklestirilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Archaea’da Protein Sentezi

1958’de Francis Crick tarafindan Onerilen Biyoloji’nin ‘Central
Dogmasi’, DNA’da bulunan genetik bilginin 6nce bir RNA molekiiliine
kopyalandigin1 ve daha sonra fonksiyonel bir protein iiriiniine dontistiiriildiigtini
belirtir. Central Dogmadaki en énemli adim, ribozomlarin bilgiyi bir alfabeden
digerine cevirdigi yani, bir niikleotid dizisini aminoasit dizisine doniistlirdigii,

dolayisiyla genotip ve fenotip arasindaki baglantiy1 temsil ettigi ¢eviri stirecidir.

Protein sentezi canlihgin 3 domaininde de (Bakteri, Arke ve Okaryot)
komponentleri’nin sayis1 ve molekiiler etkilesimler agisindan hiicresel siireglerin
en karmasik olanidir ve hiicre kaynaklarinin ¢ogunu tiiketir. Ayni1 zamanda
evrimsel siliregte en fazla korunmus olan siire¢lerden biridir. Esasen Translasyon

mekanizmasi yasam formlarinin son evrensel ortak atasinda da mevcuttu.

Ilksel {ic domain’in her biri bir translasyon adimmin varyasyonlarmi
gelistirmistir: Baslangic asamasi, ana hiz sinirlayict adimdir ve translasyon
regililasyonu’nun temel hedefidir. Ayrica Termination ve Ribozom geri
doniisiimii asamalar1 ile birlikte Arke, Bakteri ve Okaryotlarda spesifik
ozelliklere sahiptir (Londei, 2007). Fakat translasyonun Uzama asamasi tim

hiicrelerde degismezdir.

Son 20 yilda protein sentez mekanizmasini anlamak, translasyonun farkli
adimlarina dahil olan komponentleri karakterize etmek ve ozellikle temel
sorunu: mRNA baslangi¢ kodonunun taninmast ve dogru okuma ¢ergevesi’nin
(ORF) ayarlanmasi olan Baslangic adimimi anlayabilmek bir hayli ¢alisma
gerektirdi. Okaryot ve Prokaryotlarda translasyon baslangi¢ mekanizmasindaki
temel farkliliklarin ¢ogu mRNA’larmin farkli olmasindan kaynaklanir.
Prokaryotik mRNA’lar polisistroniktir ve Okaryot mRNA’larin aksine 5’ ve 3’
uclarinda modifikasyona ugramazlar. Ayrica prokaryotik mRNA’lar Shine-
Dalgarno adi verilen translasyon baslangi¢ kodonu’nun (AUG) upstream
bolgesinde konumlanmis sekanslar igerirler. Bu sekanslar mRNA’nin, 16S
rRNA ile etkilesim kurmasina izin verir. 16S rRNAda bu diziye komplementer

Anti-Shine-Dalgarno sekansi olarak adlandirilir.



Buna karsilik Okaryotik mRNA’lar monosistroniktir ve 3°, 5’ uglarinda
modifikasyona ugrarlar. Bunlardan biri 6karyotik mRNA’larinin 5’ uglarina
eklenen CAP (baslik) yapilaridir. Transkripsiyonun baglangicindan hemen sonra
Okaryotik mRNA’larin 5’ucuna alisilmadik 5°-5° trifosfat bagi ile eklenen 7-
metilguanozin kalintilari: mRNA’larin Ribozom tarafindan taninmasi ve
RNaz’lardan korunmasi i¢in ¢ok onemli bir yapidir. Ribozomlar translasyon
faktorleri’nin yardimi ile transkript’in bu 5’ ucuna baglanir ve daha sonra mRNA
tizerinde 5°—3” yoniinde AUG (baslangi¢ kodonu) bulunana dek “Scanning”
(tarama) ad1 verilen olay gergeklesir. Baslangi¢c kodonuna gelindiginde Kodon-

Antikodon etkilesimi kurulur.

Arkelerde ise translasyon mekanizmasiyla ilgili bilgiler ¢ok smirlidir.
Muhtemelen protein sentezinin erken asamalar1 daha ¢ok bakteriyel olanlara
benzer. Simdiye dek toplanan verilere gore iki mekanizmaya sahip oldugu
goriilmiistiir (Benelli ve ark., 2003): biri mMRNA-Ribozom iligkisinin SD/Anti-
SD interaksiyonuyla kuruldugu polisistronik mRNA’lar ile ¢alisan mekanizma.
Digeri ise 5’UTR’den yoksun olan monosistronik mRNA’lar i¢in kullanilan
mekanizma. Lidersiz olarak adlandirilan bu mRNA tiirii dogrudan 30S
Ribozomal alt birime baglanamaz sadece tRNAi varligim1 gerektiren kodon-
antikodon etkilesimleri ile baglanabilir. Crenarchaeota subesine dahil olan
Halofiller ve Ekstrem Termofiller gibi baz1 Arke tiirlerinde lidersiz mRNA ¢ok
fazladir (Haloferax volcanii’de %72, Sulfolobus solfataricus’ta %69). Lidersiz
mRNA’lar yasamin 3 Domaininde de mevcut oldugu igin, evrimsel olarak en
eski baslangic mekanizmasi oldugu One siiriilmiistiir. Ayrica lidersiz
mRNA’larin tiim farkli ribozom tipleri tarafindan in vitro olarak translasyona

ugrayabildigi gorilmistiir (Grill ve ark., 2000).

Buna ek olarak: Arkeal ribozomlar, Bakteriyel ribozomlar ile ayni genel
boyutlara sahiptir. Her ikisinde de 30S kii¢iik alt birim ile 50S biiyiik alt birim,
70S olgun ribozomu olusturur. Ve bunlar ayn1 rRNA molekiillerini igerir: 5S,
16S, 23S. Protein sentezini hedef alan gesitli antibiyotiklere gosterdikleri direng
mekanizmalarinin da benzer olmasi Arkeal ve Bakteriyel ribozomlar arasindaki
benzerlikleri ortaya koymaktadir (Benelli ve ark., 2009). Buna karsilik Arke ve
Okaryotlar ribozomal protein igerigi acisindan daha karmasik bir benzerlige

sahiptir. Bakterilerin ribozomal proteinlerinin sayist 57 iken, Arkeler’in 68,



Okaryotlar’in ise 78’dir. Bunlarm arasinda 33 adet ribozomal protein sadece
Okaryot ve Arkelerde bulunmakla beraber yiiksek homoloji gdsterir (Lecompte
ve ark., 2002). Buna benzer sekilde Arke ve Okaryotlar, ribozomlarin etkilesim
kurdugu, protein sentezine yardimci 6zel proteinler olan translasyon baslangig
faktorleri (IFs) agisindan da onemli benzerlikler paylasirlar. IF’ler AUG
baslangi¢ kodonunun bulunmasinda ribozomlara yardim Onderlik ederler,
tRNAI ile etkilesime girerler ve Okaryotik mRNA’larmn 5° ucunda bulunan Cap
yapisinin taninmasinda islev goriirler. Bakterilerde yalnizca 3 adet monomerik
baslangi¢ proteini bulunur: IF1, IF2, IF3; Okaryotlarda ise en az 10 adet
baslangi¢ faktorii bulunur, bunlarin bir¢gogu biiylik multimerik komplekslerdir
ve bakteriyel IF’ler ile herhangi bir homoloji gostermezler. Fakat Arkeler
prokaryotik olmalarina ragmen bu agidan da Okaryotlara benzerdir. Simdiye dek
tamimlanmis alt1 adet Arkeal IF bulunur. Bu alt1 adet IF, okaryotik IF’lere
homologtur. Ve hicbir faktor yalnizca bakteri ve arkeler tarafindan paylasiimaz

(C.E. Aitken ve ark., 2012; E. Schmitt ve ark., 2020).
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Sekil 2.1: Canliligin ii¢ domaninde translasyon baslangi¢ adimlarinin sematik gosterimi. Sekil
bakteri (solda), arke (ortada) ve 6karyada (sagda) temel adimlar1 gostermektedir. Bakteriyel 30S
altbirimi, genellikle bir Shine-Dalgarno (SD) dizisi ile 16S rRNA’nim 3' ucundaki bir Anti-Shine
Dalgarno (ASD) dizisi arasindaki baz eslesmesi sayesinde mRNA ile iletisim kurar. Baglangig
faktorleri olan IF1, IF2, IF3, baslatici tRNA’nin ¢agirilmasinda ve baslangi¢ kodonu ile
tRNA’nin eslesmesinde gorev alir. Baslatict tRNA’nin formil-metionil kismi, IF2 tarafindan
taninma icin 6nemlidir. Baslangi¢ kodonu’nun taninmasindan sonra IF3 serbest birakilir ve
biiyiik ribozomal alt birim IF2’nin yardimu ile yapiya almir. Arke ve Okarya, e/alF1, e/alF2 ve
e/alF5B’den olusan ortak bir translasyon faktorleri grubunu paylasir. e/IF2 heterotrimer ii¢ renkli
bir kodla temsil edilir (o alt birimi mavi, p alt birimi kirmiz1 ve y alt birimi yesil). Okaryotik
translasyonda, mRNA’nin 5'-Cap ucunda: kii¢iik ribozomal alt birim, metioninlenmis baslatici
tRNA ve initiation faktorlerini barindiran bir pre-initiation kompleksi olusur. Bu kompleks daha
sonra baglangi¢ kodonu (AUG) bulunana kadar mRNA ’y1 tarar (Scaning). tRNA antikodonunun
AUG baslangi¢ kodonu ile baz eslesmesi: elF1 salinimimi ve ardindan elF2 tarafindan GTP
hidrolizinden kaynaklanan Pi salinimini tetikler. Sirasiyla: elF2, elF3 ve elF5 yapidan serbest
birakilir ve elF5B-GTP yapiya alinir. eIFSB-GTP biiyiik ribozomal alt birimin yapiya
katilmasini saglar. Archaea genellikle mRNA aliminda bir SD dizisi kullanir. 30S alt birimi daha
sonra, tRNA antikodonu ile baz eslesmesi sayesinde P bolgesindeki baslangic kodonu ile
konumlandirilir. Genel olarak: alF, alF1A, alF2 ve alF5B faktorleri 6karyotik kargiliklar ile
benzer roller oynar. Her ti¢ durumda da, translasyon yetkin baslangi¢ kompleksi, e/alF1A’nin
(bakterilerde 1IF1) ve e/alF5B’nin (bakterilerde IF2) yapidan serbest birakilmasindan sonra
olusur. Okarya’da eIF4E, elF4G ve eIF4A’nin olusturdugu kompleks elF4F olarak bilinir. elF3
ise 6 (mayalarda) ila 13 (memeli) alt birimden olusur (sar1 renkle temsil edilmistir) (Schmitt ve
ark., 2020).



Tablo 2.1 : Ug Domainde translasyon baslangig faktorleri. Arkeal translasyon faktorleri ve
yapilari, ve Okaryot ve bakterilerdeki ortologlariin yapilari gosterilmektedir.e/alF2, sekil
2.1°deki gibi renklendirilmistir. Okaryotik elF2p’nin N-terminal’e 6zgii bilinmeyen yapisi
oval olarak gosterilmistir. alF2’nin yapist PDB 3V11’den alinmistir (Schmitt ve ark., 2012),
alF1 ve alF1A Coureux ve ark.(2016)’dan almmuistir. elF2, elF1 ve eIF1A’nin yapilar1 PDB
6FYX’den (Llacer ve ark., 2018). IF1 PDB 3140’tan (Hatzopoulos and Mueller-Dieckmann,
2010). Bakteriyel IF3 iki adet alt birimden olusmus bir proteindir. IF3 ve e/alF1 arasindaki
benzerlik, IF3 C-terminal ucun yapisal ve islevsel benzerligine dayanmaktadir. Bu benzerlige
ragmen, iki o-B kivrimimin topolojileri farklidir. Bu da bize ortak bir atadan gelmediklerini
gosterir. alF5B PDB 1G7T den ( Roll-Mecak ve ark., 2000), eI[F5B PDB 4N3N’den (Kuhle
and Ficner, 2014), ve IF2 PDB 5LMV’dan alinmigtir (Hussain ve ark., 2016). e/alF5B/IF2
icin renk kodu su sekildedir: G-domain ve domain II yesil, domain III agik turuncu, linker sar1
ve domain IV kirmizi. Domain IV’teki spesifik arkeal helix mavi renkle gosterilmistir.
elF2B’nin katalitik y ve € alt birimleri arkea’da bulunmaz. Arkeadaki eIF2B o, B, o
homologlarinin islevi net degildir ve translasyonun initiation agamasiyla ilgisi olmayabilir
(Dev ve ark., 2009; Gogoi ve ark., 2016). alF4A ortologu birgok arkeada bulunur. Bununla
birlikte , Haloferax volcanii’de karsilik gelen genin silinmesi, yalnizca kiigiik bir fenotip
gOstermistir (Gabel ve ark., 2013).
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Arkeal pre-initiation kompleksi’nin olast yapist: 30S kiigiik alt birim, alF1,
alF1A, Met-tRNAi, mRNA, and ofy-alF2 dahil olmak {iizere Cryo-EM

(Kriyojenik elektron mikroskobu) analizi ile 6nerilmistir.

Sekil 2.2: Arkeal initiation kompleksinin Cryo-EM haritas1
(Coureux ve ark., 2016). Haritanin farkli bdlgeleri
bilesenleri gosterecek sekilde renklendirilmigtir. 30S alt
birim soluk sar1, alF1A turuncu, alF1 mor, Met-tNA1 sari,
mRNA agik mavi, alF2y yesil, alF2f koyu mavi, alF2a
turkuaz.

Trimerik alF2, dkaryotik karsilig1 gibi GTP bagimli bir reaksiyonla Met-tRNAI
ile etkilesime girerek 30S alt birim’e baglanmasini uyarir (Pedulla ve ark., 2005).
Yakin zamanda, alF2’nin y alt biriminin, mRNA’larin 5' ucuna baglanarak bu
sayede mRNA’lar1 degredasyondan koruduklar1 kesfedilmistir. Boylece bu
faktorlerin S. solfataricus’ta ikili bir islev sergiledigi ortaya ¢ikmistir (Hasendhrl
ve ark., 2008). elF1 ile homolog olan alF1: 30S alt birime baglanarak tRNAi ve
mRNA’nin ribozomla etkilesimini kolaylastirir (Hasenohrl ve ark., 2006).
alF1A Okaryal elF1A’nin bir homologudur fakat islevi hala tam olarak
anlasilamamistir. IF6 translasyon faktorii Archea’da ve Eukarya’da bulunur
ancak  bakterilerde bulunmaz. Yapilan bir calismada termofilik
S.solfataricus’taki alF6’nin ribozomun 50S alt birimine baglanarak 30S ile
etkilesimini 6nledigi boylece 70S baslangi¢c kompleksi’nin olusumunu 6nledigi
ortaya konulmustur. Ve ayrica alF6’nin stres kosullar1 altinda asir1 eksprese

ugradigr kanitlanmistir. Bu nedenle olast islevi’nin belirli kosullar altinda



protein sentezini regiile etmek olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Benelli ve ark.,
2009). Yukaridaki tabloda verilen baslangi¢ faktorleri arasinda bulunmayan bir
faktor daha bulunmaktadir. Arkeal translasyon faktorii alF5A bu tezin temel
odak noktasidir. Bu faktor evrensel olarak korunmus ve Eukarya ile homologtur.

Prokaryotlarda EF-P ile ortologtur.

2.2 Okaryotik Translasyon Faktorii eIFSA
2.2.1 eIFSA Yapi ve Post-translasyonel modifikasyonu

Okaryotik translasyon faktorii eIFSA, Archaea’da (alF5A) ve
Bacteria’da (EF-P) homologlar1 bulunan ii¢ ana domaininde de yiiksek oranda
korunmus 17 kDa’luk, kiiciik asidik bir proteindir. Bu protein Okaryotlar ve
Arkelerde temeldir fakat bakterilerde temel molekiiller degildir (Gabel ve ark.,
2013;Schnier ve ark., 1991; Park ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2018; Balibar ve
ark., 2013). Ik kez 1970’te tavsan retikiilosit lizatlarindan izole edilmistir
(Kemper ve ark., 1976; Benne ve ark., 1978).

Insan eIF5SA proteini’nin ii¢ boyutlu yapisi, bu proteinin esas olarak B yaprak
katlanmasina sahip oldugunu gostermektedir. Sekil 2.3’te gosterildigi gibi, iki
farkli alandan olusur: translasyon ile iliskili diger proteinlerde de bulunan, bir
SH3 benzeri varil yapisina katlanmis temel bir N-terminal alani ile, niikleik
asitleri bagladig bilinen ve elF1A, elF2a ve diger ribozomal proteinler gibi
translasyon mekanizmasinin bilesenleri proteinlerin tipik bir 6rnegi olan bes
iplikli bir B varil olan OB katlanmasini barindiran C-terminal alan1 (Dias ve ark.,
2013).



C-terminal N-terminal

Sekil 2.3: Insan eIF5A proteini’nin kristal yapisi (rcsb.org/protein data bank).

elF5A proteini tiim Okaryotlarda, Ozellikle spesifik bir lizin aminoasitinde
(insanda K50 ve maya elF5A’sinda K51) translasyon sonrasi modifiye edildigi
N-terminal alandaki B3 ve B4 ipliklerini baglayan aciktaki bir halkada yiiksek

oranda korunmus aminoasit dizileri igerir.

A elFSA

B b A e T A T« 6 5O 0
B b s A oo B B A >

Sekil 2.4: elF5A aminoasit dizisi (insanda bulunan dizi gésterilmistir). Korunumun derecesi
renk kodlamasi ile gdsterilmistir; kirmizi %100 korunmus bolgeleri ifade eder, koyu turuncudan
sartya >%80 ila >%50 oraninda korunmusluk, beyaz énemli bir benzerligin goriilmedigi bolgeler
(Wolff ve ark., 2007).

Modifikasyon bolgesinin (STSKTGKHGHAK) sahip oldugu aminoasit dizisi
okaryotlarda 100’den fazla farkl tiirde bulunur. Olduk¢a korunmus, hidrofilik
bir bolgedir (Park ve ark., 2010).
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Hipuzin ilk kez, Shiba ve arkadaslari tarafindan kesfedilmistir (1971). Yeni amin
bilesenleri arastirmalar: sirasinda sigir beyin 6ziinden elde edilmistir. Adi iki
bileseninden tiiretilmistir: hidroksiputresin ve lizin. Yaklastk 10 yil sonra
hipuzinin yalnizca translasyon faktorii eIF5A’da mevcut oldugu ve bir
translasyon sonrast modifikasyon ile meydana geldigi kesfedilmistir. Suan halen
elF5A, hipuzin igeren bilinen tek proteindir. Bu benzersiz modifikasyon iki
adimli enzimatik bir yolak ile gergeklesir (sekil 2.5): ilk adimda deoksihipuzin
sentaz (DHS) bir aminobiitil grubunu poliamin spermidinden eIF5A onciiliiniin
lizin aminoasitine aktarir. Bu sayede bir ara bilesik olan deoksihipusin olusumu
katalizlenmis olur. DHS, koenzim olarak NAD* (Nikotinamid adenin
diniikleotid)’a baglidir. Bu ara {iriin daha sonra deoksihipusin hidroksilaz
(DOHH) tarafindan hidroksillenerek hipuzin aminoasitini meydana getirir.
Boylece olgun ve aktif eI[F5A olusmus olur (Park ve ark., 2010; Wolff ve ark.,
2007).

Spermidine Deoxyhypusine Hypusine
residue residue
NH2
CH2
H
& 2 oz
2 .
' CHa CHp
CH2 ¢ ;
NH . XXLEEE > ) —
(QH2)3/' Deoxyhypusine 2 Deoxyhypusine g:ou
NH3 / synthase CHz hydroxylase ik
/ 'F'H NH
(CH2)4 (CH2)4
ha NHCH,CO NHCH2C
, 1 2 2
Lysine (CH ] ?7
residue | 24 Q C'
QNHCHZC?
elF5A precursor elF5A intermediate elF5A
Inactive Mature, Active

Sekil 2.5: eIF5A’da Hipuzin biyosentezi (Park., 2006).

elF5A’ nin kuarterner yapisi ile ilgili olarak, proteinin hem soliisyonda hem de
in vivo olarak homodimer oldugu gosterilmistir. 2009°da yapilan bir ¢alismada,
Gentz ve ¢alisma arkadaslar1 S. cerevisiae’de elF5A dimerinin olusumunun,
hiicresel RNA molekiillerinin yanisira hipuzin aminoasitinin - varligini
gerektirdigini gosterdi (Gentz ve ark., 2009). Mayada yapilan son deneylerde

ise, eIFSA’nin hipuzin aminoasitinin Varhigindan bagimsiz olarak, in vitro ve in
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vivo RNA’ya bagimli bir sekilde dimerler olusturdugunu gostermistir. Bu
oligomer konformasyonu elF5A dimerinin bakteriyel EF-P’ye benzeyen L
seklinde oldugunu ve bir tRNA’nin ti¢linciil yapisi ile iist iiste binebilecegini
gosteren SAXS (Small-angle X-ray scattering) analizi ile de dogruland: (Dias ve
ark., 2013). elF5A ve hipuzin modifikasyonu okaryotlar i¢in temel bir neme
sahiptir. Ve eIF5A’nin yanisira hipuzinasyonda islev goren iki enzim: DHS ve

DOHH da tiim 6karyotlarda oldukg¢a korunmustur (Wolff ve ark., 2007).

Okaryotlarda elF5A nin ¢esitli izoformlar1 tammlanmstir (Jenkins ve ark.,
2001). S.cerevisiae mayasinda iki elF5A geni vardir: TIFS1A ve TIF51B,
oksijen tarafindan regiile edilir. TIF51A esas olarak aerobik kosullar altinda
ifade olurken, TIF51B sadece anaerobik kosullarda ifade olur (Schnier ve ark.,
1991).

Bu iki genin mayada ayni islevi yerine getirdigi ve bu genlerden birinin veya her
ikisinin inaktivasyonu sonucu, S. cerevisiae organizmasimin yasamsal
faaliyetlerini yerine getiremedigi gézlemlenmistir. eIlFSA proteini’nin ifadesinin
azaltildig: hiicrelerde, G1 tutuklanmasina benzer fenotip gdzlemlenmistir (Kang
and Hershey ve ark., 1994). Buna karsin Caenorhabditis elegans gibi daha
yiiksek organizmalarda iki eIF5A geni, IFF-2 ve IFF-1 farkli fonksiyonlara ve

doku lokalizasyonuna sahip iki izoformu kodlar: elF5A1 ve elF5A2.

elF5A1 somatik doku gelisimi ve organizasyonu icin gerekli iken elF5A2

germline ve gametogenez i¢in gereklidir (Hanazawa ve ark., 2004).

Translasyon sonrasi Hipuzin modifikasyonuna ek olarak, maya elF5A
proteininin Ser2 aminoasitinde fosforillendigi bilinmektedir (Klier ve ark.,
1993), ancak mutasyon ¢alismalari, eIF5A’nin fosforilasyonunun, hipuzin
modifikasyonunun aksine proteinin fonksiyonunda herhangi bir etkisi

olmadigin1 ortaya koymaktadir.

2.2.2 elIF5A’nin Translasyondaki islevi
elF5A ilk olarak 1978’de retikiilosit lizatinin ribozomlarindan

saflastirildiginda ilk olarak akla protein translasyonuna dahil oldugu fikrini
getirmis olsa da tam olarak islevi anlagilamamaisti. Yillar i¢ginde maya elF5A’s1
ile yapilan biyokimyasal ve molekiiler genetik calismalar bu faktoriin islevi

hakkinda bizlere yeni bilgiler sagladi. Mayada elF5A seviyelerinin azalmasinin
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etkisi incelendiginde, daha 6nce bildirilen orta derecede inhibisyonun aksine,
total protein sentezinde belirgin kusurlar gozlemlenmistir (Kang ve Hershey.,
1994; Saini ve ark., 2009). Ayrica diger ¢alismalarda eIF5A’nin translasyon
siirecinin yapisal bilesenleri ile ¢esitli etkilesimlere girdigi gosterilmistir.
Rekombinant etiketli eIFSA ile birlikte saflagtirilan proteinler, S. cerevisiae’de
tanimlanmistir. Bunlarin arasinda: 60S ribozomal protein PO, 40S ribozomal
protein S5 ve translasyon elongation faktor 2 (eEF2) bulunur. Hipiizinasyona
maruz kalan bolgede Lizin 51°in arginin’e mutasyonu, elF5A’nin bu
komponentler ile etkilesiminin yogunlugunu azaltmistir. Ozellikle eIFSA/eEF2
arasindaki etkilesim kaybi gozlendiginde bu etkilesimlerin hipusin’e bagiml
oldugu goriilmiistiir (Zanelli ve ark., 2006). 2016’ da yapilan bir ¢alismada bu
iki translasyon faktoriinlin ribozoma baglanma konusunda negatif bir isbirligi
gosterdikleri kanitlanmistir (Rossi ve ark., Rossi ve ark., 2016). Farkli bir
calismada, elF5A’nin ribozomlara baglanmasi, elFSA etiketli etkilesimli
ortaklarin bir listesini saglayan Jao ve Chen (2006) tarafindan dogrulanmustir.
19 proteinden 14’1, 40S veya 60S’den gelen ribozomal proteinlerdir. Diger
proteinler translasyon faktor 1A (elF1A) ve iki saperonini igerir. eIF5A’nin
translasyonda 80S ribozomuna baglandigini ve bu etkilesimin RNA ve Hipusin
modifikasyonuna bagli oldugu hipotezi One siiriilmistir. Endojen maya
elF5A’simi kullanarak ayni sonuca varilmistir (Jao ve ark., 2006). eI[F5A’nin
translasyon uzama asamasina dahil olduguna dair baska bir kanit, polizom profili
analiz edilerek elde edilmistir. Bu teknik esas olarak, devam eden translasyon
uzama adimint inhibe eden sikloheksimid muamelesi ile mayadaki
translasyonun fonksiyonunu degerlendirmek i¢in kullanilir. Sicakliga duyarli
elF5A mutantlarinin  polizom profilinin analizleri, smirlayict sicaklikta
polizom/monozom oraninda bir artis gdstermistir buda bir translasyon uzama
asamasinin bloke olmasi ile agiklanabilir (Zanelli ve ark., 2006). Benzer sonucun
bir translasyon elongasyon faktorii inhibitorii olan Sordarin ile muamele edilen
wild type hiicrelerde de goriilmesi (Saini ve ark.,2009), eIF5A’nin

elongasyondaki roliinii bir kez daha desteklemektedir.

elF5A’nin translasyondaki islevi i¢in doniim noktasina, 2013 yilinda Gutierrez
ve c¢alisma arkadaglarinin, ardisik poliprolin aminoasitleri igeren spesifik

proteinlerin translasyonunda elF5A’nin olduk¢a 6nemli bir rol oynadigini ortaya
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cikarmak i¢in in vivo ve in vitro deneyleri gerceklestirmesi ile ulasildi
(Gutierrez., 2013). In vitro analizlerin sonuglari, en az i¢ ardigik prolin
aminoasiti igeren peptitler’in e[F5A’ya mutlak bagimlilik gosterdigi sonucunu
dogduladi. Translasyon esnasinda bu prolin motifleriyle karsilasan ribozomlar
duraklar, translasyona devam edemezler ve elF5A tarafindan kurtarilmalari

gerekir.

Bunun nedeni, baz1 amino asitler zayif donor veya zayif akseptorler olmalari
nedeniyle, tim peptit baglarinin esit verimlilikte olusturulmadigi gergeginde
yatmaktadir. Prolin yan zincirindeki {i¢ karbon atomu bir halka olusturarak
tekrar peptid bagindaki nitrojen atomuna baglandig1 i¢in, birincil amino
grubundan yoksundur. Yan zincirinin bu yapist Prolin amino asidini peptidil
transferaz reaksiyonlarinda hem zayif bir alici hem de zayif bir verici yapar, bu
nedenle ardisik prolin tekrarlari ribozomun duraklamasina sebep olur. eIF5SA’nin
Ribozoma baglanmasinin yapisal calismalari, eIF5A’nin translasyon sirasinda
duraklayan ribozomlarin kurtarilmasina nasil katkida bulunabilecegini anlamaya
yardimci olmustur. 2016 yilinda Schmidt ve ekibi tarafindan kriyo elektron
mikroskobu ile bir model oOnerildi ve ardindan ayni yi1l Melkinov ve ekibi
tarafindan S. cerevisiae 80S ribozomlarina baglanan e[F5A’nin kristal yapasi,
elF5A’nin P ve E bolgeleri arasinda yer aldigi, tRNA’lar, rRNA ve ribozomal
proteinler ile etkilesime girdigi bir model onerildi (Schmidt ve ark., 2016;
Melnikov ve ark., 2016). Sekil 2.6’da gosterildigi gibi, eI[FSA’nin domain I
alani, H74 ve H93 sarmallarinda bulunan 25S rRNA niikleotitleriyle temas
kurarken, II. alan, ribozomal protein L1 ve L2 ile temas eder. Ve yiiklii hipusin,
ribozomun PTC’sinde, peptidil-tRNA’nin CCA ucunun A76’sin1 etkileyerek P-
bolgesindeki poliprolinlerin konumunu stabilize eder ve kisitlar. Boylece, e[FSA

yeni olusan zincirin P’den A bolgesine transferini kolaylastirir.
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Sekil 2.6: S.cerevisiae 80S ribozomuna bagli eIFSA’nin Cryo-EM haritasi. A. elF5A-80S
kompleksinin kriyo-EM haritasinin enine kesiti. eI[F5A baglanma bolgesi kirmizi ile
gosterilmistir. B. Domain I (kirmizi) ve II (Turuncu) ve elF5A’nin N-terminal uzantisinin
(pembe), rRNA ve ribozomun protein komponentleri ile etkilesiminin molekiiler modeli
(Schmidt et al., 2016).

Proteomik bir yaklasim ile yapilan bir ¢calismada ise 3 ana domainde poliprolin
motiflerinin siklig1 belirlenmistir ve PPP veya PPG igeren proteinlerin sikliginin
organizmanin karmagiklig1 arttikca dogru orantili olarak arttig1 gézlemlenmistir.
E.coli’de % 5,8 , S.cerevisiae’de %9,7 , H. Sapiens’de ise %33,5’tir. Bu bize,
bakterilerin EF-P’sinin aksine eIF5A’nin tiim 6karyotlarda neden hayati 6neme
sahip oldugunu aciklar niteliktedir (Mandal ve ark., 2014). Fakat bu goriis,
mayadaki elF5A tilkenme susunun ribozom profilinin, diger bir¢ok tri-peptid
motifinin ribozomun durmasina neden oldugunu gosterdigi yakin tarihli bir
calismada biraz degismistir. Ilging bir sekilde, bu motiflerin ¢ogu daha énce
bildirildigi gibi sadece poliprolin degil ayn1 zamanda aspartik asit, glisin ve diger
amino asitlerin bir kombinasyonunu igerir ve bunlardan birka¢i hi¢ prolin
icermez. Ayrica, elF5A eksikliginin global translasyon elongasyon orani
tizerinde etkileri varken EF-P kaybimnin etkisi yoktur (Schuller ve ark., 2017).
Bu bulgular, daha c¢ok prolin tekrarlar1 igeren proteinlerin translasyonuna
spesifik bir protein olan ortolog EF-P’nin aksine, elF5A’nin global bir
translasyon elongasyon faktorii oldugu hipotezini dogurmustur. Ayni ¢alismada
Schuller ve ekibi ayrica, bu temel translasyon faktorii eIFSA’nin translasyon
terminasyonundaki roliinii gosterdi. Ayni elF5A tiikkenme susu kullanilarak, in
vivo ribozom profilleme deneyleri yoluyla, stop kodonu sayisinin wild-type ile
karsilastinlldiginda 12 kat daha yiikksek oldugunu ve 3'UTR bdlgesinde

ribozomun konumlanmasinin, bir translasyon kusuru ile tutarli olarak arttigini
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kanitlamiglardir. Buna karsin bu grubun onceki ¢alismalari, EF-P’den yoksun
E.coli hiicrelerinde benzer bir etki gostermemistir. Ayrica in vitro translasyon
sistemi kullanarak yapilan bir deneyde, hipusinlenmis eIF5A’nin eRF1
(Eukaryotic translation termination factor 1) aktivitesini uyardigini gostererek,
translasyonun sonlandirilmasinda  6nemli bir rol oynadig1 fikrini

desteklemislerdir.

2.2.3 elIF5A'nin diger islevleri ve Patolojik Hiicresel siireclere etkileri

Bir translasyon faktorii olarak translasyondaki roliine ilaveten okaryal
elF5A, mRNA doniisimii (Zuk ve Jacobson, 1998), hiicre dongiistiniin
ilerlemesi (Hanauske-Abel ve ark., 1994), apoptoz (Caraglia ve ark., 2013),
hiicre polaritesi (Chatterjee ve ark., 2006; Zanelli ve Valentini 2005), retroviral
ve protozoan enfeksiyonu (Hoque ve ark., 2009; Olsen ve Connor, 2017) ve stres
yanitt (Gosslau ve ark., 2009) gibi c¢esitli hiicresel siireglere dahil oldugu

gosterilmistir.

Bir dizi ¢alisma, eIF5A’nin dogrudan protein sentezi ile ilgili olmayan siireglere
dahil oldugunu gdstermektedir. insan bagisiklik yetmezligi viriisii (HIV) iizerine
yapilan caligmalar, elF5A’nin viral mRNA’larla etkilesime girdigini, bu
mRNA’larin nukleustan sitoplazmaya yer degistirmesine aracilik ettigini ve bu
etkilesimlere hipusinlenmis proteinin spesifik mRNA ile stabil bir sekilde
baglanmasinin olanak verdigi ortaya ¢ikmistir. SELEX (iistel zenginlestirme ile
ligandlarin sistematik evrimi) teknigi kullanilarak, eIF5A ile baglanan, FLAG
etiketli elF5A ile birlikte immiinopresipitasyon ile izole edilen mRNA’larin,
korunmus bir UAACCA ve AAAUGU motiflerini paylastigi gosterilmistir (Xu
ve Chen, 2001). elIF5A-RNA etkilesiminin, sa¢ tokasi ve internal loop yapilari
gibi RNA molekiillerindeki baz1 yapisal unsurlardan kaynakladigini ve
okaryotik translasyon faktorii SA’nin ayn1 zamanda spefisik bir hipusin bagiml
RNA baglayici protein oldugu 6nerilmistir. Bu goriis, yukarida da bahsedildigi
gibi, niikleik asit baglayici protein i¢in tipik bir OB katlanmasina sahip olan
elF5A C-terminal domaininin yapisinin analizinde destek bulur. Ozellikle
proteinin bu kismi negatif yiikliidiir ve bir RNA saperon proteini CspA ile
yapisal bir benzerlik paylasir.
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Diger bir yandan elF5A proteininin diyabet, sitma, HIV-1 enfeksiyonlar1 ve en
onemlisi kanser gibi farkli hastaliklarin patojenitesinde anahtar rol oynadigina
dair kanitlar da bulunmaktadir (Kaiser ve ark., 2012). Son zamanlarda yapilan
caligmalarda ise yine elF5SA’nin bir c¢ok timdr tipinde etkisi oldugunu
gostermistir. Ozellikle insan eIF5A’smin iki izoformunun farkli islevler ve
ekspresyon paternleri sergiledigi gosterilmistir. elFSA-1 proteini tiim dokularda
yapisal olarak eksprese olurken, elF5A-2 izoformunun daha ¢ok hiicre ve
dokuya spesifik olarak ifade oldugu ortaya ¢ikmustir. Ornegin bazi ovaryum
kanseri dokularinda, kolorektalde (Clement ve ark., 2003), hepatokarsinom
hiicre dizilerinde ve fare embriyonik karacigerinde (Lee ve ark., 2010) bu
proteinin asir1 ifadesi hiicresel doniisime neden olmustur. Bu bulgulara
dayanarak elF5A-2’nin bir onkogen oldugu One stiriilmistiir. Yapilan bir
calismada timor olusumu ve hastaligin ilerlemesi i¢in elF5SA’nin
hipiisinasyonunun gerekli oldugunu ve hipiisin inhibisyonunun timor
olusumunu engelledigi gosterilmistir (Nakanishi ve Cleveland, 2016). Bu
nedenle bu alandaki arastirmalar, kanser hastaliginin tedavisinde halihazirda var
olan diger terapilerle birlikte kullanilabilecek, eIFSA proteinini ve hipusinasyon

yolagini hedefleyen terapotik bilesiklerin tanimlanmasina dogru ilerlemektedir.

2.3.Bakteriyel Translasyon Faktorii EF-P

2.3.1 EF-P Yap1 ve Post-Translasyonel Modifikasyonu

Translasyon faktorii EF-P, Okaryotik/Arkeal baslangic faktorii SA’ya
homolog olan, evrensel olarak korunmus bir bakteriyel translasyon faktoriidiir.
[k kez 1975°te Glick ve Ganoza tarafindan izole edilen EF-P, {i¢ domaine sahip
bir yap1 sergileyen 21 kDa’lik kiigiik bir proteindir. Sahip oldugu L sekli bir

tRNA molekiliinii animsatir.
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Sekil 2.7: EF-P, elF5A ve tRNA’nin ii¢ boyutlu yapilarinin kargilagtirilmasi. A. Thermus
thermophilus EF-P’sinin ii¢ boyutlu yapisi. Domain I, II ve III bolgeleri gosterilmistir. B. S.
cerevisiae elF5A’simin ii¢ boyutlu yapisi. C. S. cerevisiae tRNA-Phe’nin {i¢ boyutlu yapisi
(Hummels and Kearns., 2020)

N-terminal kismi, L’nin bir kolunu olusturan alan I ve II tarafindan olusturulur,
son alan EF-P’nin C-terminalini olusturur. Domain II ve III, E.coli soguk sok
proteininde, poliriboniikleotid niikleotidiltransferazda, transkripsiyon faktorii
Rho’da ve DNA veya RNA molekiillerini bagladigi bilinen diger proteinlerde
gozlemlenen OB-kat motifine (oligoniikleotid baglama motifi) benzerdir.
Bununla birlikte, EF-P asidik bir proteindir ve genel yiizeyi ¢ogunlukla negatif
yiikliidiir. Ozellikle domain II ve domain III negatif yiiklii aminoasitleri
barindiran bolgelerdir. EF-P’nin domain I bolgesi ile el[F5A nin N-terminal alani
ve EF-P’nin Domain II alani ile el[F5A’nin C-terminal alan1 aynm1 katlanmaya
sahiptir. Fakat Domain 3 EF-P’ye 6zeldir ve domain II ile yiiksek oranda
homoloji gosterir. Buda bize EF-P’deki bu ek alanin bir duplikasyon olay1 ile
olustugunu gostermektedir (Lassak ve ark., 2016). Bakteriyel EF-P ve okaryotik
elF5A’nin dizilerine bakildiginda her iki proteininde N-terminal bdlgesinde
Lys50 aminoasitine karsilik gelen bolgenin yiiksek oranda korunmus oldugu
goriilmiistiir (Park ve ark.,2011). Thermus thermophilus dahil baz: tiirlerde, lizin
yerine arginin aminoasiti bulunmaktadir. Yapilan deneylerde, (tiim bakterilerde
olmasada) EF-P’nin de translasyon sonrasi modifikasyona maruz kaldigi
kanitlanmistir. E.coli ve Salmonella sp.’de calisilmis bu modifikasyona -
lizinilasyon adi verilir. Ve YjeK, YjeA, YfcM enzimlerinin yardimiyla ii¢
adimda gergeklesir (Navarre ve ark., 2010; Yanagisawa ve ark., 2010; Peil ve
ark., 2012). Ik adimda bir lizin-2,3-aminomutaz olan YjeK enzimi (EpmB
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olarak da adlandirilir) serbest bir S-a-lizini, R-B-lizine doniistiiriir (Behshad ve
ark., 2006). Modifikasyonda yer alan ikinci enzim, lisil-tRNA sentetazlarin bir
paralogudur (YjeA aynm1 zamanda EpmA olarak da bilinir) ve bir R-B-Lizin’i
ATP kullanarak spesifik bir lizinin e-amino grubuna aktarir. Bu hipoteze
dayanarak 2010’da yapilan bir ¢alismada EF-P ile kompleks halinde bulunan
E.coli YjeA’simin kristal yapisi ¢oziilerek lys34’iin lisilasyonu gorterilmistir
(Yanagisawa ve ark.,2010). Ayrica bir bagka deneyde Aoki ve arkadaslari
E.coli’den saflastirilan natif EF-P’nin Lys34°te 144 Da’luk fazladan bir kiitleye
sahip oldugunu ortaya koymustur (Aoki ve ark., 2008). Sadece lisilasyonun EF-
P’nin kiitlesini yalnizca 128 Da arttiracagi tahmin edilmektedir. Bu tutarsizlik
Peil ve arkadaslari tarafindan gergeklestirile bir deneyde; YfcM (EpmC)
tarafindan gergeklestirilen baska bir modifikasyon asamasinin meydana
geldigini ortaya ¢ikarmasi ile ¢oziilmiistiir. Yapilan MS (kiitle spektrometresi)
analizlerinde YfcM’den yoksun hiicrelerden gelen natif EF-P’nin kiitlede 16
Da’luk bir azalma gosterdigi kanitlanmustir, bu da bu ligiincli enzimin E.coli’de
EF-P’nin modifikasyon yolagini tamamladigin1 gosterir (Peil ve ark., 2012).
Y fcM modifiye edilmis EF-P’yi taniyarak lisil-lisin residiisiinii hidroksiller. Her
ne kadar hidroksilasyon okaryotlarda da son modifikasyon adimi olsada,
elF5A’nin hipusinasyonunda yer alan hidroksilazlar ile EF-P’nin lizilasyonu
arasinda herhangi bir evrimsel korelasyon yoktur. Bu modifikasyon tiim bakteri
genomlarinin yalnizca yaklasik dortte birinde tanimlanmistir (EpmA ve EpmB
bakterilerin yaklagik %26’sinda bulunurken, EpmC neredeyse sadece v-
proteobakteriyel genomlarla sinirhidir). Bu modifikasyonun organizmalardaki
Oonemini ele alarak yapilan bir calismada tek modifikasyon mekanizmasinin
lizilasyon olmadigi 6ne siiriilmiistiir (Lassak ve ark., 2015). Baz: tiirler E. coli’de
bulunan Lys34’e esdeger konumda EF-P’de korunmus bir arginin residiisii
(Arg32) ile karakterize edilirler. Model organizma olarak y-proteobacterium
Shewanella oneidensis’i kullanarak tanimlanan yol izinde ise 2’-deoxy-
thymidine-p-L-rhamnose’un bir glikosiltransferaz (EarP) araciligiyla EF-P
Arg32’ye eklendigi rhamnosil modifikasyon yolagi tanimlanmistir. Ayrica
deoksiheksoz olusumu ile tutarli olarak EF-P-Arg32 modifikasyon yolagi MS
analizlerinde 146 Da’luk bir kiitle kaymas1 meydana getirmistir. Ayrica EarP
araciligiyla EF-P aktivasyonu gerceklestiren bakteriler arasinda; Neisseria sp.,

Bordetella pertussis ve Pseudomonas aeruginosa gibi 6nemli patojen bakteriler
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yer almaktadir ve efp veya earP genlerinin delesyonu bu organizmalarda
patojenitenin yok olmasina yol agar. Ozellikle P. aeruginosa’da mutant suslar
insan hiicrelerini 6ldiiremez (Lassak ve ark., 2015). Son olarak, hem EF-P’deki
modifikasyonun hem de bu yolaklarda yer alan enzimlerin, mevcut bakteri
genomlarmin sadece yaklagik %35’inde tanimlandigini belirtmek 6nemlidir.
Buda bize muhtemelen heniiz tanimlanmamus alternatif bakteriyel modifikasyon

yollar1 olabileceginin sinyallerini vermektedir.

2.3.2 EF-P’nin Fonksiyonu

EF-P yalnizca tek bir gen tarafindan kodlanan bir proteindir, efp geni
tarafindan kodlanir. Bakterilerde evrensel olarak korunmustur. eI[FSA proteini
icin bildirilenin aksine EF-P esansiyel bir protein degildir. Yapilan bir
calismada, in vitro kosullar altinda E. coli ve P. aeruginosa’da EF-P kodlayan
gene nakavt uygulandiginda biiylime yavaslasada canliligin devam ettigi
gozlemlenmistir (Balibar ve ark., 2013). EF-P proteini agirlikli olarak post-
ribozomal silipernatanttan (%90) izole edildigi gibi, baslangicta bir uzama
faktorii olarak tanimlanmistir. Bu modele gore, EF-P translasyon uzama
asamasinda peptid bagi olusumunu sitimiile eder (Glick ve ark., 1975). Daha
sonraki yillarda yapilan calismalarda, EF-P’nin yiiklii veya nispeten uzun
aminoasit yan zincirine sahip olanlar gibi spesifik Aminoagil-tRNA’larda
peptidil-transferaz aktivitesini arttirdig1 tizerine g¢esitli hipotezler ortaya
atilmistir (Glick ve ark., 1979; Ganoza ve Aoki 2000). EF-P igin bir sonraki
onemli bilimsel bulus, Thermus thermophilus EF-P’sinin 70S ribozomuna bagh
kristal yapisinin tanimlandig1 2009 yilinda olmustur (Blaha ve ark., 2009). EF-
P’nin islevine iligkin, translasyon uzama asamasinda bir rolii olduguna dair kanit
2009°da gosterilen okaryotik eIFSA galismalariyla saglanmistir. EF-P, YjeA ve
YjeK mutantlar1 hiicrede polizomlarin akiimiilasyonuna neden olur (Bullwinkle
ve ark., 2013). Ve bu mutantlara sahip bakteriler viriilans, hiicre hareketliligi,
stres kosullarina kars1 direng gibi spesifik hiicresel siireclerle iligkili pleiotropik
fenotipler sergilemislerdir. Bu sonuglar daha 6nce ortaya konulmus, translasyon
uzama asamasinda EF-P’nin rolii olduguna dair teorilerle tutarlilik
gostermektedir. Ozellikle eIFSA igin tarif edildigi gibi spesifik mRNA’larmn
translasyonunda yer aldig1 olasilig1 oldukga yiiksektir.
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E.coli ’nin ribozom profillendirme deneyleri ile ilgili son ¢aligmalar, iki prolin
motifi arasindaki peptid bagi olusumunda EF-P’nin 6nemli rolii oldugunu
gostermistir. EF-P veya lizilasyon enzimi bulunmayan bakterilerde, ribozomlar
translasyon esnasinda bu motiflere geldiginde durur ve translasyona devam
edemezler. Okaryotik karsilig1 ici daha dnce bahsedildigi gibi, bu durum siklin
prolin yan zincirinin geometrisinden kaynaklanmaktadir ve EF-P islevi peptidil-
tRNA’nin CCA- ucunu stabilize etmektir. eIF5A igin ayni poli-prolin spesifik
fonksiyonu, mayada Gutierrez ve ¢alisma arkadaslar1 (2013) tarafindan
gosterilmis olup, bu hipusin aminoasitinin tRNA’nin CCA- ucuyla dogrudan
etkilesime girdigini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, poliP, PPG veya diger
duraklama motiflerini igeren proteinlerin sayis1 6karyotlarda daha fazladir. Buda
bize bakteriyel EF-P canliligin devami i¢in gerekli degilken eIF5A’nin nigin
hayati oneme sahip oldugunu agiklayabilir. Hala EF-P ile ilgili bir¢ok soru
yanitsiz kalmaktadir bu sorular1 yanitlamak i¢in daha detayli iglevsel ve yapisal

calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

2.4 Arkeal Translasyon Faktorii alFSA

2.4.1 aIF5A’min Yapisal Ozellikleri

Okaryotik ve bakteriyel faktorlere giiclii yapisal ve islevsel benzerlik
gosteren Arkeal baslangic faktorii SA (alF5A) olarak adlandirilan protein ilk kez
1992°de termofilik arke Sulfolobus acidocaldarius’tan izole edilmistir.
Okaryotlar icin bahsedildigi gibi hipuzin adi verilen bir lizin aminoasitinin
translasyon sonrasi modifikasyonu ile karakterize, 15 kDa’luk kiiciik bir
proteindir (Bartig ve ark., 1992). Ayni zamanda ii¢ domain arasinda, hakkinda
en az bilgiye sahip olunan translasyon faktoridir. Hipertermofilik arke
Pyrococcus horikoshii’den izole edilen alF5A’nin kristal yapisinin analizi
okaryot proteine olan benzerligini vurgulamaktadir. Bu alF5A agirlikli olarak 3
ipliklerinden olusur ve iki farkli etki alani igerir; 1-69 aminoasitleri igeren N-
terminal domain SH3 benzeri varil yapisini igerir bu alan a-heliks ve B-yaprak
yapilarii igerir. Bu alan ayni zamanda, okaryotlarda oldugu gibi hipuzin’e
modifikasyonu yapilan spesifik bir lizin’i (lys37) barindiran 33-41 amino
asitlerini kapsayan, L1 adinda uzun bir sa¢ tokasi yapisi (hairpin loop) igerir. C-
terminal domain 72-138 aminoasitlerinden olusur ve iki kisa a-heliks (02-03) ile

bes iplikli anti paralel B-yaprak iceren bir OB katlanmasi (oligonucleotide
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binding fold) motifine sahiptir. Bu iki alan yalnizca iki aminoasitten olusan kisa
bir linker ile baglanir. Ayrica, N- ve C- terminal domainleri arasindaki temel
aminoasitler pozitif yiiklii bir yilizey olusturur. Ayn1 zamanda L1 hairpin bolgesi
de pozitif yiiklidiir. C-domani ise negatif yiikliidiir. Proteinin elektrostatik
potansiyelindeki bu fark, alF5A’nin pozitif yiikli kismi sayesinde niikleik asitler
ile (6zellikle RNA molekiilleri) etkilesime girerken, negatif yiiklii C-terminal
kismu ile de proteinlerle etkilesime girebilen bimodiiler bir protein olarak hareket

edebilecegi fikrini dogurmustur (Yao ve ark., 2003).

‘_‘*JK37

Sekil 2.8: P. horikoshii’den translasyon baslangi¢ faktorii SA’nin gosterimi (Yao ve ark., 2003).

Simdiye kadar bahsedilen ii¢ faktorii karsilastirdigimizda, elF5A ve alFSA
proteinlerinin her ikisi de EF-P’de bulunan ek bir {igiincii domainden yoksun
olduklari i¢in, her ne kadar arkeal proteinin C-terminal domaininde bir alfa-helix
bulunmasada ayni translasyonel modifikasyona sahip olduklari i¢in aralarinda
daha fazla benzerlik paylasiyor gibi gériinmektedir. Ancak alF5A ile EF-P’nin
domain I ve II arasindaki aminoasit dizilerine bakildiginda alF5A ve EF-P
arasinda benzerlik daha fazladir (Aoki ve ark.,2008). Genel sekillerine
bakildiginda ise elF5A ve alFSA daha benzerdir fakat eIF5A soliisyonda bir
dimer yapisi olusturdugunda EF-P ile daha benzer bir sekil alir (Dias ve ark.,
2013). Bu yapisal benzerlikler, evrim boyunca bu translasyon faktorlerinin

muhtemelen yapisal ve iglevsel olarak korundugunu gostermektedir.
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2.4.2 alF5A’nin Posttranslasyonel Modifikasyonu

Arkelerde alF5A translasyon faktorii hakkinda bilinenler ¢ok sinirlidir.
En az okaryotik olan eIF5A kadar alFSA da 6nemlidir. Arke alFSA geninin:
Haloferax volcanii’de (Gébel ve ark., 2013), Sulfolobus acidocaldarius’ta (La
Teana ve Albers, veriler yaymnlanmamistir) ve daha yakin zamanda da
Sulfolobus islandicus’ta (Zhang ve ark., 2018) o6nemli bir gen oldugu

kesfedilmistir.

Hipuzin Arkelerde ilk kez 1989’dan itibaren; Sulfolobus acidocaldarius,
Halobacterium cutirubrum ve Thermoplasma acidophilum gibi bazi aerobik
arke tilirlerinde tanimlanmaya baglamistir (Schumann ve ark., 1990). Bu
calismanin hemen ardindan yapilan bir bagka calisma ise Arke domaininde
hipuzin dagiliminin heterojen oldugunu ortaya ¢ikardi. Zorunlu anaerobik
termofilik; Thermoproteus tenax, Pyrodietium oecultum ve Desulfurolobus
ambivalens gibi birkag tiir, hipuzin yerine 6karyotik modifikasyonda bir ara {iriin
olan deoksihipuzini igerir (Bartig ve ark., 1990). Ilging bir sekilde,
Thermoproteales sp.’nin de hipuzine sahip olmasi, deoksihipuzinin 6karyotlarda
oldugu gibi hipuzin modifikasyonunun bir ara maddesi olabilecegini, ancak
anaerobik organizmalar oksijen i¢eren reaksiyonlar1 gergeklestiremeyecekleri
icin alternatif bir hidroksilasyon yoluyla olabilecegini diisiindiirmektedir.
Hipuzin modifikasyonunun mekanizmasi 6karyotlarda genis ¢apta ¢alisilmasina
ragmen hipuzinasyon yolagi ve alF5A’nin Archaea’daki rolii tam olarak
anlagilamamistir. alF5A, simdiye kadar dizilenen tiim arke genomlarinda
mevcuttur ve ayrica DHS homologlar1 dizilenmis tiim arke genomlarinda
mevcut iken bugiine kadar herhangi bir arke genom veya proteomunda hicbir
DOHH homologuna rastlanmamistir (Park ve ark., 2006). Buda Sulfolobaceae
gibi belirli bir arke familyasinda hipuzin aminoasitinin nasil sentezlendigi
hakkinda sorular1 giindeme getirmektedir. Arke DHS enziminin de 6nemli
oldugu anlasilmistir (Jansson ve ark., 2000). Bu bulgular bize, Archaea’daki
modifikasyonun ilk adimmin korundugunu ve Okaryotlarda etkili bir DHS
inhibitori olan N1-Guanil-1,7-Diaminoheptan (GC7) tarafindan biiyiimenin
inhibisyonu dort arke tiirlinde tanimlanmustir; S. acidocaldarius, S. solfataricus,
Halobacterium haloboum ve Haloferax mediterranei. Bu sebepten 6karyotlarda

tarif edilene benzer bir mekanizma ile deoksihipuzinin sentezleniyor
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olabilecegini gostermektedir. Bir spermidin analogu olan GC7, 6karyotlarda
DHS’ye baglanmak i¢in Spermidin ile rekabet eder, bu bilesik spermidinin
baglanacagi bolgeden enzim ile birlesir boylece spermidin bilesiginin N-biitil
grubunun lisin’e transferini bloke eder ve bdylece modifikasyon inhibe olur
(Jakus ve ark., 1993). Boylece modifiye olmamis alF5A, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde rol oynayan bir set proteini sentezleyememis ve bu da hiicre G2

dongiisii sonunda bu organizmalarda biiylimenin durmasina yol agmustir.

Haloferax volcanii alF5A’sinda Prunetti ve ekibinin yaptig1 yakin tarihli bir
calismada; alFSA’nin bir kiitle spektrometrisi analizinin, bu organizmalarda
korunmus lizin 36’da deoksihipuzin’e modifiye edildigini, fakat bu
organizmalarda modifikasyon i¢in gerekli olan Spermidin Onciiliiniin
bulunmadigini ve bir Spermidin analogu olan GC7 inhibitdriiniin (maya DHS
enzimini ve bunun sonucu olarak biliylimeyi inhibe ederken) H. volcanii
biylimesi {izerinde higbir bir etkisi olmadigimi kanitlamistir. Buda
arastirmacilari, farkli bir yol izi ile modifikasyonun gergeklesiyor olabilecegi
diisiincesine itmistir ve halofillerde bulunan temel bir poliamin olan agmatin ile
bir model ortaya konulmustur. Bu teoriye gore 6karyotik yolaktan farkli olarak,
deoksihipuzin modifikasyonu i¢in agmatin’in substrat olarak kullaniliyor
olabilecegi agiklanmistir (Prunetti ve ark., 2016). Ayrica, dkaryotik DHS ile
uyumlu olarak, arke DHS enziminin ilk kez 148 kDa’lik bir tetramer kompleksi
olarak karakterizasyonu yapilmistir. Baska bir Arke tiiriiniin DHS aktivitesi bir
kontrol olarak kullanildigindan, H. Volcanii’deki bu modifikasyonun tiim
arkelerde bulundugunun varsayilmas: miimkiin olmadig: diistintilmiistiir. Ayrica
Prunetti ve ekibi aymi ¢alismada yaptiklar1 in vitro deneylerde ilk kez,
Thermococcus kodakarensis DHS’sinin 4-aminobiitil grubunu spermidinden
alF5A’ya aktararak Okaryotiklere benzer yol izledigini gostermistir. Modifiye
edilmis alF5A, kiitle spektrometrisi ile analiz edildiginde lizin 42 {izerinde
deoksihipuzin aminoasitinin varligim1 gosteren bulgulara rastlanmistir. Bu
bulgular, Archaea’da organizmadan organizmaya degisebilen translasyonel
faktor alF5SA’nin hipuzinasyon yolunu aydinlatmak i¢in gerekli olan daha ileri
caligmalarin Onilinii agmistir. Basta bahsedildigi gibi alF5A’nin Arkelerdeki
islevi tam olarak karakterize edilemediginden bu proteinin dkaryot elF5A’ya

benzer goriinmesine ragmen protein sentezine katilimi heniiz belirsizdir. Fakat
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Bassani ve ekibinin yaptig1 bir calisgmada Sulfolobus solfataricus organizmasinin
alF5A geni, CRISPR aracil1 transkripsiyon sonrasi gen susturulmasi deneyleri
ile transkripsiyonu susturulmus ve sonu¢ olarak mutant S.sulfolobus
hiicrelerinde biliyiime ve gelisim geriligi gdzlemlenmistir. Mutant hiicrelerde lag
fazinin uzadigit ve kontrol susunda goriilen yiiksek hiicre yogunluguna
erisemedikleri gozlemlenmistir. Bu bulgular bize alF5A nakavt susunda
translasyon gerilemesini isaret eder. Dolayisiyla alF5A’nin translasyonda islevi

olabilecegi belirlenmistir (Bassani ve ark.,2019).

Bu c¢alismada Crenaarchacal model organizma olan Sulfolobus
solfataricus’tan izole ettigimiz Arkeal translasyon faktorii alF5A’nin
karakterizasyonu, RNA metabolizmasinda rol oynayip oynamadigr ve
alF5A’nin 6nerilen RNA baglanma ile RNA yikimi gorevleri i¢in translasyonda
oldugu gibi modifikasyona ihtiyag duyup duymadigmin belirlenmesi

amaclanmustir.
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3. ARAC VE YONTEMLER

3.1 E.coli’de Rekombinant Histidin isaretli N-His-alF5A proteininin
ekspresyonu

alF5A genini igeren plasmid pETM11, E.coli (Rosetta) hiicrelerinde,
rekombinant Sulfolobus solfataricus alF5A’s1 eksprese edilip, daha sonra analiz
edilmek {izere saflagtirllmistir. (alFS5A genini igeren plasmid Camerino
Universitesinden Prof. Dr. Roberto Spurio tarafindan temin edilmistir. Daha
sonra E.coli Rosetta (DE3)/pLysS kompetent hiicrelerine indiiklenmistir.). Tlk
olarak rekombinant bakterilerin biiyiimesi ve proteinin ekspresyonu igin, her
birinden ikiser adet olmak tizere 20 ml ve 500 ml’lik erlenlerde, sivi LB
ortamlar1 hazirlanmistir. Ortamlara otoklavdan sonra uygun sicakliga
gelindiginde Chloramphenicol ve Ampicillin antibiyotikleri eklenmistir.
Ampicillin i¢in ml bagima 100 pg, Chloramphenicol i¢in 50 ug olacak sekilde

hesaplanip stok ¢ozeltilerden sivi besiyerlerine aktarilmistir.

Sekil 3.1: Sivi besiyerine inokiilasyondan once rekombinant E.coli hiicrelerini igeren kati
besiyeri.(LB+AMP+CLO)

Petrideki daha Once {iretilmis hiicrelerimizden tek bir koloni alarak
oncelikle 20 ml’lik ortamlara aktardik ve 37°C’de 180 RPM c¢alkalamali
inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibasyona biraktik. Ertesi giin 20 ml’lik
ortamdan 1 ml numune alarak Spektrofotometre aygitinda optik densite 6l¢iimii

yapilmustir. Hiicre yogunlugu Mid-Log fazinda iken yani Optik Densite (OD)
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600 nm’de 0,4 - 0,7 aras1 degere ulastiginda bakterileri 20 ml’lik ortamdan 500
ml’lik ortamlara inokiilasyonu gerceklestirilmis ve tekrardan calkalamali
inkiibatorde yogunluk 0,4 OD’ye ulasana kadar inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra ortamlara rekombinant proteinimizin tiretimini indiiklenmesi i¢in 0,5 mM
IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalattopiranoside) molekiilii eklenmistir. (IPTG
bilesigi; Lac operonu’nun transkripsiyonunu tetikleyen bir laktoz metaboliti olan
allolaktoz’un bir ¢esit molekiiler taklididir. Bu sebepten genin, lac operatoriiniin

kontrolii altinda oldugu protein ekspresyonunu indiiklemek igin kullanilmustir.)

Sekil 3.2: Santrifiijden 6nce, E.coli hiicrelerinin ¢ogaltilip rekombinant proteinlerin {iretiminin
gerceklestirildigi besiyerleri (LB broth). Ortamin bulanik olmasi bakterilerimizin ¢ogaldigim
gostermektedir.

IPTG ekledigimiz ortamlar1 tekrardan 3 saat calkalamali inkiibatorde
inkiibasyona biraktik. Daha sonra tekrar her bir besiyerinden alinan 1 ml 6rnek
ile OD 6l¢timii yaparak istedigimiz yogunluga ulastigindan emin olduk. Ve daha
sonra 2’ser adet 500 ml olan sonugta elimizde 1L’lik 6rnegimizin hepsini 4°C
‘de 30 dakika boyunca 5.000 RPM’de santrifiijledik. (Ornegimizin hacmi fazla
oldugu ve santrifiij kapasitesi smirli oldugu i¢in aymi adimi birka¢ kez

tekrarladik.) Daha sonra pellet’te bulunan (tiim hiicresel igerigi ve rekombinant
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proteinleri igeren) hiicrelerimizi steril falconlara aktararak, siipernatanti

atilmastir.

Sekil 3.3: Hiicrelerin santrifiij agamasi.

Sekil 3.4: Santrifiijden sonra rekombinant
proteinleri igeren hiicrelerin toplanmasi.



28

3.2 E.coli’den Rekombinant Histidin isaretli N-His-alF5A proteininin
Saflagtirilmasi

Falconlara toplanan hiicreler saflastirmanin ilk asamasi olarak 10 ml pH
8 soguk Liziz tamponu ( 50 mM NaH:POu, 150 mM NaCl, 15mM Imidazol, 1
mM PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride), 1 mg/ml Lizozim) hazirlanmustir.
Lizozim harig elimizde tiim bilesenlerin hazir olmasindan dolay1 6ncelikle toz
haldeki lizozimden hassas terazide 10 mg tarttik ve {izerine 1 ml Milli-Q su
ekledik. Boylelikle 10 mg/ml lizozim elde etmis olduk. Daha sonra Liziz
tamponunun tiim bilesenlerini steril bir falconda topland: ve hazirladigimiz

tampon ¢ozelti, pH metrede NaOH ile pH 8’e ayarlanmustir.

Daha sonra 6nceki giin toplanan hiicreler hazirlanan 10 ml Liziz tamponu
ile yeniden siispanse edilerek pellet tampon igerisinde tamamen ¢oziiniip opak
hale gelene kadar vorteks yardimi ile karistirilmigtir.

Sekil 3.5: Hiicrelerin parcalanip proteinlerin agiga ¢ikmasini saglamak i¢in Liziz tamponu
eklenen hiicreler.
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Sekil 3.6: Hiicrelerin liziz tampon igerisinde vorteks
yardimu ile siispanse edilmesi.

Sekil 3.7: Liziz tamponu igerisinde yeniden siispanse
edilmis hiicreler.

Liziz tamponu igerisinde yeniden siispanse edilmis hiicreler, hedef proteinimizi
hiicre igerigindeki proteazlardan korumak igin buza konulup Brunswick

calkalamali inkiibatorde 30 dakika boyunca inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyondan sonra hiicrelerin sonikasyon ile liziz asamasina devam

edilmistir.

Sekil 3.8: Hiicrelerin sonikasyon ile liziz agamasi.

Sonikasyondan sonra hiicre lizati 4°C’de 30 dakika boyunca 25000 g’de
santrifiijlendi. Santirifiijden sonra siipernatanti alarak bu kez pelleti attik. Hedef
proteinimiz termofilik organizmaya ait oldugu i¢in 1siya dayanikli proteinlerdir,
bu sebepten diger proteinleri 6rnegimizden elemine etmek igin santrifiijden
sonra Ornegimizi 65°C ‘de 30 dakika su banyosuna koyduk. Daha sonra su
banyosundan aldigimiz 6rnege, Equilibration tamponu (pH.8 50 mM NaHPO.,
150 mM NaCI, 20 mM Imidazol) ile dengeledikten sonra Ni-NTA (Nikel-
nitrolotriacetic acid) (Quiagen) reginesi eklenmistir. N-His-alF5A’nin
recinedeki Nikel’e baglanmasi 24 saat boyunca 4°C’de rotasyonlu inkiibatorde

gerceklestirilmistir.
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Ertesi giin Kromatografik kolon’u milli-q su ile temizledikten sonra
inkiibasyondan aldigimiz 6rnegimizi kolon’a yiikleyerek (her seferinde 10 ml)

birka¢ dakika rezin’in ¢okelmesini bekledik (proteinimize baglandiginin bir

Sekil 3.9: Yikama tamponu eklendikten sonra kromatografik kolon’dan
gegirilerek safsizliklarin giderilmesi.

gostergesi) ve daha sonra kolon’un kapagini acarak sivinin kolondan gegmesi
saglanmstir. “Flow through” olarak adlandirilan bu siv1 tiim istenmeye madde
ve makromolekiilleri igeren sividir. Daha sonra kolon’a 30 ml Yikama tamponu
(Wash buffer- 50 mM NaHPOs, 150 mM NaCl, 20 mM Imidazol) eklenerek
tekrar kolondan ge¢cmesi saglanmig ve steril ependorflarda toplanmistir. Wash
buffer eklenmesinin sebebi filtrede kalmis tiim partikiilleri ve diger protein ve
komponentleri elemine etmek ve hedef proteinlerimizi olabildigince saf bir
sekilde elde etmektir. Wash buffer’in tamamen filtreden akmasi saglandiktan
sonra kolona 5 ml Eliisyon tamponu (Elution Buffer- 50 mM NaHPOa, 150 mM

NaCl, 250 mM Imidazol) eklenmistir. Kolondan gecmesi saglanmis ve steril
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ependorflarda toplanmustir. Proteinlerimiz bu sayede Nikel’den ayrilmis bir
sekilde saf olarak yiiksek konsantrasyonda elde edilmistir. Histidin isaretli hedef
proteinlerimizi tasiyict nikel’den ayirmak i¢in imidazol’iin konsantrasyonu
Eliisyon tamponunda yiiksek tutulmustur. Bunun sebebi Histidin’e benzeyen bu
molekiil ortamda bolca bulundugunda protein ile metal iyonlarina baglanmak
i¢in aralarinda olusan rekabet sonucu imidazol’iin Nikel’e afinitesi daha yiiksek
oldugu i¢in Nikel proteinlerden ayrilarak imidazol molekiillerine baglanmustir.

Bu sayede proteinler saf bir sekilde elde edilmistir.

Eliiat daha sonra Diyaliz Tamponu (50 mM Tris HCI pH 7.4, 150 mM KCI, %5
Gliserol) igerisinde 4°C’de gece boyunca diyaliz’e birakilmistir. Daha sonra
alF5A konsantrasyonu Nanodrop olglimleri ile belirlenmis, saflik SDS-PAGE
(Sodyum Dodesil Siilfat- Poliakrilamid Jel Elektroforezi) ve ardindan Comassie-
blue boyama ile degerlendirilmistir. Ve protein alikuotlar1 sonraki deneylerde
kullanilmak tizere -80°C’ye kaldirilmistir.Rekombinant proteinlerden daha

sonra Histidin etiketlerin ¢ikartilmasi i¢in Tev Proteaz kullanilmistir.

Sekil 3.10: Ependorflarda toplanan wash, elution ve flow through.
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3.3 PCR Assay ve Uriinlerin Saflastirilmasi

Rekombinant proteinimizin RNA-binding islevi ile ilgili verileri
dogrulamak ve olas1 diger islevlerine agiklik getirebilmek i¢in, al[FSA proteini
ile iliskili olabilecegini diisiindiigiimiiz RNA’larin, Sulfolobus solfataricus
genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak ¢esitli uzunluklarda cDNA dizilerini
amplifiye eden primer ciftleri kullanilarak PCR amplifikasyonu yapilmistir. iki
adet mesajc1 RNA ve bir adet kodlanmayan RNA. Bu RNAIlar; 2184 mRNA,
0910 mRNA, ncRNA98. ilk PCR denememizde Sigma markasina ait standart
Taq polimeraz ve inert boya igeren hazir PCR karisimi “REDTaq ReadyMix
PCR Reaction Mix” kullanilmistir. Fakat elektroforez sonucu jel goriintiisiinde
hicbir sey gozlemlenmemistir. Deney farkli DNA konsantrasyonlar ile tekrar
denenmis fakat yine sonu¢ almamamustir. Bu sebepten dolayr deney daha
spesifik, yiiksek duyarlilikta bir DNA Polimeraz enzimi kullanilarak

tekrarlanmustir.

e S50 2184 mRNA:

Forward 5'- AGATAATACGACTCACTATAGGGTGCATGTGATAAGG
GAAACATTGAAAGG - 3

Reverse 5' - TAATTTTCTCCCACATCATCAAAATCACC -3

e S50 0910 mRNA:

Forward 5' - AGATAATACGACTCACTATAGGGATGTTTGATAAGTTAC
CATTTATTTTTAACAACG - 3

Reverse 5' —-TTAACTCTCCACCGCTATTAGTCCCTTATTC - 3

e Sso NcRNA 98:

Forward 5'- TAATACGACTCACTATAGGGATCTTTGGTTTAGCATCTCT
c-3

Reverse 5' — GTTAGAGAAAACGGAGAGG - 3

Amplifikasyonu yapilacak boélgelerin uzunluklar1 su sekildedir: mRNA2184
1184 Bp, mRNAQ0910 780 Bp, ncRNA98 90 Bp. DNA Polimeraz olarak iki farkl
enzim kullanilmis ve farkli kalip DNA konsantrasyonlar1 kullanilarak c¢oklu
PCR yapilmistir. Enzimler; “KOD Hot Start DNA Polymerase” ve “Pfu DNA
polimerase”. Her RNA icin 100 ng ve 200 ng kalip DNA konsantrasyonu

kullanilmistir.
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Tablo 3.1: Pfuenzimiile Sso 2184, 0910 mRNA ve ncRNA98’in amplifikasyonu i¢in kullanilan
PCR programi. Kod enzimi ile gergeklestirilen reaksiyonda extension sicaklik ve siireleri
degistirilmistir. Extension 70°C 1', Final Extension 70°C 5' olarak ayarlanmustir.

Temperature Time Cycle
Initial 94°C 5 1x
Denaturation
Denaturation 94°C 30"
Annealing 50°C 30" 35x
Extension 72°C 2'30"
Final Extention 72°C 5 1x

Daha sonra PCR iriinleri %1,5’luk Agaroz jele yiiklendi. Elektroforez, Tris-
Borate-EDTA tamponu igerisinde, yaklasik 45 dakika boyunca baglangicta 80V
daha sonra 120V hizda olmak iizere gergeklestirildi. Daha sonra Biorad jel
goriintiileme sistemleri kullanilarak goriintiilendi. (ncRNA98 ¢ok kiigiik bir
fragment oldugu icin amplifikasyonu daha sonra tek basina yapilmis ve % 2’lik
Agaroz jele yiiklenmistir ve diisiik hizda yaklagik 25-30 dk elektroforezi
yapilmustir.) PCR {irtinlerinin piirifikasyonu: “Nucleospin Gel and PCR Clean-
up-MACHEREY-NAGEL” kiti kullanilarak yapilmustir.

3.4 In vitro Transkripsiyon

Sso 2184 mRNA, 0910 mRNA ve ncRNA 98 {iretimi i¢in S. solfataricus
genomik DNA’s1 ve oligoniikleotidler kullanilarak (Forward primerler T7
promotdr dizisi igerir) iiretilen onclil DNA’lar ile In vitro transkripsiyon
yapilarak RNA eldesi ger¢eklestirilmistir. Her ii¢ RNA i¢in ayr1 bir reaksiyon ile
T7 Polimeraz kullanilarak iiretilmistir. Her deney ortamma RNA’larin olasi
degredasyonundan kaginmak i¢in RNase inhibitorii eklenmis ve DEPC su

(dietilpirokarbonat ile muamele edilmis ve otoklavlanmis su) kullanilmistir.

[Ik denemede sadece 2184 mRNA ve 0910 mRNA iiretilmistir. 300 ng kalip
DNA kullanilarak 10 pl toplam hacimde gergeklestirilmistir. RNA’lar 37°C’de
3 saat siireyle T7 RNA Polimeraz (Thermoscientific-EP0111), ve ardindan
37°C’de 30 dakika DNase (Promega-RQl Rnase free Dnase-M6101)
kullanilarak sentezlenmistir. Daha sonra DNase Stop (Promega-M199A)

solisyonu eklenmis ve 65°C’de 10 dakika inkiibasyon ile reaksiyon
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sonlandirilmistir. Ik deneyden olumlu sonuglar alindiktan sonra daha yiiksek
miktarda RNA eldesi ve optimizasyon icin birden fazla kez tekrarlanmistir.
Ikinci denemede 50 ng, 100 ng, 200 ng, 400 ng kalip DNA konsantrasyonlar ve
toplam hacim 6ncekinin iki katina ¢ikarilarak tekrarlanmig. 100 pl ile tekrar
denenmis ve son olarak olabildigince fazla miktarda RNA elde edebilmek igin
200 pl toplam hacimde ve 2 pg kalip DNA kullanilarak tekrarlanmustir. ilk
sentezi yapilan RNA’lar Fenol/Klorofom ekstraksiyonu ile daha sonra
uretilenler Ethanol Presipitasyonu ile saflastirilmistir. 50 pl DEPC suyun

igerisinde yeniden silispanse edilmistir.

Sekil 3.11: In Vitro Transkripiyonu yapilmis mRNA &rneginin EtOH ile
presipitasyonu.
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Sekil 3.12: Sentezi yapilmis RNA’larin Ure-
Poliakrilamid jelde elektroforezi (mavi goriinen
bolgeler EtBr ile boyanmigs RNA fragmentleridir).

RNA’lara daha sonra 1:2 oraninda RNA Sample Loading Buffer (Sigma)
eklenerek 85°C’de 3 dakika denatiire edilmis ve TBE (Tris-Borate EDTA)
tamponu icerisinde, 8 Molar , %8’lik URE-PAGE (Denature iire poliakrilamid
jel elektroforezi) ile goriintiilenmis ve tayini yapilmustir. Ure-poliakrilamid jelin
kullanilmasinin sebebi: tek zincirli RNA’larimizdaki sekonder yapilar1 denatiire
ederek gercek yapisini anlayabilmemizi sagladigi i¢indir. Elektroforezden sonra

jel Ethidium Bromide ile boyanmis ve BioRad sistemleri ile goriintiilenmistir.
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Sekil 3.13: RNA’larin Fenol/Kloroform saflagtirilmasinda kullanilan ajanlar.
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Sekil 3.14: RNA’lara uygulanan Ethanol Presipitasyonu i¢in
hazirlanmis Ethanol (EtOH) ve Sodyum Asetat (C2H:NaO).

3.5 In vitro Degradation Assay

In vitro transkribe edilmis RNA’larimizin proteinimiz ile iligkisine
aydinlik getirmek amaci ile In vitro degredasyon deneyi gerceklestirilmistir.
Bunun i¢in oncelikle Degredation Buffer (10 mM Hepes pH.8, 40 mM KCI, %
0,5 Gliserol, 5 mM B-mercaptoethanol, 5 mM MgCl., DEPC su) hazirlanmistir.
Daha sonra protein ve RNA oranlarii kantitatif kesinligi arttirmak igin
molekiiler agirliklar1 ve konsantrasyonlar1 belirlendi daha sonra hesaplamalar
Pikomol cinsine cevrilerek yapildi. Degradation Assay deneyleri iki farkli
yontem kullanilarak gerceklestirilmistir. ilk deneyde konsantrasyona bagl
degisime bakilmistir. Bu yiizden her deney tiipiinde 20 pikomol RNA orani sabit
tutularak, protein orani kademeli olarak arttirtlmigtir (1:2, 1:4 ve 1:8). Ayrica
deney gruplarina RNA stabilitesinin kontrolii olarak protein icermeyen iki adet
kontrol eklenmistir. Ve Kontrollerden biri 65°C’ye diger orneklerle birlikte
inkiibasyona konulurken digeri konulmamistir (alF5A proteini termofilik
organizmaya ait oldugu i¢in 65°C de aktiftir). RNA’lar 85°C’de 3 dakika
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Sekil 3.15: Degredasyon tamponunun hazirlanmasi.

denatiire edildikten sonra proteinlerinde igerisinde bulundugu deney ortamlarina

eklenip 65°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

Ikinci deneyde ise RNA/Protein orami sabit tutularak zamana bagli degisime
bakilmistir. Bunun i¢in 40 pl hacimde 160 pmol RNA ile 640 pmol alF5A
(RNA/5A 1:4) 65°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Her 5 dk da bir deney
ortamindan 5 pl’lik numuneler (her biri 20 pmol RNA igerir) ¢ekildi. Kontrol
olarak protein icermeyen 20 pmol RNA da 65°C’de 30 dakika inkiibe edildi. 30
dakika sonunda her numuneye esit hacimde RNA loading buffer (jele yiikleme
boyasi) ilave edildi ve tiim numuneler yine 85°C’de 3 dk denatiire edildikten
sonra Ure-Poliakrilamid (8M, %8) jele yiiklendi. Elektroforez Tris-Borate-
EDTA (TBE) kullanilarak 30 dk boyunca 20 mA’de ger¢eklestirildi ve jeller,
10 pg/ml EtBr ile 10 dk boyunca boyandi. Son olarak BioRad sistemleri ile

gorlintiilendi.

3.6 Dinamik Isik sachmi (Dynamic Light Scattering-DLS) Deneyleri
Rekombinant Sso N-His-alFSA proteini, E.coli’de iiretildi ve yukarida
bahsedildigi gibi Afinite Kromatografisiyle saflastirildi. Ardindan proteinlerin
genel yapisi daha detayl bilgi elde edebilmek, degisik sicakliklarda ¢ozelti
igerisindeki konformasyonlar1 ve alF5A ile NCRNA98’nin soliisyon igerisindeki
iligkisini analiz etmek i¢in Dinamik Isik Sacilimi deneylerine tabi tutulmustur.
Dinamik Isik Sagilimi ¢ozelti icerisindeki molekiiller veya pargaciklar sacilan

lazer 1s18min yogunlugundaki hizli degisimleri 6lgerek numunelerin boyut
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dagilimi ve kiimelenme durumu hakkinda bilgi verir. alF5A proteininin analizi
20 mM Tris pH.7.7 ve %2 gliserol icerisinde sicaklik degisimlerine tabi tutularak
dl¢iilmiistiir. Oncelikle kiivet seyreltilmis sabun soliisyonu ile daha sonra EtOH

ve ardindan milli-g su ile temizlenip tiim toz ve partikiillerden arindirilmistir.

Sekil 3.16: DLS enstriimaninda numunelerin
analiz edildigi kuvars kiivet.

Sekil 3.17: Numune analizinin yapilacagi kuvars kiivetin EtOH ile temizlenmesi.
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Sso alF5A proteini baslangicta 25°C’de 8.676 pmol total konsantrasyonda tek
basina daha sonra ncRNA ile birlikte 6l¢iildi (2.169 pmol RNA eklenmistir.
RNA/Protein oran1 1:4). Daha sonra sicaklik kademeli olarak 25°C’den 80°C’ye
kadar arttirilmistir ve belirli sicakliklarda 6l¢timler yapilmstir. Tiim preparatlar
Ol¢iimden Once agregat ve/veya partikiilleri uzaklastirmak i¢in 4°C’de 10 dk
santrifiijlenmistir. Analiz sirasinda numuneler oda sicakliginda tutulmustur. Veri

analizleri Biyofizik boliimii ile isbirligi i¢erisinde gerceklestirilmistir.

4 -~

Sekil 3.18: Malvern Z-sizer enstriimaninda Dynamic Light Scattering ile
numunelerin analizi.
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4. BULGULAR

4.1 Piirifikasyon sonrasi faktor alF5A proteinlerinin SDS-PAGE’te
goriintillenmesi ve saflik tayini

alFSA proteinini incelemek ve oOnerilen RNA metabolizmasindaki
onerilen islevine agiklik getirabilmek amaciyla ORF Ss0970 geni tarafindan
kodlanan proteinin E.coli hiicrelerinde iiretimi gere¢ ve yontem boliimiinde
belirtilen sekilde gerceklestirildikten sonra saflik tayini yapilmistir. Molekiiler
agirhigr 14491.8 Da civarinda olan proteinin Histidin yiikli hali 17761.37

Da’dur.
17kDa —»
W — — —
E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 ES E9

Sekil 4.1: Saflastirilmis N-His-alF5A proteinini igeren ardigik eliisyonlar.

S~

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sekil 4.2: Piirifikasyondan sonra, ilk kuyucukta Histidin etiketli alFSA (17 kDa), Ikinci
kuyucuktan itibaren His etiketi ¢ikartilmis alFSA proteinleri (15 kDa). (Molekiiler
agirliklarindaki farkin gozlemlenmesi icin ayni jele yiiklenip goriintilenmistir.)

4.2 Multiple PCR ile cDNA Amplifikasyonu Sonuclar:

Sulfolobus solfataricus genomik DNA’sindan baslayarak bdlgeye
spesifik primerler ile elde edilen kalip DNA’lardan daha sonra in vitro
Transkripsiyon ile hedef RNA’lar gere¢ ve yontem bdliimiinde bahsedildigi gibi
cogaltilmistir.
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Sekil 4.3: S1, S2, S3, S4 olarak belirtilen kuyucuklarda sirasiyla: 100ng kalip DNA
ile 2184 mRNA bolgesi Pfu polimeraz ile ¢ogaltilmig; 200ng DNA ile 2184 mRNA,
Pfu polimeraz; 100 ng DNA ile 2184 mRNA, Kod polimeraz; 200 ng DNA ile 2184
MRNA, Kod polimeraz; 100 ng DNA ile 0910 mRNA, Pfu Polimeraz; 200 ng DNA
0910 mRNA, Pfu Polimeraz ile amplifiye edilmistir. ilk kuyucukta marker
bulunmaktadir. (S: sample’1 ifade etmektedir. Bkz. Numune)

Gergeklestirilen reaksiyon sayisi fazla oldugu icin 6rnekler hazirlanan iki adet
Agaroz jele paylastirilarak yiiklenmistir.(Sekil 4.2’te gosterilen ikinci jelde
elimizdeki marker bittigi icin farkli bir marker kullanmilmistir.) Sekil 4.1 ve 4.2
te gozlemlendigi iizere Kod Polimerazla gergeklestirilen reaksiyonlar daha
verimlidir. Dolayisiyla daha sonra (olabildigince fazla miktarda RNA elde
edebilmek i¢in) tekrarlanan deneylerde Kod Polimeraz enzimi kullanilmustir.
Ayni gen bolgesini ¢ogalttigimiz 6rnekler bir araya konulmamistir ¢iinkii iki
farkli enzim kullanildig1 i¢in dolayisiyla kullanilan tamponlar farklidir. DNA’lar
ayni olsada tamponlar farkli oldugu igin saflastirma esnasinda olusabilecek
presipitasyon veya istenmeyen bir reaksiyondan kagimmmak i¢in ancak

saflagtirmadan sonra ayn1 6rnekler bir araya konulmustur.
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6000Bp
30008p

1000Bp

500Bp

Sekil 4.4: Ugiincii kuyucuktan itibaren S7, S8 sirastyla: 100 ng kalip
DNA ile iiretilen 0910 mRNA bolgesi Kod Polimeraz ile; 200 ng DNA
0910 mRNA bolgesi Kod Polimeraz ile ¢cogaltilmistir. S9, S10, S11,
S12 ise pozitif kontrolleri ifade eder. Sirasiyla 200 ng, 200 ng, 100 ng
ve 100 ng Sso genomik DNA kullanilarak alF5A’ya spesifik primerler
kullanilmisgtir.  Sirasiyla Pfu Polimeraz, Kod Polimeraz, Pfu
Polimeraz, Kod Polimeraz ile ¢ogaltilmistir.
-~

Sekil 4.5: 100 ng Sso genomik DNA’s1
kullanilarak Kod Polimeraz ile ¢ogaltilmis
ncRNA98’ya tamamlayici cDNA.

Her reaksiyondan Agaroz jele 5 ul yiiklenip goriintiilenmistir. Dogru boélgenin

cogaltildigindan emin olunduktan sonra Transkripsiyon agsamasina gegilmistir
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4.3 In Vitro Transkripsiyon ile cevrimi yapilan RNA’larin goriintiilenmesi
ve Degredasyon Assay Sonuclarimin Ure-PAGE’te goriintiilenmesi

Sekil 4.6: In Vitro Transkripsiyon sonrast Denaturing Ure-PAGE’te goriintiilenen farkli
konsantrasyonlarda kalip DNA kullanilarak tiretilmis RNA numuneleri. A. 2184 RNA Soldan
saga: 400 ng, 200 ng, 100 ng ve 50 ng kalip DNA kullanilmistir. B. 100ng kalip DNA
kullanilarak iiretilmis NCRNA98. C. 1 ug kalip DNA ve 100 pl total hacimde iiretilen mRNA
0910.

Sekil 4.6-A ’da , her ne kadar 400 ng kalip DNA kullanilmis olan
reaksiyon daha fazla RNA iretmis gibi goriinsede hepsi RNA olmayabilir,
yiiksek miktarda DNA kullanimi1 kendi igerisinde katlanmalara sebep olabilecegi
icin 25 pl total hacimdeki reaksiyonlarda 100-200 ng arasi kalip DNA
kullanilmistir. Daha sonra yiiksek miktarda RNA eldesi igin kalip DNA miktar1

arttirtlan reaksiyonlarda total hacim de orantili olarak arttirtlmistr.
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Sekil 4.7: ncRNA98 ile alF5A’nin zamani bagh
degredasyon Assay deneyi. RNA/Protein orami 1:4. 8M,
%8’lik Ure-PAGE’te goriintiilenmesi.

Wl ey e See o o mRNA2184

-
nd |G bumd B et ' mRNA0910
~

C 0' 5' 10' 15' 20' 25" 30

Sekil 4.8: Ug farkli RNA ile yapilan zamana bagl Degrasdasyon
deneyinin karsilagtirmali gosterimi. RNA/Protein orami 1:4, 65°C’de
gerceklestirilmistir. (C kontrol grubunu ifade eder)

Sekil 4.9: ncRNA98 ile alF5A’nin zamani bagli degredasyon Assay deneyi. Bu
kez iki adet kontrol eklenmistir. Kontrollerden biri RNA’larin yiiksek sicaklikta
stabilitesini kanitlamak i¢in 65°C’de 30 dakika inkiibe edilirken digeri jele
yiiklenene kadar buzda bekletilmistir.

F N L ncRNA9S
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Sekil 4.10: 0910 mRNA ve alF5A ile
gerceklestirilen zamana bagli Degredasyon
Assay deneyi. (RNA/Protein orami 1:4),
65°C’de 35 dakika inkiibasyon.

Sekil 4.11: 0910 mRNA ile Hipusinlenmis-alF5A’nin
zamana bagli degredasyon Assay deneyi. RNA/Protein
orani 1:4, 65°C’de 35 dakika inkiibasyon.

Kontrol gruplarina protein eklenmemistir ve bu gruplarda beklendigi gibi
RNA’larda hicbir degredasyon gozlemlenmemistir. Bu sonug¢ degredasyonun
proteinden kaynaklandiginin bir kanitidir. Buna karsilk mRNA ile
gerceklestirilen reaksiyonlarda RNA’larda zamana bagli degredasyon
gozlemlenirken, kodlanmayan RNA’da herhangi bir yikim gézlemlenmemistir.
RNA degredasyonunun alF5A aktivitesinden kaynaklandigina kanitlar kontrol
gruplarina protein eklenmeyerek gergeklestirilmistir. alF5A  proteininin
modifiye edilmemis (hipuzinlenmemis) formu ile tekrarlanan deneylerde

modifiye edilmis (hipuzinlenmis) formu ile ayni sonuglar elde edilmistir.
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4.4 Dinamik Isik Sacilimi Deneyleri Sonu¢larimin Analizi

Sulfolobus solfataricus alF5A proteini’nin ¢ozelti igerisindeki
davranigini  incelemek ve soliisyon igerisinde RNA ile iligkisini
gozlemleyebilmek i¢in Dinamik Isik Sagilimi deneyi gergeklestirildi. Bu teknik
lazer 151k kaynagindan ¢ikan 15181n ¢ozeltideki partikiiller tarafindan geri
sacilimi sayesinde ¢ozeltideki makromolekiillerin genel boyutlari ve oligomerik
durumlariin analizi i¢in kiigiik c¢apli uygun bir tekniktir. Bu termofilik
organizmanin proteini hakkinda yapisal ayrintilar elde etmek i¢in yiiksek

sicakliklarda ol¢timler gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.12: alF5A DLS ile farkli sicakliklarda 6lgtimleri sonucu elde edilen grafik A. Filtrelenmis su (Blanc).
B. Histidin etiketsiz alF5A’nin 25°C’de 6lgiilen korelasyon katsayisi ve Yogunlugun zamana bagh egrisi. C.
Histidin etiketsiz alF5A’nin 60°C’de Olgiilen Korelasyon katsayisi ve Yogunluk grafiklerinin egrisi.
D.Histidin etiketsiz alF5A’nin Korelasyon katsayist ve Yogunluk grafiklerinin 25°C ve 60°C derecedeki
Ol¢limlerinin beraber gosterimi (Turuncu egri 60°C, Mavi egri 25°C’yi ifade eder). E. Histidin etiketsiz alF5A
ve ncRNA98’in 25°C’de birarada Ol¢limiiniin gosterimi. F. alF5A ve ncRNA98in 60°C’de birarada
6l¢timiiniin gosterimi G. alF5A ve ncRNA98’in birarada 25°C ve 60°C’de Sl¢iimlerinin beraber gdsterimi.
Turuncu egri 60°C’yi, Mavi egri 25°C’de yapilan 6l¢tiimii ifade eder.
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Ik olciimiin igerisinde herhangi 6rnek igermeden sadece su ile
yapilmasinin sebebi kiivet yeterince iyi temizlenebilmis mi, igerisinde toz,
tanecik veya herhangi bir partikiil var mi1 bunu anlamak, standart olusturmak
amaciyla yapilmaktadir. Numunelerle yapilacak 6l¢iimlerin dogrulugu agisindan
onemlidir. Sekil 4.1, B’den itibaren solda gordiiglimiiz grafikler Korelasyon
Katsayisinin zamana bagli degisiminin grafigini ifade ederken, sag tarafta
gordiiklerimiz ise Yogunlugun zamana bagh degisimini ifade eder. Olgiimler
oncelikle 25°C den 80°C’ye kadar sadece alF5A proteini ile yapilmistir. Daha
sonra ortama NCRNA eklenerek tekrar ayni olgiimler tekrarlanmistir. Ve elde
edilen veriler karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Bu analizlerde elde
ettigimiz kayda deger sonug: proteinimizin solisyon igerisindeki stabil
durumuna ragmen sicaklik arttikga 6zellikle 47°C’den sonra ¢ozelti igerisinde
kiimelenmeye baslamistir. Daha sonra RNA ile Proteinin birarada yapilan
Ol¢timlerinde ise diisiik sicaklikta dikkate deger bir degisim goézlemlenmezken,
sicaklik arttik¢a proteinin yine agrege olmasi beklenirken ¢ok daha az miktarda

agregasyon gozlemlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Canliligin en onemli siireglerinden biri olan protein sentezi evrimsel
siiregte oldukca korunmus bir¢cok protein faktorii icerir. Bunlarin arasinda
Bakterilerde EF-P, Arkelerde ve Okaryotlarda alF5A ve eIF5A proteinleri
bulunur (Benelli ve ark., 2009). Bu faktorler protein sentezinde 6nemli iglevleri
listlenirler. Ilk olarak translasyon baslagic fazinin son adiminda ilk peptid
baginin olusumunda gorevli oldugu bilinmekteydi (Benne ve ark., 1978). Fakat
daha sonra translasyon uzama asamasinda Onemli bir rolii istlendikleri
anlagilmistir. Protein sentezinin uzama fazinda tekrarlayan prolin sekanslarina
geldiginde duraklayan ribozomlarin tekrar senteze devam etmesini saglarlar
(Gutierrez ve ark., 2013). 5A ailesi proteinlerinin translasyondaki bu islevlerini
gerceklestirebilmeleri i¢in translasyon sonrast bir modifikasyonla olgun forma
ulagsmalar1 gerekir. Buda iki adimda ger¢eklesen, Hipuzinasyon adi verilen
enzimatik bir modifikasyondur (Zanelli ve ark., 2007). Bakterilerde de p-
lizilasyon adinda benzer bir modifikasyon gergeklesir. eIF5A’da hipuzinasyon
ve EF-P’de B-lizilasyon her iki preteinde de N-terminal bolgede bulunan bir lizin
amino asitinde meydana gelir. Okaryotlarda bu spesifik lizin, Deoksihipusin
Sentaz (DHS) enzimi ile kataliz edilen reaksiyonla 6nce Deoksihipusin adinda
bir ara madde olusur ve daha sonra Deoksihipusin Hidroksilaz (DOHH) adinda
ikinci bir enzimin katalizledigi reaksiyon ile hipusinlenmis olgun eIF5A proteini
olusur. elF5A’nin iki izoformu bulunur ve birbiriyle iliskili genler tarafindan
tiretilirler. alF5A1 ana izoform olarak kabul edilir ve ¢ogu hiicrede bol miktarda
eksprese ugrar, hiicre proliferasyonu icin esastir. Ikinci izoform alF5A2 birkag
normal dokuda eksprese ugrar, ancak bir¢ok kanserde yiiksek oranda eksprese
ugrar ve aday onkogen olarak belirlenmistir (Caraglia ve ark., 2011; Dever ve
ark., 2014). Her iki izoformun da yiiksek ekspresyonu ¢esitli kanser tiirlerinde
olumsuz prognostik etkiler tasir bu yiizden her ikisi de kanser biyomarker’1 ve
terapotik ajan olarak 6nem kazanmistir (Wang ve ark., 2013). Her iki proteinin
de a/elF5A (arkeal ve dkaryotik) evrimsel siire¢te korunmus translasyon faktorii

olan rollerinin yan1 sira multi islevli proteinler olabilecekleri 6ne siiriilmiistiir..
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Okaryotlara kiyasla Arke genomlarin yapisi ve islevi hakkinda ortaya
c¢ikan bilgilere ragmen pek ¢cok mekanizma halen bilinmemektedir. Ekosistemde
oldukg¢a genis bir alanda yayilim gosteren bu organizmalar ozellikle ekstrem
kosullarda yasama adapte olmalari, Okaryotlar ile bircok ortak ozelligi
paylagsmalar1 agisindan benzersiz bir yasam formunu olustururlar. Arke ve
Okarya’nin Filogenetik yakinlig1 goz oniinde bulunduruldugunda, 5A proteinini
incelemeye karmasik sistemlere sahip olan Okaryotlardan baslamadan &nce,
Arkeleri bir model sistem olarak kullanmak okaryotlarin daha basit bir arka
planda yorumlanmasina olanak saglayacaktir. Ayn1 zamanda Translasyon gibi
onemli temel hiicresel siireglere aydinlik getirmek Okaryotlar1 da daha iyi
anlamamiza yardimci olurken, bir yandan da evrimsel bir bakis acistyla
diinyadaki yasamin kokenini anlamaya katkida bulunacaktir. 3D yapilar
oldukga benzer olan dkaryotik ve arkeal proteinlerin (elF5A, alF5A) her ikisi de
ayn1 sekilde translasyon sonrast modifikasyona ugrar (Shiba ve ark., 1971; Yao
ve ark., 2003). Daha 6nceki calismalarda Okaryotik eIF5SA nin RNA baglanma
aktivitesine sahip oldugunun gosterilmesi (Xu ve ark., 2004; Xu ve ark., 2001)
ve mayada sicaklifa duyarli bir eI[F5A varyant1 lizerine yapilan arasgtirmalarda
bu proteinin mRNA doniisiimiinde rol oynuyor olabilecegi ve bunun belirli bir
grup mRNA’nin yikimina dahil olma olasiligini arttirdigini ileri siirmiistiir
(Schrader ve ark., 2006; Zuk ve ark., 1998). Bir baska calismada bir
Euryarchaeon olan Halobacterium sp. NRC-1’in RNase aktivitesine ve RNA-

binding aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir (Wagner ve Klug, 2007).

Wagner ve c¢alisma arkadaslar1 ilk kez Halobacterium sp.’de RNA aracili
islemler’e alFSA’nin katilimimi gdstermistir. Okaryot eIF5A igin daha once
rapor edilmemis bir RNA cleavage (kesim) ve RNA binding (baglanma)
aktivitesi gostermislerdir. Ikinci aktivite i¢in hipuzin aminoasitinin gerekli
oldugu (RNA-alF5A kompleksini stabilize etmek i¢in), bunun aksine alF5SA’nin
aracilik ettigi RNA bozunmasi aktivitesinin hipusinasyon gerektirmedigi ve
kesimin daha ¢ok tek zincirli bolgelerde adenin ve sitozin niikleobazlari arasinda
meydana geldigini rapor etmistir (Wagner ve ark., 2007). Bu iki faaliyetin nasil
diizenlendigi heniiz belirsiz olmakla beraber, bu islevleri aydinlatmak i¢in daha

fazla veri gereklidir.
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Bu c¢alismada Crenaarchacal model organizma olan Sulfolobus
solfataricus’tan izole ettigimiz alF5A proteininin karakterizasyonunu ve RNA
doniisiimiindeki potansiyel rolii incelenmistir. Bu kapsamda protein yapida
alF5A faktoriinii rekombinant bir sekilde iiretimi gergeklestirilmistir. Daha
sonra hedef S.solfataricus genomik DNA’sin kalip olarak kullanilarak PCR
reaksiyonu ile hedef RNA dizilerine spesifik primer dizayn edilerek cDNA’larin
sentezi gerceklestirilmistir. Elde edilen cDNA dizileri In Vitro Transkripsiyon
yontemi ile RNA dizilerine g¢evirimi yapilmistir. Cevirimi yapilan iki adet
MRNA: mRNA 0910, mRNA 2184 ve bir adet kodlanmayan RNA: ncRNA98
ile rekombinant protein alF5A arasinda bir dizi Degredasyon Assay deneyleri
gerceklestirilmistir. Deneyler alFSA proteininin hem modifikasyona ugramis
hemde modifikasyona ugramamis formu ile gercgeklestirilmistir. Ve her iki
durumdada sonuglar ayni ¢ikmustir. Buda alF5A’nin, RNA metabolizmasindaki
islevleri icin, translasyondaki gorevlerinin aksine hipuzin modifikasyonuna
ihtiyag duymadiklarim1 gostermektedir. Bu deney sonucu acgik bir sekilde
rekombinant protein alFSA, mRNA’lara baglanarak yikimina sebep olurken,
kodlanmayan RNA’ya baglanmis fakat herhangi bir yikim gozlemlenmemistir.
Buradan yola ¢ikarak alF5A’nin RNA baglanma ve mRNA yikimi 6zelliklerine
sahip oldugunu séylemek miimkiindiir. mRNA’larda meydana gelen bozunma
bize alF5A’nin birden fazla fonksiyonu {iistleniyor olabilecegini isaret eder.
Gorevini tamamlamis MRNA’larin degredasyonu, transkripsiyon sonrasi gen

ifadesinin diizenlenmesi ve etkin olmayan mRNA’larin yikimi gibi.

Kodlanmayan RNA’larin transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel
seviyede gen ifadesini regiile etme islevleri ve epigenetik siireclere de dahil
olduklar1 géz 6niinde bulunduruldugunda alF5A proteinine baglanarak yikima
ugramadan kalmasinin sebebi olarak: alF5A proteininin kodlanmayan RNA’lar1

yikimdan koruyor olabilecegini diisindiirmektedir.

IF5A proteininin yapisi ve genel durumu ile ilgili gesitli ¢alismalar
yapilmistir. Bu ¢alismalarda alF5A ile Statik Isik Sagilimi ve Kiigiik Agili X-ray
1sin1 sagilimi (SAXS), Boyut Dislama Kromatografisi gibi ¢esitli yontemler

kullamlmustir. Ik olarak Chung ve ekibinin yaptig1 ¢alismada eritrositlerden
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saflagtirilan eIF5A’nin oligomerler olusturma kabiliyetine sahip ve ¢ozelti icinde
dimer olarak bulundugunu 6ne siirmiistiir (Chung ve ark., 1991). Bir bagka
calisgmada homolog protein eIF5SA’nin ¢ozelti icerisinde hipuzinden bagimsiz
bir sekilde in vitro ve in vivo dimerik bir konformasyon sergiledigini ve bu
dimerin molekiiler yapisinin bakteriyel EF-P monomerine benzedigi One
stiriilmiistiir (Dias ve ark., 2013). Buna benzer olarak bagka bir ¢alismada ise
yine SAXS yontemi ile arkeal alF5A’nin soliisyonda oldukga stabil ve kompakt
bir yapiya sahip oldugu ve proteinin monomer halde bulundugunu fakat yinede

dimer olusturma egiliminde oldugu belirtilmistir (Romagnoli ve ark., 2020).

Bu ¢aligmada ise Dinamik Isik Sacilimi (DLS) ile yapilan analizlerde
alF5A proteininin  soliisyon igerisindeki davranist ve RNA ile iliskisi
incelenmistir. alF5A proteininin soliisyon icerisindeki kararli durumuna ragmen
sicaklik arttikga Ozellikle 47°C’den sonra c¢ozelti icerisinde kiimelenmeye
baslamistir. Daha sonra RNA ile Proteinin birarada bulundugu 6l¢timlerde diisiik
sicaklikta dikkate deger bir degisim gozlemlenmezken, sicaklik arttik¢a
proteinin yine kiimelesmesi beklenirken ortamda RNA varken kiimelesmede
diisiis gozlemlenmistir. Proteinin Thermofilik bir organizmadan elde edildigini
diistiniirsek bu veri bize alF5A proteininin fonksiyonel oldugu sicakliklarda
ortamda RNA bulundugunda, RNA’lara baglanmaya basladiklar1 ve bu ytlizden

kiimelesmenin azaldig1 yorumuna gotlirmiistiir.

Bu tez kapsaminda sunulan ¢alismalar Crenarchaeota (Thermoproteota)
subesine ait olan Sulfolobus solfataricus organizmasinin sahip oldugu bir
translasyon faktorii olan alF5A hakkinda bilinenleri bir adim ileriye
tasimaktadir. Bu calisma ile alFSA proteinin ¢ok islevli bir protein ve RNA
isleme yol izlerinde daha farkli islevlere de sahip olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu proteinin olas1 diger rollerinin anlasilmasi ve okaryotik
formonun da detayli arastirilmasi, kanser baslangici ve gelisiminde biyomarker
ve terapdtik bir ajan olarak kullanimi olasiligini attirarak insanliga saglayacagi
fayda acisindan ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu bilgilerin 1s181nda daha sonra
yapilacak ¢alismalarda daha farkli yontemler ile kanitlar arttirilarak tezin

yayinlanma siireci ile birlikte yapilan kesfin literatiire katilmasi degerli olacaktir.
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