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OZET

TEZ BASLIGI: REKOMBINANT Geobacillus kaustophilus LON
PROTEINININ E. coli’DEN SAFLASTIRMASI VE NITELENDIRILMESI
YAZAR ADI: HATICE ZISAN ASAL

Hem prokaryotik hem de okaryotik hiicrelerde protein yikimi biiylik oranda ATP-
bagimli proteazlar tarafindan gergeklestirilmektedir. Lon proteaz biitiin canl
organizmalarda bulunan yegane ATP-bagimli proteazdir ve bir¢ok hiicre i¢i kontrol
noktasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bununla beraber Lon proteazin proteolitik
aktivitesi ve ¢esitli substratlar1 nasil tan1yabildigi hala tam olarak ac¢ik degildir. Farkl
organizmalardan yeni Lon proteazlarin izole edilmesi ve bu enzimlerin biyokimyasal
ve genetik nitelendirilmelerinin yapilmasi, hem bu 6zgiin proteaz sisteminin hiicre
icinde oynadigr biyolojik roliin, hem de protein hidroliz mekanizmasinin
anlasilmasina yarar saglayacaktir. Bu ¢alismada G. kaustophilusa ait lon geni pET-
28a(+) vektoriine altklonlama ile aktarilmistir. Gk-Lon proteaz, N-terminal bolgesine
6xHis kuyruk ekli sekilde E. coli BL21(DE3) hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese
edildikten sonra, Ni-NTA IMAC yontemi ile saflastirilmis ve biyokimyasal
nitelendirilmesi gerceklestirilmistir. 6xHis eklentili Gk-Lon proteazin molekiiler
biiyiikliigli SDS-PAGE’'de yaklasik 103 kDa olarak belirlenmistir. Gk-Lon bir
kimotripsin benzeri serin proteaz substrati olan Glt-Ala-Ala-Phe-MNA’y1 etkin bir
sekilde hidrolize etmistir, ancak treonin proteaz substratin1 yikima ugratamamaistir.
Gk-Lon ATP-bagimli bir proteazdir, ancak ATP yoklugunda da peptit hidrolizi
gerceklestirebilmistir. Gk-Lon peptidaz aktivitesi icin Mg®"a ihtiyag duymaktadr,
peptidaz aktivitesinin maksimum seviyede olabilmesi i¢in ise, hem ATP hem de
Mg®un bir arada olmasi gerekmistir. ADP enzimin peptidaz aktivitesini inhibe
etmistir. Gk-Lon peptidaz aktivitesi i¢in optimum sicaklik 55°C ve optimum pH 8.5
olarak belirlenmistir. Gk-Lon peptidaz aktivitesi PMSF ve laktasistin ile inhibe
olmustur. Gk-Lon proteaz bir protein substrat olan a-kazeini ATP-bagimli ve
bagimsiz olarak hidroliz etmistir. Gk-Lon ATPaz aktivitesi de gOstermektedir.
Protein yikimi Gk-Lon ATPaz aktivitesini arttirirken, tetrapeptitler aktivitenin
azalmasmna sebep olmustur. Mg~ un, a-kazein proteininin ve artan ATP

konsantrasyonunun ATPaz aktivitesini arttirdig1 belirlenmistir.



SUMMARY

TITLE OF THESIS: PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
RECOMBINANT Geobacillus kaustophilus LON PROTEIN FROM E. coli

AUTHOR: HATICE ZiSAN ASAL

Both in prokaryotic and eukaryotic cells, protein degradation is carried out by ATP
dependent proteases. Lon protease is a unique ATP-dependent protease found in all
living organisms and plays important role in many control mechanisms in the cells.
However proteolytic activity and substrate recognition of Lon protease is still unclear.
Isolation of new Lon proteases from different organisms and their biochemical and
genetic characterization will provide to understand biological role of this specific
protease system and protein hydrolysis mechanism in the cells. In this study, /on gene
from G. kaustophilus was subcloned into pET-28a(+) expression vector. Gk-Lon
protease with N-terminal 6xHis-tag was overexpressed in E. coli BL21(DE3) cells,
then purified by Ni-NTA IMAC method and biochemically characterized. Molecular
weight of the 6xHis-tagged Gk-Lon protease was determined by SDS-PAGE as ~103
kDa. Gk-Lon protease efficiently hydrolyzed Glt-Ala-Ala-Phe-MNA, a substrate of
trypsin-like serine proteases; however substrate of threonin proteases was not
hydrolyzed. Gk-Lon protease is an ATP-dependent protease, but also peptidase
activity was observed in the absence of ATP. Gk-Lon protease requires Mg*" cation
for peptidase activity but maximum enzyme activity requires presence of both ATP
and Mg®". Gk-Lon peptidase activity was inhibited by ADP. Optimum temperature
for Lon protease activity was observed at 55°C and optimal pH determined at 8.5. Gk-
Lon peptidase activity was inhibited by PMSF and lactacystin. Gk-Lon protease
degraded a-casein, as a protein substrate, ATP-dependent and independent manner.
Gk-Lon also showed ATPase activity. Gk-Lon ATPase activity was stimulated by
protein substrates, but not tetrapeptides. Mg”’, a-casein protein and increasing

amounts of ATP concentrations stimulated ATPase activity of Gk-Lon.
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1. GIRIS
1.1. Proteoliz ve Proteazlar

Yasayan tiim organizmalarda proteinler devamli olarak yikilmakta ve yeniden
sentezlenmektedir. Hiicrelerde meydana gelen protein yikimi hemen hemen her
fizyolojik fonksiyon i¢in anahtar gorevi iistlenmektedir. Hiicrelerde Onemli
metabolik kontrol basamaklarinda gorevli proteinlerin seviyesi o proteinlerin yikimi
ile diizenlenmekte, boOylece hiicrelerin degisen ¢evre kosullarina ve metabolik
ihtiyaclara karst hizli cevap verebilmeleri saglanmaktadir. Ayn1 zamanda protein
yikimi hiicrenin besin yetersizligi durumunda proteinleri enerji ve besin kaynagi
olarak kullanabilmesine olanak saglamaktadir. Hiicre i¢indeki protein yikiminin bir
diger Onemli fonksiyonu ise, transkripsiyonel ya da translasyonel hatalardan
kaynaklanan hatali ve islevi olmayan proteinlerin ortadan kaldirilmasidir. Hayati
Onem tastyan tiim bu fonksiyonlar proteaz adi verilen proteinlerle gerceklesmektedir
ve bu enzimler peptit baglarmin yikiminm katalizleyerek substrat proteinleri hidrolize

etmektedirler.

Proteazlar temel olarak iki kritere gore siniflandirilmaktadirlar. Bu kriterlerden
birincisi etki ettikleri bolgedir ve buna gore proteazlar ekzopeptidaz ve
endopeptidazlar olarak iki biiyiik gruba ayrilmaktadirlar. Ekzopeptidazlar proteinin
amino ya da karboksil wuglarinda bulunan peptit baglarmin hidrolizini
katalizlemektedirler. Endopeptidazlar ise proteinlerin i¢ bolgelerinde bulunan peptit
baglarin1 hidroliz etmektedirler. Proteazlarin ikinci smiflandirma kriteri ise aktif
bolgelerinde bulunan fonksiyonel gruplaridir. Buna goére proteazlar MEROPS
peptidaz veri bankasina gore 5 gruba ayrilmaktadir, bunlar; serin proteazlar, sistein

proteazlar, metallo proteazlar, aspartik ve treonin proteazlardir.

Peptit bagimin hidrolizi ekzergonik bir siirectir ve geleneksel proteazlar
tarafindan protein yikimi sirasinda enerji bakimindan zengin kofaktorlere ihtiyag
duyulmamaktadir (Hlavacek ve Vachova, 2002). Ancak birgok organizmada

geleneksel proteazlara ek olarak, bu siniflandirmalara dahil olmayan, ¢ok temel



hiicresel fonksiyonlardan sorumlu ve fonksiyonu i¢in ATP hidrolizine ihtiya¢ duyan
bir proteaz gurubu bulunmaktadir. ATP-bagimli proteazlar adi verilen bu proteaz
ailesi anormal ya da yanlis katlanmis proteinlerin ortadan kaldirilmasinda gorev
almakta ve bir¢cok diizenleyici hiicresel siirecte kritik rol oynamaktadir. Hem
prokaryotik hem de Okaryotik organizmalarda toplam protein popiilasyonu sabit
tutulurken, anormal proteinler ¢ok hizli sekilde yok edilmektedir (Goldberg, 1992).
Yiiksek sicaklik, ozmotik ya da oksidatif stres gibi ekstrem kosullar anormal ya da
islevsiz proteinlerin birikmesine yol agmakta ve bu proteinler ATP-bagimh
proteazlar tarafindan ortadan kaldirilmaktadirlar. ATP-bagimli proteazlar ¢ok cesitli
hiicresel aktiviteden sorumlu ATPazlar1 i¢inde bulunduran AAA+ protein ailesi
(ATPases Associated with Diverse Cellular Activities) grubuna dahil olan

enzimlerdir.

1.2. ATP-Bagimh Proteazlar

ATP-bagimli proteazlar hiicrede normal olmayan hasarli proteinlerin ve
hiicresel fonksiyonlardan onemli gérevleri olan kisa-omiirlii proteinlerin yikimindan
sorumlu enzimlerdir. Bu enzimler hiicrede bir¢ok farkli aktivite ile iligkili olan
"AAA" Protein Ailesi" (ATPases Associated with Diverse Cellular Activities)
grubunda bulunmaktadirlar (Baker ve Sauer, 2006). Proteinlerin yikimi hiicre
homeostasisinin korunmasi i¢in ¢ok temel bir rol {stlenmektedir. Birgok
organizmada hiicre i¢i protein yikimimnin biiyiik bir kism1 ATP-bagimli proteazlar
tarafindan gerceklestirilmektedir. ATP-bagimli proteazlarin birincil fonksiyonu hem
prokaryotik hem de Okaryotik hiicrelerde hatali transkripsiyon ya da translasyon,
kimyasal fonksiyon bozuklugu, yanlis katlanma ya da 1s1 denatiirasyonu sonucu
meydana gelen hasarli proteinlerin hizli bir sekilde ortadan kaldirilmasin
saglamaktir (Goldberg, 1992, Gottesman, 1996). ATP-bagimli proteazlarin bir diger
onemli fonksiyonu ise kisa Omiirlii diizenleyici proteinlerin yikimini saglayarak
transkripsiyon faktorlerinin aktivitesinin diizenlenmesi, hiicre dongiisii, antijen
taninmasi, bakteriyofaj A litik dongiisii, apoptoz gibi bir ¢ok hiicresel faaliyetin

diizenlenmesidir (Starkova ve ark,. 2000).



ATP-bagimli proteazlarin icinde bulundugu AAA" protein ailesi (ATPases
associated with various cellular activities) ¢ok ¢esitli hiicresel aktiviteler ile ilgili
ATP azlar iceren biiyiik bir protein gurubudur. AAA" proteinlerinin belirgin 6zelligi
sahip olduklar1 ATP baglayici domaindir. 200-250 amino asitlik ATP-baglayici
domain (AAA" domain) oldukca korunmus Walker A (P-loop) ve Walker B
motiflerini i¢cermektedir (Hanson ve Whiteheart, 2005). Bu domain ayni1 zamanda
korunmus ATPaz domaini (Conserved ATPase Domain; CAD) olarak da
adlandirilmaktadir (Laksanalamai ve ark., 2004). Bu proteinlerin bir diger belirgin
ozelligi ise C-terminalde bulunan substrat algilayici ve ayirict domain (Substrate
sensor and discrimination, SSD)'dir. SSD niikleotitte bulunan y-fosfat1 algilayarak

niikleotit hidrolizini katalizleyen rezidiiler bulundurmaktadir (Smith ve ark., 1999).

Korunmus diziler kullamilarak yapilan genomik veri taramalari AAA"
proteinlerin tiim organizma alemlerinde bulundugunu gostermektedir (Hanson ve
Whiteheart, 2005). Bu proteinlerin ¢ok sayida hiicresel fonksiyonla iligkili oldugu
belirlenmistir. AAA" proteinleri protein yikimi, DNA replikasyonu, protein
katlanmas1 gibi ortak fonksiyonlarin yaninda, evrimsel olarak organizmaya 6zgii ¢ok
sayida fonksiyondan da sorumlu olmaktadir. Bakteriler, mantarlar ve bitkilerde 1s1ya
dayaniklilik, okaryotlarda membran fiizyonu ve mikrotiibiil hareketleri AAA"

proteinlerinin gorev aldigi hiicresel siireglere 6rnek olarak verilebilir.

AAA" proteinlerinin hepsinde ATPaz birimi (AAA" domain) ve SSD ortak
olarak bulunmaktadir. ATPaz birimi korunmus Walker A ve Walker B motiflerini
icermektedir. Walker A motifi Gly-(X)4 - Gly-Lys-Thr dizisi seklinde tanimlanirken,
Walker B motifi ise (¢)s-Asp-Glu-(X), dizisi (¢: hidrofobik aminoasit, X: herhangi
bir aminoasit) seklinde tanimlanmaktadir (Walker ve ark., 1982). AAA" domaini iki
Onemli alt domain i¢ermektedir; bunlardan biri N-terminal o/ rossman katlanmasi,

digeri ise C-terminal a-helikal alt domaindir.

ATP-bagiml proteazlarda protein yikimi i¢in ATP hidrolizi gerekmektedir ve
bu proteinlerde bulunan Walker tipi motiflerin niikletit baglanmasi ve ATP hidrolizi
ile iligkili oldugu bilinmektedir (Neuwald ve ark., 1999). SSD bdlgesinin ise ATP

hidrolizinde goérevli oldugu bilinmektedir ve bu domainin bir diger gérevinin ise



substratlar ile iliski kurmak oldugu belirtilmistir (Smith ve ark., 1999). ATPaz birimi
SSD domain araciligi ile protein substratindaki Ozgiil tanima peptit dizisi ile
etkilesim kurmaktadir. Ornegin substrattaki ssrA dizisi FtsH ve Clp proteazlar igin
taninma kuyrugudur ve bu dizi SSD bolgesi ile iliski kurmaktadir (Herman ve ark.,

1998, Lee ve ark., 2001).

ATP-bagimli proteazlar bakteriler, arkealar ve Okaryotlar arasinda oldukca
yaygindir. Prokaryotlarda bulunan ATP-bagimli proteazlar, Lon (Goff ve ark., 1984),
HsIVU (ClpYQ) (Rohrwild ve ark., 1997), FtsH (Tomoyosu ve ark.,19903a),
CIpAP/ClpXP (Katayama-Fujimura ve ark., 1987) proteazlardir. 26S proteozom ise
Okaryotlarda bulunan bir ATP-bagimli proteazdir ve hiicre i¢inde temel protein
yikimindan sorumlu komplekstir (Pickart ve Cohen, 2004). Ayrica dkaryotik hiicre
sitoplazma, mitokondri ve kloroplastlarinda prokaryotik ATP-bagimli proteazlarin

homologlar1 bulunmaktadir (Wang ve ark., 1993, Goldberg, 1990).

ATP-bagimli proteazlar oligomerik (birden fazla alt birimden olusan)
enzimlerdir. 6 veya 7 alt birimden olusan 4 ya da 6 halkasal oligomer, merkezinde
bir oyuk bulunan yiiziikk ya da fi¢1 benzeri yapilar olusturacak sekilde bir araya
gelmektedir. Merkezdeki oyuk proteolitik oda olarak da adlandirilmaktadir ve katlar
acilmig protein susbstratlarin nakledildigi ve yikima ugratildigr proteolitik bolgedir
(Licht ve Lee, 2008). Proteolitik olarak aktif bolgenin enzimin merkezinde yer alan
oyukta gizlenmis halde bulunmasinin hatali protein yikimimin engellenmesi oldugu
belirtilmistir (Lupas ve ark., 1997). ATP-bagimli proteazlar benzer (homomerik) ya
da farkli (heteromerik) alt birimlerden meydana gelebilmektedir (Sekil 1.1). Clp
proteazlar gibi heteromerik ATP-bagimli proteazlarda ATPaz ve proteaz domainleri
ayr1 polipeptitler iizerinde yer alirken, Lon ve FtsH proteaz gibi homomerik
proteazlarda bir ATPaz ve bir proteaz domaini ayni polipeptit iinitesinde yer

almaktadir (Licht ve Lee, 2008).

ATP-bagimli proteazlarda protein susbstratlarin = yikimi  ATP  varligi
gerektirmektedir. Protein susbstratin yikimi sirasinda ATP hidrolizleri meydana
gelmektedir, ancak peptit baginin kesilmesi ile ATP hidrolizinin es zamanli olarak

meydana gelmedigi gdsterilmistir (Fischer ve Glockshuber, 1993). Substratlari



yeniden modellendiren proteinlerde korunmus ATPaz domaininin molekiiler saperon
ya da motor fonksiyonu sagladig1 bilinmektedir. Buradan yola ¢ikilarak ATP-bagiml
proteazlarda bulunan ATPaz domainin, protein substratlarin katlanmalarinin agilmasi
ve bu substratlarin proteolitik bolgeye nakledilmesi fonksiyonuna sahip oldugu ileri

stiriilmiistiir (Baker ve Sauer, 2006).

ClpA Hekzameri .

ClpP Heptamerleri

ClpA Hekzameri .

o T
Miomeaneri b an { ATPaz Domaini (\g |:> G}'
L

altbirimi Protear Domaini

Sekil 1.1: Heteromerik (ClpAP) ve homomerik (Lon) ATP-bagimli proteazlarin ultra
yapilar1 (Licht ve Lee, 2008).

AAA" proteinleri ile yapilan ve biyokimyasal analizler ve mutasyon deneyleri
ile desteklenen kristallografik calismalar ATPaz modiili ile ilgili genel bir sonug
ortaya cikartmistir; buna gére ATPaz modiilii tekrarlanan ATP hidrolizleri sayesinde
meydana gelen konformasyonel degisiklikler ile susbstrat katlanmalarinin agilmasini,
substratlarin proteolitik alana nakledilmesini ve proteolitik bolgenin aktiflesmesini
saglamaktadir (Wang ve ark., 2004, Licht ve Lee, 2008). ATP varliginda Lon, Clp ve
FtsH proteazlar protein susbstratlar1 kismen yikima ugramis protein ara iirtinleri
olusturmadan hidroliz etmektedirler. Bu konformasyonel degisikliklerin ortaya
¢tkmasinda korunmus arjinin rezidiileri kritik rol oynamaktadir (Ogura ve Wilkinson,
2001). Protein substrat, enzimin dar merkez oyuguna hemen hemen lineer
konformasyonda transport edilmekte ve merkezde bulunan proteolitik bdlgede
yikima ugratilmaktadir (van Melderen ve ark., 1996, Hlavacek ve Vachova, 2002)
(Sekil 1.2).
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Sekil 1.2: ATP-bagimli proteazlarin Onerilen genel mekanizmasi. Bu sekilde bir
hetero altbirimli ATP-bagimli proteazin oligomerik yapist 6rnek verilmistir (Licht ve

Lee, 2008).

1.2.1. 26S Proteazom

En biiyiik ATP-bagimli proteaz olarak bilinen 26S proteazom, Okaryotik
hiicrelerde ubikitin ile baglanmig ya da baglanmamis proteinlerin yikimini
katalizleyen c¢oklu-katalitik proteaz kompleksidir (Coux ve ark., 1996). 26S
proteazom hasarli veya yanlis katlanmis proteinlerin yikimimi gergeklestirerek
proteinlerin geri doniisiimiinde rol oynamasinin yani sira, hiicre dongiisiinde de etkin

rol oynamaktadir.

26S proteazom, 20S proteazom (700 kDa) ile 19S proteazom (900 kDa)
bilesenlerinden meydana gelmektedir ve yaklasik 2600 kDa biiyiikliigiinde bir yap1
gostermektedir (Pickart, 1997, Baumeister ve ark., 1998). Bu bilesenlerden 20S
proteazom proteolitik aktiviteyi gergeklestiren komplekstir; 19S  diizenleyici
kompleks ise hem poliubikitine baglanmay1 saglamakta, hem de ATPaz domainlerini

icermektedir (Ciechanover, 1994, Coux ve ark., 1996) (Sekil 1.3).



19S kompleksi kapak (lid) ve taban (base) alt-komplekslerinden olusmaktadir
ve molekiiler agirliklar1 25-110 kDa arasinda degisen 20 farkl: alt birim i¢cermektedir
(Hilt ve Wolf, 1996, Groll ve ark., 2005). Kapak alt kompleksi sekiz alt birimden
olusmaktadir, fonksiyonunun ise ubikitinlenmis protein susbstratlarin taninmasi ve
substratin ubikitinden ayrilmasi oldugu sanilmaktadir. 20S proteolitik komplekse
yakin olan taban kompleksinde ise ATPaz aktivitesi iceren domainler bulunmaktadir.
Bu kompleks proteinlerin katlanmalarinin agilmasinda ve protein susbstratin 20S
proteolitik komplekse yonlendirilmesinde fonksiyon gostermektedir (Groll ve ark.,

2005).
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Sekil 1.3: 26S proteazom semasi ve katalitik mekanizmasi. a. 26S proteazom 19S
diizenleyici ATPaz birimleri ve 20S katalitik birim birlesenlerinden meydana gelir.
b. Yikim sirasinda once ubikitin kuyruk 19S diizenleyici birim tarafindan taninir.
Daha sonra aktivitesinin saperon benzeri oldugu diisiiniilen taban kismina dogru
iletilir ve buradan katlanmalarinin agilmasi ile proteolitik 20S bilesenine nakledilir.
Burada B altbirimleri (mavi) ile iliskili olan tripsin-benzeri, kimotiripsin-benzeri ve
peptidil glutamil hidrolizi benzeri proteaz aktiviteleri ile yikima ugratilir. Yikim
sonunda ortaya ¢ikan kisa peptidler yeni proteinlerin sentezinde kullanilmak {izere

sitoplazmaya salinir (Sullivan ve ark., 2003).



26S proteazomun proteolitik olarak aktif kisim olan 20S kompleksi, 7 a ve 7 B
alt birimlerinin olusturdugu 4 tabakal: silindirik bir yap1 meydana getirmektedir. 20S
proteazomda o alt birimleri yapinin dig kisimlarinda bulunurken, proteolitik olarak
aktif olan B alt birimleri yapinin i¢ kisminda bulunmaktadirlar (Groll ve ark., 1997,
Voges ve ark., 1999). Kompleks okaryotik proteazomlarda 14 B alt biriminin sadece
tic tanesi (B1, B2 ve B3) fonksiyonel aktif bolge icermekte ve N-terminal hidrolaz
aktivitesi gostermektedir (Orlaowski, 1990). Bu alt birimler susbtrat 6zgilligl ve
aktivitelerine gore, kimotripsin-benzeri, tripsin-benzeri ve post glutamil peptit

hidrolaz-benzeri olarak isimlendirilmektedirler (Groll ve ark., 2005).

Okaryotik  organizmalara ek olarak, Thermoplasma  acidophilum,
Methanococcus jannaschii, Haloferax volcanii, Methanocaldococcus jannaschii,
Thermoplasma volcanium gibi bir¢ok arkeal bakteride de 20S proteazom yapisi
tanimlanmistir (Benaroudj ve Goldberg, 2000, Barber ve Ferry, 2001, Kocabiyik ve
ark., 2010). Arkeabakteri Thermoplasma acidophilum proteazomu gibi arkeal
proteazomlarda bir tip o ve bir tip B alt birimleri bulunmaktadir ve bu alt birimler
birbirine bitisik 7 alt birimli 4 halkasal yap1 olusturmaktadirlar (Lowe ve ark., 1995).
Okaryotik proteazomlarda ise 7 farkli o (al—a7) ve 7 farkli B (B1— B 7) alt birimi
bulunmaktadir ve bu alt birimler bulunduklar1 halkasal yapilarda 6zgiil pozisyonlarda
yerlesmislerdir. Organizmalar arasinda farklilik gosteren gesitli a ve B alt birimleri
yapisal olarak iligkilidir ve %15-30 oraninda dizi benzerligi gostermektedir (Groll ve

ark., 1997).

26S proteozom hasarli ya da yanlis katlanmis proteinlerin geri doniisiimiinii
saglamasinin yan sira, hiicre dongiisiinde de etkin rol oynamaktadir. 26S proteazom
tarafindan yikima ugratilan Onemli diizenleyici proteinlere O6rnek olarak
transkripsiyon faktorii c-Fos, Gl-fazina 0gzil siklinler, siklin bagimli kinaz
inhibitdrleri, omitin dekarboksilaz (ODC) ve ¢esitli onkoproteinler verilebilir (Hilt ve
Wolf, 1996). Okaryotik hiicre i¢i protein yikimlarmnin ¢ogu ubikitin-proteazom
yoluyla gerceklesmektedir. Yikim i¢in ubikitin ile isaretlenmis olan proteinler 26S
proteazom tarafindan tanimirlar ve ¢ok hizli bir sekilde kisa peptitlere pargalanirlar
(Coux ve ark., 1996). Okaryotik hiicrelerde ubikitin ile diizenlenen protein yikim

yolagi hiicre dongiisii, transkripsiyonel diizenleme, apoptoz gibi bir¢ok hiicresel



stirecin diizenlenmesinin yaninda, yanlis katlanmis ya da hasarli anormal proteinlerin

ortadan kaldirilmasinda da ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir.

1.2.2. ClpAP (Ti) Proteaz

CIpAP proteaz ilk olarak Lon yoksun E. coli hiicrelerinde ATP-bagimli kazein
yikici proteinaz olarak kesfedilmistir (Katayama-Fujimura ve ark., 1987). Daha sonra
yapilan calismalar CIpAP proteazin bazi fiizyon proteinlerinin, plazmit ekleyici
sistem proteini MazE nin ve anormal N-terminal uclu baz1 proteinlerin yikimindan

da sorumlu oldugunu ortaya koymustur (Hlavacek ve Vachova, 2002).

Heteromerik bir ATP-bagimli proteaz olan CIpAP proteazda ATPaz ve proteaz
domainleri ayr1 bilesenler iizerinde yer almaktadir; bu bilesenler ATPaz domainini
iceren ClpA ve proteolitik olarak aktif olan ClpP bilesenleridir. ClpA 84 kDa
biiyiikliigiinde, hekzamerik yapida bir ATPaz dir. Hsp100/Clp ailesinin bir iiyesidir
ve saperon aktivitesi de goOstermektedir (Wickner ve ark., 1994). CIpA ATP
yoklugunda bir trimer iken, ATP varliginda ise 6 alt birimden olusan tek bir halka
olusturmaktadir. ClpA'da bulunan iki ATP baglanma bdlgesinden biri hekzamer
olusumuyla iliskili olup, diger ATP baglanma bdlgesi ise enzimin ATPaz aktivitesi
icin gerekmektedir. Ayn1 zamanda ClpA ve ClpP komplekslerinin bir araya gelmesi

icin de ATP hidrolizi gerektirmektedir (Chung ve ark., 1997).

21 kDa biiyiikligiinde olan CIpP ise proteolitik birimdir ve her biri 7 alt
birimden olugsmus iki halkasal yapidan olugsmaktadir. ClpP yi olusturan halkalarin i¢
kisminda 14 proteolitik aktif bolge bulunmaktadir. ClpP tek basina iken sadece kisa
peptitlerin yikimin1 gerceklestirebilmektedir. ClpP 'nin merkez oyugunun cap1 ¢ok
kiiciik oldugu icin, ClpP'nin proteolitik merkezine katlanmis proteinlerin giris
yapabilmesi ATPaz alt tinitesinin fonksiyonunu gerekmektedir. ClpA'nin protein
yikimi olmadig1 zaman substratlarin katlanmalarin1 acan bir saperon gibi davrandigi
gosterilmistir (Hoskins ve ark., 2000a). Yapilan ¢alismalarda ClpA'nin da DnaK ve
Dnal gibi plazmit P1 replikasyon baslangi¢c proteininin in vitro aktivasyonunda

saperon fonksiyonu gosterdigi belirlenmistir.
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ATPaz halkalar1 (ClpA hekzameri), proteolitik kompleks (ClpP heptamerleri)
ile birleserek tam aktif proteaz formunu olusturmakta ve bu oligomerizasyon ATP
hidrolizi ile gerceklesmektedir. Protein substratlar ATPaz domainine baglandiktan
sonra katlanmalar1 agilarak proteolitik bdlgelerin  bulundugu merkez oyuga

iletilmekte ve yikima ugratilmaktadirlar (Wickner ve Maurizi, 1999, Hoskins ve ark.,

2000b) (Sekil 1.4).

ATP ADPSP

Sekil 1.4: CIpAP proteazin protein susbstrati yikim semasi (Hanson ve Whiteheart,
2005).

1.2.3. HSLVU

HsIVU (ClpQY ya da CodWX) iki bilesenden olusan bir ATP-bagimh
proteazdir ve ilk olarak E. coli"de kesfedilmistir. HsIVU'yu meydana getiren
bilesenler yaklasik 20 kDa biiyiikliigiinde olan HslV (ClpQ) ve yaklasik 50 kDa
bliytikliiglinde olan HslU (ClpY) 1s1 soku proteinleridir ve bu proteinler Aslvu (heat
shock lokus VU) operonundan kodlanmaktadir (Chuang ve ark., 1993). HslV alt
biriminin peptidaz aktivitesine sahip oldugu, HslU alt biriminin ise hem ATPaz hem
de saperon aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. HslV proteolitik alt birimi 6karyotik
ve arkeal 20S proteazomlarin katalitik B alt tiniteleri ile yiiksek Ol¢lide benzerlik
gostermektedir (de Mot ve ark., 1999). HsIVU yapis1 ve yikim mekanizmas1 daha
ayrintili olarak aydinlatilmasinin ardindan, enzim proteazomun bakteriyel homologu
olarak kabul edilmektedir (Gille ve ark., 2003). HslV aym zamanda 20S

proteazomun [ alt {initelerindeki gibi N-terminal bolgesinde iki korunmus treonin
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rezidiisiine sahiptir ve bu rezidiiler proteolitik aktivitede 6nemli rol iistlenmektedirler

(Seemiiller ve ark., 1996).

HslU bileseni bir ATPaz'dir ve korunmus motifleri barindiran bir AAA"
modiilii icermektedir HslV proteolitik bileseni, merkezinde proteolitik ¢ember
bulunan bir hekzamer dimerinden olusmustur ve 20S proteazomlardan farkli olarak
her bir halkasal yap1 yedi (heptamer) degil, alt1 (hekzamer) liyeden meydana
gelmektedir (Hlavachek ve Vachova, 2002). ATP varliginda HslU hem hekzamerik
hem de heptamerik halkasal yapilar olusturmakta ve bu HslU halkalar1 HslV
halkalarmin her iki ucuna baglanarak HsIVU kompleksini meydana getirmektedir

(Altin, 2008).

HslUV proteaz hiicre boliinmesi inhibitor proteini SulA'y1 Lon proteaza oranla
daha az da olsa hidroliz edebilmektedir ve bdylece hiicrelerde ¢ok 6nemli bir rol
istlenmektedir. HslU yalnizken ise molekiiler saperon gibi davranmakta ve SulA'nin

agregrasyonunu engellemektedir (Seong ve ark., 2000).

B. subtilis’"de HsIVU benzeri bir proteaz bulunmaktadir. CodWX olarak
adlandirilan bu proteazin bilesenleri cod operonundan kodlanmaktadir ve CodW ve
CodX aminoasit dizilimi bakimindan HslV ve HslU'ya %352 oraninda benzerlik
gostermektedir. Ancak CodW HslV'den farkli olarak proteolitik olarak aktif N-
terminal serin rezidiileri bulundurmaktadir ve CodWX bu o6zellige sahip oldugu

belirlenen ilk proteazdir (Kang ve ark., 2001).

1.2.4. FtsH Proteaz

Proteolitik  aktivitesi Zn®" tarafindan  diizenlenen ATP-bagimhi  bir
metalloproteazdir (Akiyoma ve ark., 1995). FtsH integral bir membran proteinidir
(Tomoyosu ve ark., 1993) ve internal membran proteinlerinin yikimimin yaninda,
sitoplazmik proteinlerinlerin yikimindan da sorumlu oldugu belirlenmistir (Ito ve
Akiyama, 2005). Bircok bakteri tiirline ek olarak, dkaryotik hiicrelerin mitokondri ve

kloroplastlarinda da FtsH homologlar1 bulunmaktadir (Langer, 2000).
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FtsH proteaz E. coli'de fish geni tarafindan kodlanan yaklasik 70 kDa
biiyiikliigiinde homohekzamerik bir proteindir. Birbirine esit her alt biriminde bir
ATPaz birimi ve bir proteaz domaini bulunmaktadir. FtsH 1n yapisinda ATPaz ve
proteaz domainlerini i¢eren C-terminal sitozolik bolge ile, N-terminal transmembran
bolgeler (TM) bulunmaktadir (Sekil 1.5). ATPaz domaininde ATP-bagiml
proteazlarda goriilen korunmus Walker A, Walker B motifleri ve SRH domainleri
bulunmaktadir (Tomoyasu ve ark., 1993b). Proteolitik bolgede korunmus HEXXH

motifini iceren Zn”" metalloproteaz bolgesi bulunmaktadir.

Transmembran Transmembran
periplazma Bolge (TM) Balge (TM)

|'|'|"! )
L) ! )

sitoplazmik

1 ¥
membran )

sitoplazma

Sekil 1.5: FtsH ATP-bagimli proteazin sematik gosterimi (Hlavacek ve Vachova,
2002).

FtsH E. coli'"de ATP sentetaz Fa alt iinitesi, SecY, YccA gibi membran
proteinlerinin yikimimni katalizledigi bilinmektedir (Akiyama ve ark., 1996). En
onemli islevlerinden biri 1s1 sokuna cevap proteini 632 'nin yikimini diizenlemesidir
(Okuno ve ark., 2004). FtsH faj enfeksiyonu sirasinda lamda faji CII proteininin
seviyesinin diizenlenmesinden de sorumludur (Shotland ve ark., 1997). Bacillus
subtitis’te spor olugmasi i¢in gerekli olan SpoVM FtsH'in yikimini1 gergeklestirdigi
diger bir proteindir. 4. thaliana'da 3 tanesi mitokondride, 9 tanesi de kloroplastta
konumlanmis 12 farkli FtsH homologu bulunmaktadir. insanda bulunan bir FtsH
ortalogunda meydana gelen bir mutasyon norodejeneratif bir hastaliga neden
olmaktadir (Casari ve ark., 1998). FtsH 1n ayn1 zamanda saperon gorevi de listlendigi

sanilmaktadir (Suzuki ve ark., 1997).



13

1.2.5. LON PROTEAZ

ATP-bagiml proteazlarin bir diger grubu da Lon proteazlardir. (EC 3.4.21.53;
MEROPS: S16.001) ve hiicrelerde hasarli ya da kisa-omiirlii diizenleyici proteinlerin
yikimindan sorumlu enzimlerdir. Lon proteaz homologlari organizmalar arasinda
oldukca yaygindir; prokaryotlarda sitozolik bir proteaz olan Lon, dkaryotlarda ise
niikleustan kodlanmakta ve mitokondriyal matrikste ve kloroplastlarda yer
almaktadir. Lon proteazlar hiicre homeostasisi, protein kalite kontrolii ve metabolik

diizenleme gibi 6nemli hiicresel fonksiyonlarla iligkilidirler.

Lon proteaz ilk kez E. coli'de kesfedilmistir ve ayn1 zamanda La proteaz ya da
CapR olarak da adlandirilmaktadir (Chung ve Goldberg, 1981) Lon proteazin
birbirinin esi alt birimler ile bir homooligomer olusturan, 87 kDa biiyiikliigiinde bir
ATP-bagimli proteaz oldugu belirlenmistir (Chiarette ve ark., 1981, Goldberg ve ark.,
1981, Zehnbauer ve ark., 1980). Daha sonra Chin ve arkadaslari tarafindan E. coli
ATP-bagimli Lon proteazin lon geni tarafindan kodlandig1 ve bu genin ayn1 zamanda

151 soku cevabi ile iligkili oldugu bulunmustur (1988).

Sekil 1.6: E. coli Lon proteazin kristal yapisi (Botos ve ark., 2004a).

Lon proteazlar E. coli'den sonra, Bacillus brevis (Ito ve ark., 1992),
Mycobacterium smegmatis (Roudiak ve ark., 2001), Brevibacillus thermoruber (Lee
ve ark., 2004a), Bacillus subtilis (Duman ve Lowe, 2010) gibi birgok bakteri tiiriinde,
Thermus thermophilus (Watanabe ve ark., 1999), Thermoplasma acidophilum (Beche

ve Zwickle 2004a) gibi arkealarda tammlanmustir. Okaryotik organizmalara
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bakildiginda, Goldberg ve arkadaslar1 (1992) si¢an akciger mitokondri matrikslerinde
Lon-benzeri ATP-proteazin varligin1 kesfetmislerdir. Daha sonra insan Lon proteazi
kodlayan gen klonlanmis ve bu genin E. coli Lon ile %58 oraninda benzerlik
gosteren 106 kDa biiytlikliiglinde bir protein kodladigi ortaya ¢ikarilmistir (Wang ve
ark., 1993). PIMI olarak da ifade edilen maya /on geni ise 120 kDa'luk, esnek halka
seklinde, heptamerik bir protein kodlamaktadir (Szuki ve ark., 1994). Maya Lon
proteazin E. coli Lon proteaz ile %60 oraninda dizi benzerligi gosterdigi ortaya

cikarilmistir (Tomoyosu ve ark., 1993).

Lon oligomerik kompleksi, organizmaya bagli olarak degisen 4-8 Lon
polipeptidinin birbirine baglanmasi ile meydana gelen halka seklinde bir yap1
gostermektedir. Proteolitik aktif bolge halkasal yapinin i¢ kisminda yer almaktadir.
Yapilan calismalar E. coli Lon'un hem tetramerik hem de oktamerik formda
bulunabildigini gdstermistir (Chung ve Goldberg, 1981, Goldberg ve ark., 1994).
Mycobacterium smegmatis Lon ise hekzamer yapida oldugu bulunmustur (Roudiak
ve Shrader, 1998). Saccahromyces cerevisiae Lon proteaz ise heptamerik bir
enzimdir (Szuki ve ark., 1994). Oligomeri olusturan alt birimlerin sayisi
organizmalar arasinda degisim gostermesine ragmen, her Lon proteazda tek bir
polipeptit zinciri lizerinde kovalent olarak baglanmis bir N-terminal ATPaz domaini

ve bir C-terminal proteaz domaini bulunmaktadir (van Melderen ve Aertsen, 2009).

Lon evrimsel olarak organizmalar arasinda oldukca korunmustur. E. coli
Lon’un (Ec-Lon), aminoasit dizisi bakimindan arkea Thermoplasma acidophilum
Lon proteazina (Ta-Lon) %50, Saccahormyces cerevisiae Lon proteazina (ScLon) ve
insan Lon proteazina (HsLon) %25 oraninda benzerlik gosterdigi ortaya konmustur

(Lee ve Szuki, 2008).
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1.2.5.1. Lon Proteazlarin Yapisal Ozellikleri

Lon proteazlar Lon A ve Lon B olmak iizere iki alt aile ile
siniflandirilmaktadirlar. Her iki alt ailede de ortak olarak ayni alt birim iizerinde
oldukca korunmus bir ATPaz domain (AAA+ modiilii) ile bir proteolitik domain
bulunmaktadir. Bakteriyel ve Okaryotik Lon proteazlarin i¢inde oldugu Lon A alt
ailesine ait Lon proteazlar protein baglayabilme 6zelligine sahip olan ve substrat
taninmast ve enzim fonksiyonelligi ile iliskili oldugu diisiiniilen biiyiik bir N-
terminal domaine sahiptir (Melnikov ve ark., 2008). Arkeal Lon proteazlarin i¢inde
oldugu Lon B alt ailesinde bulunan Lon proteazlar ise proteini membranin
sitoplazmik bolgesine baglayan bir ara membran domain igermektedirler (Rotanova

ve ark., 2006).

Lon proteazlar temelde yapisal olarak, bir N-terminal domain, orta kisimda bir
o/B-domain ile bir o domain iceren AAA" modiilii ve C-terminalde proteolitik aktif
bolge olan P domaininden olugmaktadirlar (Sekil 1.7). Lee ve arkadaslar tarafindan
2004 (b) yilinda yapilan caligmalarla enzimin N-terminal domaininin hidrofobik
aminoasitler icerdigi ve enzimin protein substrat ile etkilesim bolgesi oldugu
gosterilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalar ile AAA+ modiiliin substrat ayrimi ve
ATP hidrolizini gerceklestirdigi ve N ve C-terminal bolgeler arasinda bulundugu
ortaya konmustur (Botos ve ark., 2004b, Lee ve ark., 2004b).

1 119 309 A B 491 5i5 S K 784

) N-domain __ o/B-domain ~o-domain  p-domain
also known as

A=Walker A motif SSD domain

B=Walker B motif

ﬁjKS?B;; } catalytic dyad

Sekil 1.7: Lon proteazin bir alt biriminin domain organizasyonu (Lee ve Szuki,

2008).
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Temel bir AAA" modiiliiniin iki yapisal domain icermekte oldugu
bilinmektedir. Bu domainlerden biiyik olan o/Bf-domaindir ve niikleotit
baglanmasinda goérev yapmaktadir. Bu bolgede ATP baglanmasini ve hidrolizini
diizenleyen korunmus Walker A ve Walker B motifleri bulunmaktadir (Licht ve Lee,
2008). ATPaz domain'de bulunan diger 6nemli motifler ise sensdér 1 ve arjinin
parmak motifleridir. Sensér 1 motifi ATP hidrolizi sirasinda niikleofil gérevi yapan
su molekiiliiniin konumlanmasinda gorev yapmaktadir. Arjinin parmak motifi ise alt
birim etkilesimleri ile ATP hidrolizini aktive etmektedir (Neuwald ve ark., 1999).
AAA" modiiliiniin daha kiiciik olan domaini ise helikal o-domaindir ve ayn1 zamanda
substrat algilayict1 ve ayirict domain (SSD) olarak da adlandirilmaktadir. Bu
domainde korunmus Sensor-2 motifi bulunmaktadir. Bu motif genellikle bir arjinin
(nadiren lizin) rezidiisii igermekte ve hem ATP baglanma ve hidrolizine katki
saglamakta, hem de protein substratlarla iliski kurarak, protein susbsratin yeniden

modellenmesini saglamaktadir (Neuwald ve ark.,1999, Iyer ve ark., 2004).

Lon proteazin C-terminalindeki P domain ise katalitik bolgeyi olusturmaktadir.
Yapilan ¢esitli ¢alismalarda, bu bolgede gergeklestirilen mutasyonlarin proteolitik
aktiviteyi engelledigi fakat ATPaz aktivitesine herhangi bir etkisinin olmadig1 ortaya
konmustur (Fischer ve Glockshuber, 1993, Starkova ve ark., 1998). E. coli Lon
proteaz ile gerceklestirilen mutasyon ¢aligsmalari ile Lon proteolitik bdlgesinde, serin
proteazlarin klasik Ser-His-Asp tiradi ile benzerlik géstermeyen bir Ser-Lys katalitik
ikilisinin anahtar gorev iistlenmekte oldugu belirlenmistir (Botos ve ark., 2004b).
Lon proteazlarin Ser-Lys katalitik ikilisinin organizmalar arasinda olduk¢a korunmus

oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Chandu ve Nandi, 2004) (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8: Cesitli organizmalarda bulunan Lon proteazlarin primer dizilerinin

karsilastirilmast ve korunmus Ser-Lys katalitik ikilisi (Chandu ve Nandi, 2004).

Lon ve diger ATP-bagimli proteazlarin ATPaz domainleri arasindaki onemli
Olcilide belirgin dizi benzerligi, Lon proteazlarda da ATP baglama ve hidrolizinin,
susbstrat katlanmalarinin agilmasi ve susbstratin aktif bolgeye taginmasi i¢in gerekli
oldugunu diistindiirmektedir (Licht ve Lee, 2008). Daha 6nce yapilmis olan bir
caliygmada Ebel ve arkadaslar1 ATP-hidrolizinin konformasyonel degisiklikleri
uyararak Lon aktif bolgesinin substrat kabul edebilirligini nasil kontrol ettigine dair
bir model 6ne siirmislerdir (1999). Bu modele gore enzimde biri 6zgiil olmayan
susbstratlar i¢in (baslatict bolge), digeri de 6zgiin susbstratlar i¢in (SSD-substrat
algilayict ve ayirict bolge) olmak iizere iki baglanma bolgesi bulunmaktadir. Diisiik
afinite ile baglanan substratlar baslatic1 bolgeye baglanmakta ve yikima ugramadan
ayrilmaktadirlar. SSD ise yiiksek afinite gosteren 6zgiil substratlar1 baglamakta ve
ATP hidrolizi aktif olana kadar substratin bagli kalmasini saglamaktadir. Bu sirada
enzimde konformasyonel degisiklikler meydana gelmekte ve substrat aktif bolgeye

aktarilarak yikima ugratilmaktadir.
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1.2.5.2. Lon Proteazlarin Fizyolojik Ozellikleri

Lon proteazlar hem prokaryotik hem de Okaryotik hiicrelerde cesitli
yolaklardaki farkli bir¢ok proteinin yikimindan sorumludur ve bir¢ok hiicresel islevin
diizenlenmesini saglamaktadir. E. coli Lon protezin hiicrede hasar gérmiis anormal
proteinlerin yaninda (Chung ve Goldberg, 1981), UV ile olusan DNA hasar1 sonucu
hiicre boéliinmesini engelleyen protein SulA (Mizusawa ve Gottesman, 1983),
kapstiler polisakkarit sentezinden sorumlu RcsA (Torres-Cabassa ve Gottesman,
1987) ve SOS cevap proteinleri UmuD ve UmuC (Gonzalez ve ark., 1998) gibi
onemli diizenleyici fonksiyonlari olan kisa Omiirlii proteinlerin yikimindan da

sorumlu oldugu bilinmektedir.

Lon proteaz normal biiylime kosullarinda ¢cogu bakteri tiirii i¢in yasamsal bir
enzim degildir fakat yoklugu hiicrelerde bircok fonksiyon bozukluguna neden
olmaktadir. E. coli K-12 lon mutantlar1 yasamlarini siirdiirebilirler fakat DNA'ya
hasar verici ajanlara ve anormal protein toplanmalarina duyarl hale gelmektedirler
(Torres-Cabassa ve Gottesman, 1987). Lon hasarli E. coli hiicrelerinin anormal
fenotipik Ozellikler gosterdikleri belirlenmistir; buna gore Lon mutant koloniler tipik
bir mukoid fenotip gostermektedirler (Torres-Cabassa ve Gottesman, 1987). Bu
sekilde ~—mukoid koloni olusumu, transkripsiyonel aktivator RcsA'nin
stabilizasyonuna bagli olarak kapsiiler polisakkaritlerin asir1 {retilmesinden
kaynaklanmaktadir. Bazi Lon mutantlarinda ipliksi biiyiime (Schoemaker ve ark.,
1984) gozlenirken, bazi Lon mutant hiicrelerin ise lag fazindan log fazina
gecemedikleri saptanmistir (Kuroda ve ark., 2001). Bu durum serbest ribozomal
proteinleri yikima ugratamadiklari ve anahtar enzimlerin sentezi i¢in gereken

aminoasitleri elde edemedikleri i¢in ortaya ¢ikmaktadir.

Lon proteazin gesitli bakteri tiirlerinde hiicre dongiisti ve farklilasma ile iliskili
oldugu belirlenmistir. Caulobacter crescentus Lon proteazinin DNA metiltransferaz
(CerM) yikimu ile iligkili oldugu ve bdylece kromozomal DNA metilasyonunda ve
hiicre farklilasmasinda diizenleyici rol oynadig1 gosterilmistir (Wright ve ark., 1996).
E. coli’nin aksine bazi bakterilerde /on mutantlar1 yasamlarini siirdiiremez (Tojo ve

ark., 1993). Myxococcus genomunda birbiriyle yakin iliskili iki lon geni oldugu ve bu
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genlerden bir tanesi vejetatif bliylime i¢in, digerinin ise gelisim i¢in gerekli oldugu

belirlenmistir (Tojo ve ark., 1993).

Brazas ve arkadaslar1 2007 yilinda Brucella abortus ve Salmonella enterica
gibi patojenik bakterilerde transkripsiyon diizenleyici faktér HilA'nin Lon ile
diizenlenen yikimimnin viriilans genlerin dogru zamanda ekspresyonunu kontrol
ettigini  gOstermislerdir. Pseudomonas aeruginosa’da Lon'un indiiklenmesinin
organizmanin antibiyotikle muamelesine kars1 uyarilabilir direncine yardimci oldugu
ortaya konmustur (Whistler ve ark., 2000). Ayni bakteride quorum sensing (QS)
diizenlenmesinin Lon-bagimli proteoliz ile gerceklestigi belirlenmistir (Bertani ve
ark., 2007). lon mutant Pseudomonas aeruginosada en temel sinyal molekiilii olan
homoserin laktonlarin (AHLs) yaban tiplere gore ¢ok daha fazla iiretildigi
saptanmistir ve bu da Lon'un QS’1 negatif olarak diizenledigini ortaya koymaktadir.
Bazi bakteri tiirlerinde flagella sentezini diizenleyen faktorlerden FhIDC ATP-
bagimli proteoliz ile kontrol edilmektedir. Salmonella typhimuriumda FhIDC yikimi
ClpXP tarafindan gerceklestirilirken (Claret ve Hughes, 2000), Proteus mirabilis'te
Lon proteaz tarafindan gergeklestirilmektir (Claret ve Hughes, 2000).

Okaryotlarda Lon proteaz mitokondri matriksindeki oksidatif olarak modifiye
olmus proteinleri yikmakta ve sitoplazmadaki 26S proteozom kompleksine benzer
fonksiyon gostermektedir (Bota ve ark., 2002). Saccharomyces cerevsiae de
mitokondriyal matrikste bulunan tek proteaz Lon'dur ve Sc-Lon proteazin
substratlar1 genellikle yanlis katlanmis ya da katlanmamis elektron transport zincir
kompleks proteinleri, ribozomal proteinler ve metabolik enzimlerdir. Mayalarda Lon
proteazin mitokondrinin normal fonksiyonunu siirdiirebilmesi ic¢in esas oldugu
belirlenmistir. S. cerevisiae’de Lon'un yoklugu mitokondriyal matrikste ATP-
bagimli degredasyonun olmamasina, yogun agregratlarin birikmesine ve biiyiikk mt-
DNA delesyonlarina yol agmaktadir (Suzuki ve ark., 1994). Memeli hiicrelerinin
mitokondri matrikslerinde bulunan; sitokrom c¢ oksidaz (COX), oksitlenmis
mitokondriyal akonitaz (tri-karboksilik asit dongiisii i¢cin gereken bir protein), StAR
(sitozolden mitokondri i¢ membranina kolesterol transferini diizenleyen steroidojenik
akut dilizenleyici protein) Lon proteazin substratlarina ornek olarak verilebilir

(Suzuki ve ark., 1994, Rep ve ark., 1996).
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Lon proteazin proteolitik aktivitesinin yaninda hem bakterilerde hem de
Okaryotlarda saperon protein benzeri aktivite de gostermekte oldugu bilinmektedir;
bu gorevi kapsaminda Lon proteaz ¢esitli proteinlerin membranlara yerlesmesinde ve

protein komplekslerinin oligomerizasyonunda rol oynamaktadir (Szuki ve ark., 1997).

Chung ve Goldberg 1982°de yaptiklari ¢alismalar ile E. coli Lonunun DNA"ya
baglanabilme 6zelliginin de oldugunu ortaya ¢ikarmislardir. £. coli"de Lon proteazin
DNA da diziye 6zgil olarak timin ve guanince (TG) zengin promotor elementlerine
baglanmakta oldugu gosterilmistir (Fu ve ark., 1998). Lon proteazin DNA'ya
baglanma 6zelligi bir¢ok bakteride ve mayalarda c¢alisilmistir. 2004 yilinda Liu ve
arkadaglar tarafindan yapilan ¢aligmada insan Lon proteazinin mitokondriyal DNA
promotorlarina tek zincirden, bolgeye 6zgiil olarak baglanabilme 6zelligi oldugu ve
bu ozelligin ATP baglanmasi ile engellendigi gosterilmistir (2004). Mitokondriyal
Lonun mitokondri DNA’sina baglanma 6zelligine sahip olmasinin yaninda, solunum
zincir komplekslerinin birlesmesi i¢in E. coli Lon gibi saperon gorevi de iistlenmekte
oldugunu belirlenmistir (Ngo ve Davies, 2007). Simmons ve arkadaslar1 2008 yilinda
Bacillus subtilis LonA proteazin normal biiylime siliresince niikleotit ile birlikte

lokalize oldugunu gdstermislerdir.

Bakteri ve mayalarda yapilan in vivo ¢alismalar Lon'un gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde transkripsiyon faktorlerinin seviyesini diizenleyerek ve mRNA
transkriptlerinin kaliciligina etki ederek gorev yaptig1 one siirmektedir ( Gill ve ark.,
1993) ve bu calismalar sonucunda Lon'un mitokondri genomunun kaliciligi ve
ekspresyonunda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Lon proteazin DNA’ya baglanma

ozelliginin fizyolojik fonksiyonu heniiz kesin olarak belirlenememistir.
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1.2.5.3. Lon Proteazlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Bircok temel hiicresel fonksiyonda gorevli olan Lon proteazlarin
mekanizmalarinin  daha 1y1 anlasilabilmesi ic¢in gergeklestirilmis ¢ok sayida
caligmada cesitli organizmalara ait Lon proteazlar biyokimyasal olarak karakterize
edilmislerdir. Waxman ve Goldberg 1985°te yaptiklar1 ¢calismalar ile E. coli Lon un
Glt-Ala-Ala-Phe-MNA ve Suc-Ala-Ala-Phe-MNA gibi ¢esitli florojenik substratlar
ATP ve Mg”" varliginda yiktigini ortaya koymuslardir. E. coli Lon tarafindan peptit
yikimi tamamen Mg?" varligma gerek duymaktadir ancak ATP olmaksizin da
gerceklesebilmektedir. ATP varliginda ise peptit yikiminda biiyliik oranda artis
goriilmektedir. Bu ¢calismada ADP nin, heparin, diizopropil florofosfat ve Benzonil-
Arg-Gly-Phe-Phe-Leu-MNA substratlarinin peptit yikimini engelledigi, DNA 'nin ise
peptit yikimimi uyardigr belirlenmistir. Calismada E. coli Lon peptit hidroliz

reaksiyonu i¢in optimum pH nin 9.0-9.5 arasinda oldugu sonucuna varmislardir.

Lon proteazlar peptitlerin ya da kazein gibi ikincil yapilar1 olmayan proteinlerin
yikiminda ATP den bagimsiz olarak da islev gosterebilmektedirler (van Melderen ve
ark. 1996). Ancak bazi Lon proteazlar protein susbstratlar1 kesinlikle ATP-bagimli
olarak hidroliz etmektedirler. Ornegin saflastirilmis mitokondriyal Lon proteazin
kazein proteinini ATP-bagimli olarak hidroliz ettigi ortaya konmustur (Van Dyck ve
ark., 1994, Suzuki ve ark., 1994). Lon proteaz tarafindan kazein, BSA ve AN proteini
ve peptit susbstralarin yikiminin ATP ile uyarildig1 belirlenmistir (Goldberg ve ark.,
1994). Fischer ve Glockshuber 1994 yilinda yaymnladiklar1 g¢alismalarinda Lon
proteazin ATP hidroliz edebilmesi igin proteolitik aktivitenin gerekli olmadigini
gostermislerdir. Yapilan calismada proteolitik bolgede gergeklestirilen mutasyonlarin

ATPaz aktivitesi lizerinde higbir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Fukui ve arkadaslar1 2002 yilinda arkea Thermococcus karkadensis Lon
proteazinin ATP olmadig1 zaman ¢ok daha yiiksek peptidaz aktivitesi gosterdigini
belirlemislerdir. 7. karkadensis Lon proteaz E. coli Lon proteaza benzer olarak pH
9'da aktivite gostermekte ve cesitli protein substratlarin reaksiyon ortamina
eklenmesi Lon'un peptit yikim aktivitesini arttirmaktadir. E. coli Lon'a benzer olan

bir diger 6zelligi a-kazein yikimi i¢in ATP ye ihtiyag duymazken, hemoglobin A ve
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Rubisco gibi ikincil yapilara sahip substratlarin hidrolizi tamamen ATP-bagiml

olarak gerceklesmektedir.

2004 yilinda Lee ve arkadaslar1 Brevibacillus thermoruber Lon proteaz genini
tanimlamislar, E. coli'ye klonlamislar ve bu genden kodlanan enzimi karakterize
etmislerdir. Bu c¢alismada B. thermoruber Lon'un ATPaz aktivitesi i¢in optimal
sicakligin 70°C, peptidaz ve DNA'ya baglanma aktivitesi i¢in ise optimal sicakligin
50°C oldugu belirlenmistir. Calismaya gore B. thermoruber Lon'un peptidaz
aktivitesi ATP-varliginda belirgin olarak artmaktadir. Enzim ATP'den bagimsiz
olarak denatiire olmus insiilin B =zinciri Uzerinde saperon-benzeri aktivite

sergilemektedir.

Maehara ve arkadaglari, 2008 yilinda termofilik bakteri Thermus
thermophilus™un 3 Lon proteazinin (TTC0418, TTC0746 ve TTC1975) genlerini,
pUCI19 ve pET-21a plazmitlerini kullanarak E. coli"ye klonlamiglar ve karakterize
etmislerdir. Yapilan ¢calismalar sonucunda 7. thermophilus Lon proteaz TTC0418 ve
TTCO0746'nin ATP-bagimli peptidaz ve proteaz aktivitesi gosterdikleri ve substrat
varliginda giicli ATPaz aktivitesi sergiledikleri gozlenmistir. Ayrica TTC0418 ve
TTCO0746 iizerinde yapilan gesitli mutasyon calismalari sonucunda 7. thermophilus
Lon mutantlarinda E. coli lon mutantlarina benzer biiyiime 6zellikleri (6rnegin; besin
kii¢iiltiilmesinden sonra lag fazinda biiyiime bozuklugu) gozlenmistir. Mayahera ve
arkadaslarinin ¢alismalart 7. thermophilus Lon proteazlarindan TTC0418 ve
TTCO0746'nin Lon A ailesine ait enzimler olduklarmi, TTC1975in ise Lon proteaz

olarak smiflandirilamayacagini ortaya ¢ikarmistir.

Yapilan bircok calismada Lon'un plazmit, dana timus ve somon sperm
DNA larina 6zgiil-olmayarak baglandig1 gosterilmistir (Chung ve Goldberg, 1982,
Chiarette ve ark., 1984, Nomura ve ark., 2004). Chung ve Goldberg'in 1982°de
yaptiklar1 ¢aligmalar Lon'un plazmit, dana timus ve bakteriyofaj DNA'lar1 gibi
bliyiik DNA molekiillerine baglanmasinin ATPaz ve proteaz aktivitelerini uyardigini
gostermislerdir. Ancak daha sonra yapilan bagka bir calisma (Chiarette ve ark., 1984)
DNA'nin ATP hidrolizini uyardigim1 fakat protein hidrolizini engelledigini

gostermistir. Lon'un DNA"ya baglanmasinin nedeni heniiz kesinlesmis degildir fakat
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DNA metilasyonu ve RNA transkripsiyonu ile iligkili baz1 proteinlerin yikimindan
sorumlu oldugu bilinmektedir (Gottesman ve ark., 1981, Wright ve ark., 1996).

1.3. Geobacillus kaustophilus

Geobacillus kaustophilus (HTA426) Pasifik Okyanusu'nun dibinde bulunan
Mariana adli sicak su cukurunun derin sedimentlerinden izole edilmis olan,
termofilik, aerobik, endospor olusturan, flagellali, ¢ubuk seklinde gram pozitif bir
bakteridir (Takami ve Ark., 2004). Bakterinin genel yasam alani sulu ortamlardir
fakat petrol rezervlerinde ya da toprakta yasayabilen soylarmin da oldugu

bilinmektedir.

G_therrmoleovorans DSM 53667
. kawstophivs DSM 73637
G.zalhase THT

Govbcand DEM 131747

L crusnicus DSM 153257
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G gargensis DSM 153787

F. steawid hermmaohiies MNCDO 1 TEE)
G urenensis DSM 135517
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Gosublerraneus DSM 135527
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. thenmogiuc osidasivs ATOC 437427
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Sekil 1.9. Geobacillus kaustophilus’un Geobacillus cinsinin diger tiirlerine gore

filogenetik yeri (Leow ve ark., 2007).

Optimal biiylime sicakligi 60°C olan Geobacillus kaustophilus un maksimum
bilytime sicakhigi 74°C'tir. G. kaustophilus pH 2-12 araliginda yasayabilmektedir,
ancak biiyliyebildigi en uygun pH araligi 6-7.5 araligidir. Bakteri ayni zamanda
%0-30 tuzluluktaki yasam kosullarina dayanabilmektedir (Priest ve ark., 1993).

G. kaustohilus'un genomu 3.54 Mb biiyiikliigiinde halkasal bir kromozom ve
4.79 kb biiyiikliigiinde bir halkasal plazmit DNA sindan olusmaktadir. Genomunda
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bulunan 3498 adet genin protein kodlamakta oldugu belirtilmistir ve protein
kodlayan kisim toplam genomunun %86 sin1 olusturmaktadir (Leow ve ark., 2006).
Bakterinin genomunda bulunan protamin-benzeri gen G. kaustophilus’a 6zgidiir
(Takami ve Ark., 2004). G. kaustophilus' un kodladig1 protamin, spermin sentetaz ve
tRNA metiltransferaz proteinlerinin DNA'nin daha siki ve kararli olmasinda ve

bakterinin yiiksek sicakliklara dayanikli olmasinda gorev yaptiklari diigiiniilmektedir.

1.4. Tez Calismasinin Amaci

Arkealardan insanlara kadar bircok farkli organizmada kesfedilmis olan Lon
proteazlarin yapilart ve c¢alisma prensipleri devamli olarak aydinlatilmaya
calistimaktadir. Ozellikle Lon proteazlarin hiicre igindeki protein kalite kontrol
mekanizmasinin disinda, diger kontrol dongiilerinde de oynadigi 6nemli roliin
kesfedilmesi ile birlikte bu ailenin iizerinde yapilan bilimsel c¢aligmalar daha da
artmistir. Farkli organizmalardan yeni Lon proteazlarin izolasyonu, biyokimyasal ve
genetik nitelendirilmesinden elde edilecek veriler, bu 6zglin proteaz sisteminin hiicre

icinde oynadig1 biyolojik rolii ve ¢aligma prensiplerini anlamakta yarar saglayacaktir.

Bu tez calismasi Yiiksek Lisans 6grencisi Haluk Camci'nin tezini olusturan ve
GYTE Bilimsel Arastirma ve Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenen “ATP-
bagimli Lon proteaz geninin Geobacillus kaustophilus'tan klonlanmasi, DNA
dizisinin belirlenmesi ve ekspresyonu” baslikli proje c¢alismasinin (2008-A-17)
devamini olusturmaktadir. Bu tez calismasinda daha once pGEX-6P1 vektoriine
klonlanmis bulunan G. kaustophilus lon geninin pET-28a(+) vektoriine altklonlanma
ile aktarildiktan sonra, E. coli BL21(DE3) hiicrelerinde ekspresyonu, olusan 6xHis-
Lon flizyon proteininin saflastirilmasi ve biyokimyasal olarak nitelendirilmesi

hedeflenmistir.
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2. GEREC ve YONTEMLER

2.1. Geregler

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar

2-propanol (Merck), Asetik Asit (Merck), %99.5 Etanol (Merck), B-
Merkaptoetanol (Merck), Sodyum Kloroiir (NaCl) (Merck), Sodyum Hidroksit
(NaOH) (Merck), Hidroklorik Asit (HCI) (Merck), Fenol (Riedel de Haen),
Kloroform (Riedel de Haen), Izoamilalkol (Merck), Tris (Roche), Ampisilin (Sigma-
Aldrich), Kanamisin, Agaroz (Bioron), EDTA (Alfa Aesar), Tritron X-100
(Applichem), Siikroz (Merck), Etidyum Bromid (EtBr) (Sigma-Aldrich), Bakto
Tripton (BD), Bakto Maya o6ziitii (BD), Agar (Fluka), Sodyum fosfat (NaH,POj,)
(Riedel de Haen), Magnezyum Fosfat (MgCl,.6H,0) (Merck), Magnezyum Siilfat
(MgS0,7 H,0) (Fluka), Ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich), Izopropil-B-D-1-
tiogalaktopiranozit (IPTG) (MBI Fermentas), Glisin (Applichem), Amonyum
Persiilfat (Applichem), TEMED (Sigma-Aldrich), Sodyum Dodesil Siilfat (Merck),
Akrilamid (Sigma), Bisakrilamid (Applichem), Metanol (Merck), Coomassie Brillant
Blue R250 (Merck), Ni-NTA agaroz (Qiagen), imidazol (Sigma), Bikinkoninik Asit
(Alfa Aesar), DMSO (Riedel de Haen), Metoksi-B-naftilamit (MNA) (Bachem),
Amonyum Molibdat Tetrahidrat (Sigma-Aldrich), Askorbik Asit (Sigma-Aldrich),
Triklor Asetik Asit (TCA) (Sigma-Aldrich).

2.1.2. Kullanilan Enzimler ve Tamponlar

Lizozim (Roche), RNaz A (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), BamHI
Restriksiyon Endoniikleaz, 10X Tampon O, Xhol Restriksiyon Endoniikleaz, 10X
Tango Evrensel Tampon, T4 DNA Ligaz, 1X Ligasyon Tamponu (MBI Fermantas
AB, Vilniues, Lithuania).
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2.1.3. Kullanilan Kitler

Mini Plazmit izolasyon Kiti (Promega Corporation, Madison, USA), Jelden
DNA Saflastirma Kiti (QIAGEN, Standford, USA).

2.1.4. Kullanilan DNA ve Protein Molekiiler Belirtecleri

Molekiiler DNA Belirteci (MBI Fermantas, O’ GeneRular™ 1 kb DNA Marker,
SM1163), Molekiiler Protein Belirteci (Invitrogen, BenchMark™ Pre-Stained
Protein Ladder, 10748-010) (Sekil 2.1).

bp ng/0.5pg %
Band No. | Average Apparent Molecular
10000 30 6 Wl?ighl
8000 30 6 1
6000 70 14 o :
%2 lim |
SR Glow o
—2500 25 5 | 4 3 ~82kDa
—2000 25 5 | °®
= — 1500 25 5 ] 1 61 kDa?
= - 6
= 1000 60 12 ; ~49'kDa
o —J750 25 6 "
3 —50 25 5 | ' 6 ~37kDa
S 8
5 —250 25 5 | 7 ~26kDa
2 B ~19kDa
= 1 9 ~15kDa
10 ~6kDa
0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min *Orientation band (pink in color)
A B

Sekil 2.1: Molekiiler DNA ve Protein Belirtecleri. A. 1kb Molekiiler DNA Belirteci,

B. Molekiiler Protein Belirteci
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2.1.5. Kullanilan Peptit ve inhibitorler

Glutaril-Ala-Ala-Phe-4-metoksi-B-naftilamid (GIt-AAF-MNA) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA), Siiksinil-Ala-Ala- Phe-7-amido-4-metilkoumarin (Suc-AAF-AMC)
(Bachem Feinchemikalien AG, Switzerland), Karbobenzoksi-Gly-Gly-Leu-7-amido-
4-metilkoumarin (Cbz-GGL-AMC) (Bachem Feinchemikalien AG, Switzerland),
Fenilmetilstilfonil florit (PMSF) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), Laktasistin
(Calbiochem, San Diego, CA).

2.1.6. Kullanilan Niikleotitler

Adenozin-5'-trifosfat (ATP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), Adenozin-5'-
difosfat (ADP) (Bachem Feinchemikalien AG, Switzerland).

2.1.7. Kullanilan Proteinler

Sigir Serum Albumin (BSA) (Bioron, Ludwigshafen, Germany), a-Casein
Dephosphorylated from bovine milk (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), FITC- a-
casein (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

2.1.7. Kullanilan Plazmit Vektorler

2.1.7.1. pET-28a (+) Vektorii

pET vektorleri rekombinant proteinlerin E. coli’ye klonlanmasi, ekspresyonu ve
saflastirilmast i¢in gelistirilmis ¢ok etkili sistemlerdir (Studier ve ark., 1990). Bu
vektorlerde klonlanan genlerin transkripsiyonu giiclii bakteriyofaj promotoru T7
kontrolii altinda ger¢geklesmektedir. pET-28a(+) ekspresyon vektorii N-terminal His-
Tag/thrombin/T7-Tag bolgesi icermektedir ve rekombinant proteinler N-terminal
histidin kuyruk uzantisi ile eksprese olmaktadirlar (Sekil 2.2). Rekombinant proteine
eklenmis histidin kuyruk (6xHis) Ni-NTA agaroz kullanilarak gergeklestirilen afinite
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kromatografisi ile rekombinant proteinin yiiksek oranda saflastirilabilmesine olanak

saglamaktadir.

o~
2T §8-gon
Eacu: :Qwoﬂgm
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58, 386)
:?njllffigsl;; i pBRrevBam primer(470, 4 SS;)_ 5 .
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ROP
7 promoter primer #8343-1
ET upstream primer #88214-3 -
p_E_S jﬂ'.,f & 77 promoter la¢ operator el
AEA T TOCATCCIGIEa M TTAATA LEALTE AL TATACEEEAL TTAT CABLREAT A LAAT TCCLLTCT ARARAT AT TTETITAALTTT

} rjaly :.| E

_

Eaal thrombin
2 HisiTag

CACCACDALDACCADTADTGAZATIIGELIGE AIAMAELLD o

LT-280 e
lisilisilisil silis | sira

AT TERRSTETRRE TR T AT RAARETT Tk b1
| CACTUACATCIGECTECTAACARRGLID  olT-2hc v
ElyirglleargllefrghlaFroderThr SerleudrglrolisSerSerTheTheThr ThrThr Thellul | etrgledleuThrlysFro
12| 17 terminator
GAAMICAAGITGAGTTRIDTET SLCALCED IGARCAAT AALTARTATRALLDUT TSEREL [T L7 ARAD CGETLTTEASEEETITT TG
—
T7 terminator primer #33337-3

Sekil 2.2: pET-28a(+) ekspresyon vektoriiniin haritas1 ve agik okuma gercevesi.

pET-28a(+) vektoriinde T7 ve lac promotorlarinin yani sira; ¢oklu klonlama
bolgesi, N-terminal His-Tag, trombin, kanamisin direng, pBR322 ve fl orijin

bolgeleri de bulunmaktadir.
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pET-28a(+) vektoriinde T7 RNA polimeraz geni lacUVS5 promotorunun
kontrolii altindadir. Bu promotor /ac promotorunun mutasyonla degistirilmis bir
versiyonudur. /acUVS5 bir laktoz analogu olan IPTG (izopropil B-D tiogalaktozid) ile
uyarilir. Ortama IPTG ilave edildigi zaman, T7 RNA polimeraz eksprese olmakta ve
klonlanmis hedef genin transkripsiyonunu gergeklestirmektedir. Boylece N-terminal

histidin kuyruk iceren hedef proteininin ekspresyonu gerceklesir.

2.1.8. Kullanilan Saflastirma Materyali

Immobilize metal afinite kromatografisi (IMAC), aminoasitler ile metal
iyonlar1 arasinda olusan kovalent baglara dayanarak gelistirilmis bir protein
saflagtirma teknigidir. IMAC ydnteminde histidin iceren proteinleri ya da peptidleri
saflastirmak i¢in kobalt, nikel ya da bakir gibi immobilize metal iyonlar1 i¢eren
saflastirma materyalleri; fosforlanmis protein ya da peptidlerin saflagtirilmasi igin ise
demir, ¢inko gibi metal iyonlar1 igeren saflastirma materyalleri tercih edilmektedir.
IMAC yontemi ile saflastirilacak olan proteinlere kolon materyalinde bulunan metal
iyonlarma kars1 afinite gdstermelerini saglayacak bazi ek peptit dizileri
eklenmektedir. Kolondaki metal iyonlarina tutunmus olan proteinler pH destirilmesi
ya da kolona imidazol gibi bir rekabet¢i eklenmesi ile saf bir sekilde kolondan elde

edilmektedirler.

Nikel-Nitrilotriasetik Asit (NTA) agaroz (Qiagen) IMAC igin siklikla tercih
edilen bir saflastirma materyalidir. Ni-NTA polihistidin kuyruk tasiyan proteinlerin
bakteriyel lizatlardan saflastirilmasi i¢in kullanilan bir metal afinite kromatografi
matriksidir. Matrikste bulunan Ni*? iyonlar1 saflastirilacak hedef proteinlere ekli
halde bulunan histidin aminoasitleri ile kovalent olarak baglanmakta ve 6xHis
kuyrugu baglh proteinlerin kolonda bagli kalmasini saglamaktadir. Kolonda tutunmus
proteinler histidin rezidiilerine karsi daha yiiksek afinite gosteren imidazol igeren

eliisyon tamponlari ile kolondan indirilmektedir.
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2.1.9. Kullanilan Bakteri Soylarn

Tez c¢alismasinda Geobacillus  kaustophilus lon geninin pGEX-6P1
vektoriinden c¢ikarilarak pET-28a(+) vektoriine altklonlanmasi sirasinda E. coli
DH5a hiicre soyu kullanilmistir. E. coli DH5a soyu GYTE Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii Molekiiler Genetik Laboratuvari, Dog. Dr. Sedef Tunca Gedik’ten
temin edilmistir. E. coli DH50 rekombinant DNA ¢alismalart i¢in oldukca kullanish
bir soydur. Bu bakteriler hiicre i¢i endoniikleaz Al mutantidir ve bu sayede
hiicrelerdeki plazmit kararlilig1 oldukga yiiksektir. E. coli DHS5a hiicrelerinde hsdR17
mutasyonu ile EcoKI restriksiyon-modifikasyon sistemi ortadan kaldirilmistir;
boylece DNA 'nin metilasyona bagli yikimi engellenmektedir. Bu hiicrelerin diger bir
0zelligi ise RecA mutant1 olmalaridir ve bu sayede homolog rekombinasyon, plazmit
multimerizasyonu ve yapisal delesyonlarin olusmasi engellemektedir. E. coli DH5a
hiicre kiiltiir stoklart %20 gliserol igeren Luria Broth besiyerindeki -80°C’ta

saklanmislardir.

Tez calismasinin daha sonraki basamaginda G. kaustophilus Lon proteazin
yilksek oranda ekspresyonunun saglanmasi amaciyla pET-28a(+)/lon DNA's1
kompetan E. coli BL-21(DE3) hiicrelerine aktarilmistir. Laboratuvarimizda daha
onceden de kullanilmis olan E. coli BL-21 CodonPlus (DE3) hiicreleri National Bio-
Reaearch Project, National Institue of Genetics (NIG) (Japan) dan temin edilmistir.
Bu hiicreler pET-28a(+) gibi T7 promotoru kontrolii altinda olan plazmitlerden
yiiksek oranda protein ekspresyonuna olanak saglar. Ayrica E. coli BL-21(DE3)
hiicreleri bir dis membran proteaz kodlayan ompT geninde mutasyon tasirlar ve
boylece eksprese olan rekombinant proteinin hiicrede uzun siire stabil kalir. Bu
nedenle E. coli BL-21(DE3) protein ekspresyon calismalarinda yiiksek oranda tercih
edilen bir hiicre soyudur. Konake1 E. coli soylarinda kaynak hiicrelerde bulunan bazi
tRNA’larin  az miktarda bulunmasi1 heterolog proteinlerin ekspresyonunu
sinirlanmaktadir. BL21-CodonPlus (DE3) hiicreleri bu nadir bulunan tRNA
genlerinin fazladan kopyalarini tasirlar ve bu sayede hiicrelerde olusabilecek tRNA
eksikligi engellenmis olur. BL21-CodonPlus (DE3) hiicreleri 80°C'ta bulunan

gliserol stoklardan alinarak ¢ogaltilmiglardir.
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2.1.10. Kullanilan Besiyeri ve Cozeltiler

Hazirlanan ¢ozeltiler, besiyerleri ve soliisyonlar 121°C'ta 20 dakika siire ile

otoklavlanarak sterilize edilmislerdir.

» Luria Broth (1 L, pH 7.5)

B TTIPEON 1ottt ettt ettt et et e bt e et e et e st e ebeessbeenseeenaeenseennne 10g
B MAYa OZH ..o 5g
B NGACT e e et et aeenaeeeeaeeenes 10g

dH,O ile 1 L'ye tamamlanir.

> SOB Medyum (1 L)

B TTIPEOM Lottt et st % 2
B Maya OZUH......ovvveecececeeeeeeeeeeeeee e % 0.5
B NACT e s 10 mM
B KCT ettt 2.5 mM
I (O USSR 10 mM
B MBSO ittt et et 10 mM

dH,O ile 1 L'ye tamamlanir.

» SOC Medyum (1 L)
SOB medyuma son konsantrasyon 20 mM olacak sekilde Glikoz eklenir.

» Ampisilin (5 ml, 100 mg/ml)

0.5 g Ampisilin dH,0O ile 5 ml'ye tamamlanir. Filtreden gecirilerek sterilize edilir.

» Kanamisin (5 ml, 30 mg/ml)
0.15 g Kanamisin dH,O ile 5 ml'ye tamamlanir. Filtreden gecirilerek sterilize

edilir.

» IPTG (100 mM, 10 ml)
0.238 g IPTG 10 ml dH,O ile ¢oziiliir. Filtreden gegirilerek sterilize edilir.



Plazmit izolasyonu i¢in Kullanilan Soliisyonlar

» STET Tamponu (pH 8,1L)

B SUKIOZ et
" Trtron X-100 c.eoiiiiiiieiieeeeeeee e
B O EDTA e
B TS ettt

dH,0O ile 1 L'ye tamamlanir.

» Lizozim (5 ml, 10 mg/ml)

5 mg Lizozim 10 mM Tris-EDTA (pH 8) i¢inde ¢oziiliir.

» Alkali Lizis- Soliisyon I (pH 8)

B TS ettt
B GlKOZ oot e e
B DT A e

dH,O ile 1 L'ye tamamlanir.

» AlKkali Lizis- Soliisyon II (1 L)

dH,O ile 1 L'ye tamamlanir.

» Soliisyon III (100 mL)
= 5 M Potasyum Asetat
* 43.5 M Glasiyal Asetik Asit

> Kloroform-izoamilalkol (50 ml)
=  Kloroform

» [zoamilalkol
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Transformasyon I¢in Kullanilan Soliisyon

» TSS Tamponu (pH 6.5)

" PEG (6000 @/MOI) ...oooeiiiiiiiiiecieeeieee et % 10
B DMSO et % 5
B MECLD et 50 mM

Ni-NTA Saflastirma i¢in Kullanilan Soliisyonlar

» Lizis Tamponu (pH 8,)

B NAH PO e e 50 mM
B N A e e e —a e et —aa e et ———aaaa——aaaaaaa 300 mM
B TMAAZOL oottt ee e 5 mM

» Yikama Tamponu (pH 8)

m ONAH PO 50 mM
G 1010155 1. A NaCl
B D0 MMM oottt ettt eeneaes Imidazol

B ONAHLPO S oo 50 mM
B ONACT e 300 mM
B TMHAAZOL oot 250 mM

» 200 mM MgCl; (50 ml)
2.03 g MgCl,, dH,0 ile 50 ml'ye tamamlanur.

BCA Icin Kullanilan Soliisyonlar

» Soliisyon A (100 ml)
* Sodyum Bikinkoninik Asit (BCA) 1 g
= Sodyum Karbonat .........cccecciieiiiieiiiieie e 2g
B Sodyum Tartarat .........cceceveeeiieeeiieeeeeecee e e 0.16 g



»  Sodyum Bikarbonat ...........ccceeiiiiiiiniiiiiiiiieeeeee
pH 11.25%e ayarlanarak, dH,O ile 100 ml"ye tamamlanir.

» Soliisyon B (10 ml)
= Bakir Sulfat. 5SH,O

dH,0 ile 10 ml'ye tamamlanir.

Agaroz Jel Elektroforezi I¢in Kullanilan Soliisyonlar

» 50X TAE Tamponu (1L)
* Tris
= (Glasiyal Asetik Asit
= 0.5MEDTA (pH 8.0)

> %0.8'lik Agaroz Jel (40 ml)
=  Agaroz
» EtBr (10pg/ul stoktan)
* ]1X TAE Tamponu

SDS-PAGE i¢in Kullanilan Soliisyonlar

> 4X Ornek Tamponu (Laemmli Tamponu, pH 6.8)
= SDS
= liserol
= 2-merkaptoetanol
* Bromofenol Mavisi

= Tris HCI

» 10X SDS Yiiriitme Tamponu (1 L)

B TS et
B GLISTI ceteeieee e e e
B S DS e an

dH,O ile 1 L'ye tamamlanir.
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» %30 Akrilamid-Bisakrilamid Soliisyonu (pH 7,1 L)
B AKGIAMId oo 290 g
= N.N'-Metilbisakrilamid ..........cccceeveiiiiiiiiiiieeeecee e 10g
dH,0O ile 1 L'ye tamamlanir.

» Coomassie Blue Boyama Soliisyonu (1 L)

= Coomassie BIue R-250 ......c.ccooiiiiiiiiieeceeeee e lg
B MEtanol ....ooeiiiiee e 450 ml
m Glasiyal asetik @Sit .....cceevveeeiiieiiieiieie e 100 ml
B dH2O e e 450 ml

» Boyadan Arindirma Soliisyonu (1L)

B MEtaANO] ..o 400 ml
m Glasiyal ASEtK ASIE .oueeeiieiieeiieiieee e 100 ml
B AH2O et 500 ml

2.1.11. Kullanilan Cihazlar

+4°C ve -20°C Buzdolab1 (Argelik), -80°C derin dondurucu (Thermo, Forma -
86°C ULT Freezer), Steril Kabin (Heraeus, HP48), Masa Ustii Santrifiij (Heraeus,
Labofuge 400R), Masa Ustii Santrifiij (BACKMAN COULTER, Microfuge 22R),
Spektrofotmetre (BIO-RAD, Smartspec 3000), Yatay Elektroforez Sistemi (BIO-
RAD, Mini-Sab Cell CT), Gii¢ kaynagi (BIO-RAD, PowerPac Basic), Otoklav
(HIRAYAMA, HICLA HVE-50), UV Gériintiileme Cihazi (Vilmer Loumart), Dikey
Elektroforez Sistemi (Bio-Rad Mini-Sab Cell CT), UV Goriintiileme Cihazi (Vilmer
Lourmart), Spektrofotmetre (BIO-RAD, Smartspec 3000), pH Metre (Hana
Instruments, pH 211 Microprocessor pH Meter), Su banyosu (TECHNE, TE-10A
Tempette) Buz makinesi (BAR-LINE BF85), Floresans Spektrofotometre (VARIAN,
EClipse), Elisa okuyucu (EIx800, Universal Microplate Reader, BIOTEK. INS.) UV
Spektrofotometre (Beckman Coulter DU 530), Mikrodalga Firin (Kumtel).
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2.2. Yontemler

2.2.1. lon geninin pGEX-6P-1/lon Plazmitindeki Varh@inin

Ispatlanmasi

Geobacillus kaustophilus lon geni laboratuvarimizda daha once bir yiiksek
lisans 6grencisi tarafindan pGEX-6P-1 ekpresyon vektoriine klonlanmistir (Camci,
2009). Bu tez calismasinda /on geni altklonlama ile pET-28a(+) ekspresyon
vektoriine aktarilmistir. pGEX-6P-1/lon plazmitini tasiyan DH5a hiicreleri -80°C de
bulunan gliserol stoklardan alinarak 100 pg/ml ampisilin igeren LB-agar besiyerine
ekilmis ve gece boyunca 37°C ta biiyiitiilmiistiir. Bu petriden tek bir koloni segilerek
1.5 ml taze LB'ye ekim yapilmis ve hiicreler 37°C'ta gece boyunca inkiibasyona
birakilmistir. pGEX-6P-1/lon plazmiti miniprep yontemi kullanilarak E. coli BL-21
hiicrelerinden izole edilmistir (Sambrook ve ark., 1989). Elde edilen plazmitin Gk-
lon genini tasiy1p tasimadigi, restriksiyon endoniikleaz ile kesilerek dogrulanmistir.
Buna gore 420 ng pGEX-6P-1/lon DNA’s1, 1X Tampon (BamHI), 10U endoniikleaz
BamHI igeren 10 pl’lik reaksiyon karigiminda 37°C’ta 2 saat boyunca kesilmistir.
Kesim reaksiyonu bittikten sonra reaksiyon karigimi %0.8 lik agaroz jele, molekiiler
DNA belirteci varliginda yiiklenmis ve 85 V'da 1 saat yiiriitiilerek genin varligi UV

altinda goriintlilenmistir.

2.2.2. pGEX-6P-1/lon ve pET-28a (+) Plazmitlerinin izolasyonu

Gk-lon geninin pGEX-6P-1 vektoronden ¢ikartilarak pET-28a(+) ekspresyon
vektoriine klonlanabilmesi i¢in pGEX-6P-1/lon vektoriinii tasiyan E. coli DHS5a
hiicreleri 100 pg/ml ampisilin igeren 5 ml LB besiyerine ve pET-28a(+) plazmitini
bulunduran E. coli DH5a hiicreleri de 30 pg/ml kanamisin iceren 5 ml LB besiyerine
ekilmis ve 37°C’ta 200 rpm'de calkalanarak 1 gece inkiibasyona birakilmislardir. Bu
kiltiirler ertesi giin 6n kiiltiir olarak kullanilmig ve hiicreler 1:100 oraninda 100 ml
LB-Amp ve 100 ml LB-Kan besi yerlerine inakiile edilmislerdir. Gece boyu 37°C ta,
200 rpm'de biiyiitiilillen kiiltlirlerden plazmitler, alkali lizis yontemi ile izole

edilmistir (Sambrook ve ark., 2001).
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Ayr1 ayrt pGEX-6P-1/lon ve pET-28a(+) plazmitlerini igeren peletler niikleaz
icermeyen suda ¢oziilmiistiir. Izole edilen plazmitlerin varlig1 %0.8°lik agaroz jelde

gorlintiilenmistir.

2.2.3. Gk-lon Geninin pGEX-6P-1/lon Ekspresyon Vektoriinden

Kesilerek Cikartilmasi

Izole edilen 4200 ng rekombinant pGEX-6P-1-lon plazmit DNA’s1 1X
Evrensel Tampon (Tango Buffer), 100 U endoniikleaz BamHI varliginda 37°C’ta 3
saat boyunca kesildikten sonra reaksiyon karisimina Evrensel Tampon, 2X olacak
sekilde eklenmis ve ikinci kesim igin 100 U Xhol eklenerek 37°C’ta 3 saat boyunca
kesilmigtir. Reaksiyon Ornegi agaroz jele yiliklenmis ve DNA fragmaninin
biiyiikliikleri 1 kb molekiiler DNA belirteci (MBI Fermentas) ile karsilagtirilarak
dogrulanmistir. Istenilen DNA fragmam UV altinda steril bisturi ile kesilerek
ependorf tliplere aktarilmistir. Gk-lon gen fragmaninin saflastirilmasi igin jelden
DNA saflagtirma kiti kullanilmistir (QIA Quick Gel Extraction Kit, Qiagen). Kit i¢in
belirtilen prosediire gore saflastirilan /on genine ait DNA, ligasyon reaksiyonunda

kullanilmak tizere -20°C ta saklanmustir.

224. pET-28a (+) Ekspresyon Vektoriinin BamHI/Xhol

Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesilmesi

pET-28a(+) vektorii BamHI ve Xhol restriksiyon endoniikleazlar ile birbirini
takip eden iki ayr reaksiyonda kesilmistir. 6300 ng pET-28a(+) plazmit DNA’s1 1X
Evrensel Tampon, 100 U endoniikleaz BamHI varliginda 37°C’ta 3 saat boyunca
kesildikten sonra reaksiyon karisimina Evrensel Tampon 2X olacak sekilde eklenmis
ve ikinci kesim i¢in 100 U Xhol eklenerek 37°C’ta 3 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Reaksiyon triinii %0.8’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir. Restriksiyon
endoniikleazlarla dogrusal hale getirilmis 5400 bg¢ biiyiikligiindeki pET-28a(+)
plazmiti jelden DNA saflastirma kiti kullanilarak (QIA Quick Gel Extraction Kit,
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Qiagen) arindirilmigstir. Saf olarak elde edilen dogrusal pET-28a(+) plazmit DNA’s1

ligasyon reaksiyonunda kullanilmak tizere -20°C"ta saklanmustir.

2.2.5. Gk-lon Geninin pET-28a(+) Vektoriine Aktarimi

Rekombinant pGEX-6P-1-lon  plazmitinden uygun ikili restriksiyon
endoniikleazlarla kesilip agaroz jelden izole edilen lon geni fragmani, pET-28a(+)
ekspresyon vektoriine klonlanmistir. Bu amagla uygun ikili restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ile kesilen pET-28a(+) dogrusal DNA’s1 ve lon fragmanini igeren ligasyon
reaksiyon karigimi; 10X Ligasyon Tamponu i¢inde 100 ng vektor DNA’s1, 139 ng
DNA fragmani ve 10 U T4 DNA Ligaz i¢cermektedir. Hazirlanan ligasyon karigimi
gece boyunca 16°C’ta inkiibe edilmistir.

2.2.6. Transformasyon ve Rekombinant Hiicre Secimi

Altklonlama ¢alismalarinda konakgi olarak E. coli DHS5a hiicrelerinin
kompetan hale getirilmesi ve transformasyonu icin Chung ve arkadaslarinin
gelistirdigi yontem (1989) kullanilmistir. E. coli DH5a hiicreleri 5 ml sivi LB'ye
ekilmis ve 37°C'ta gece boyu 200 rpm'de galkalanarak inkiibe edilmistir. Ertesi giin
bu kiiltirden 1/10 oraninda alinarak kanamisin igeren taze sivi LB'ye ekilmis,
hiicreler 37°C'ta  biiylimeye  birakilmistir.  Hiicrelerin  biiylime  oranlari
spektrofotometre ile 600 nm'de Olgiilerek takip edilmistir ve kiiltiiriin 0.4-0.5 OD
degerine gelmesi beklenmistir. Kiiltiir istenen OD degerine geldiginde +4°C de 3000
rpm'de 5 dakika santrifiij ile ¢oktiiriilmiis ve pelet kiiltiir hacminin 1/10™u kadar TSS

ile buz igerisinde ¢dziilmiis ve bu hiicreler transformasyon i¢in kullanilmistir.

Transformasyon i¢in buzda sogutulmus 1.ml’lik ependorf tiiplere yeni
hazirlanmis kompetan E. coli DH5a hiicrelerinden 50 pl hacimlerde dagitilmis ve her
bir ligasyon reaksiyonu 7.5 pl’lik hacimler halinde ayr1 ayr1 ependorf tiiplere
aktarilmigtir. Pozitif kontrol olarak 1 ul halkasal pET-28a(+) plazmiti, negatif kontrol
icin de 1 pl BamHI-Xhol restriksiyon enzimleri ile kesilmis dogrusal pET-28a(+)

plazmiti kompetan hiicrelere eklenmistir. Tiipler, buzda 30 dakika inkiibe edildikten
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sonra 42°C’ta 45 saniye 1s1 soku uygulanmis, 1s1 sokundan hemen sonra buzda 2
dakika bekletilen her bir tiipe, 950 pl SOC medyum eklenmis, ardindan 37°C’ta, 200
rpm’de 1,5 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda tiipler,
10,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis, tist stvidan 500 pl uzaklastirilmis ve hiicre
peleti geriye kalan 500 pl besiyeri i¢inde ¢oziilerek daha yogun bir siispansiyon elde
edilmistir. Coziilmiis her bir 6rnekteki hiicrelerin tamami petrilerde kanamisin igeren

LB-agar besiyerine yayilmis ve 37°C’ta gece boyunca inkiibasyona birakilmustir.

37°C’ta yapilan inkiibasyondan sonra olasi rekombinant hiicreler toplanmis ve
yeni ortama cizilerek saf kiiltlir hazirlanmistir. Rekombinant koloniler, ortaminda
gelistirildikten sonra, her birinden mini plazmit izolasyon kiti (Promega Corporation,
Madison, USA) kullanilarak plazmit DNA izolasyou yapilmistir. izole edilen
rekombinant plazmitlerin analizi, uygun restriksiyon endoniikleazlar ile kesilerek
yapilmistir. Kesim reaksiyonlar1 sona erdikten sonra reaksiyon karisimi %0.8'lik
agaroz jele 1 kb molekiiler DNA belirteci varliginda yiliklenmis ve klonlamanin

dogrulugu enzim kesimleri ile de kesinlestirilmistir.

2.27. E. coli BL21(DE3) Hiicrelerinin pET-28a(+)/lon ile

Transforme Edilmesi

E. coli DH5a hiicrelerinden izole edilen pET-28a(+)/lon DNA's1 Lon
ekspresyonu i¢in daha uygun konakei olan E. coli BL21(DE3) hiicresine aktarilmistir.
Transformasyon i¢in yukarida anlatildigi sekilde Chung ve arkadaglarinin gelistirdigi
yontem (1989) kullanilarak kompetan BL21(DE3) hiicreleri hazirlanmistir.
Kompetan hiicrelere pET-28a(+)/lon DNA sinin aktarimi 1s1 soku transformasyonu
ile gerceklestirilmistir. Gece boyu biiyiitiilen transformant BL21(DE3) hiicrelerinden

olasi klonlar secilmistir.

Secilen BL-21 hiicrelerinin lon genini tasidiklar1 tek (pET-28a(+)/lon BamHI
ya da Xhol) ve cift (pET-28a(+)/lon BamHI ve Xhol) restriksiyon endoniikleaz
kesimleri ile belirlenmistir. Tek enzim kesimleri i¢in 60 ng pET-28a(+)/lon DNAs1,
1X tampon (Xhol), 10 U endoniikleaz Xhol igeren 10 ul'lik reaksiyon karisimi
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37°C'ta 2 saat boyunca kesilmistir. Cift enzim kesimlerinde ise 90 ng saat/lon
DNAs1 2X Tango tamponu ve 20 U endoniikleaz BamHI varliginda 37°Cta 2 saat
kesildikten sonra, reaksiyon karistmi 20 U endoniikleaz Xkol ve toplam 2X olacak
sekilde Tango tamponu eklenerek 2 saat daha 37°C’ta inkiibe edilmistir. Kesim
reaksiyonlar1 sona erdikten sonra reaksiyon karisimi %0.8°lik agaroz jele 1 kb
molekiiler DNA belirteci varliginda yiiklenmis ve klonlamanin dogrulugu enzim

kesimleri ile de kesinlestirilmistir.

2.2.8. Lon Proteaz Ekspresyonu ve Hiicre Oziitlerinin Hazirlanmasi

pET-28a(+) plazmiti iizerinde Gk-/on genini i¢eren rekombinant BL21(DE3) E.
coli hiicreleri kanamisin igeren sivi LB'de gece boyu biiyiitiildiikten sonra 1/20
oraninda taze LB besiyerine ekilmislerdir. Ikincil kiiltiirler 37°C'ta, 200 rpm’de,
optik yogunluklar1 600 nm'de 0.6'ya gelene kadar biiylimeye birakilmiglardir.
Kiiltiirler istenen OD degerine ulastifi zaman kiiltiir son konsantrasyonu 1 mM
olacak sekilde IPTG ile uyartlmistir. Kiiltlirler her saat bas1 1'er ml 6rnek alinarak
37°C'ta 200 rpm'de 4 saat biiyiitiilmiistiir. Kontrol grubu olarak E. coli BL21(DE3)
hiicreleri, lon geni icermeyen pET-28a(+) plazmiti ile transforme edilmistir ve benzer
sekilde 1 mM IPTG ile uyarilarak 4 saat biyiitiilmiistiir. Kiiltlirlerin IPTG ile
uyarilmasindan Onceki ve sonraki protein ekspresyon profilleri %12'lik SDS-

PAGE de gozlenmistir.

4. saat sonunda Gk-Lon un yliksek oranda eksprese olmus oldugu BL21(DE3)
hiicre kiiltiirleri +4°C ta, 4000 rpm'de, 20 dakika santrifiij ile ¢oktiiriilmiistiir. Hiicre
peletleri, Ni-NTA saflagtirma protokoliine gore hazirlanmis lizis tamponu iginde
¢oziilmiiglerdir. Hiicre ¢ozeltisi lizerine 1mg/ml lizozim eklenerek karigtirilmis ve
buz icerisinde 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda hiicreler 64 mikronda
aralarinda 10"ar saniye sogutma siiresi olan 10 ar saniyelik 6 sonikasyon prosediirii
ile pargalanmistir. Homojenat, 10000 g'de +4°C’ta 25 dakika santrifiij edilerek hiicre
kalintilarindan uzaklastirilmis ve tist siv1 steril siselere alinarak -20°C ta saflastirma
islemleri i¢in saklanmistir. 6xHis-Lon proteinlerini igeren hiicre oziitleri %12 lik

SDS-PAGE’de goriintiilenmistir.
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2.2.9. Rekombinant 6xHis -Lon Proteininin Saflastirilmasi

Rekombinant 6xHis-Lon proteinini bulunduran hiicre  6ziitleri Ni*'-
Nitrilotriasetik asit (Ni-NTA) kolonunda (Qiagen, Stanford, USA) immobilize metal
afinite kromatografisi ile tek basamakta iireticinin Onerdigi sekilde saflagtirilmistir.
Hiicre 6ziitleri 0.45 um filtreden gegirildikten sonra her 4 ml hiicre 6ziitii i¢in 1 ml
olacak sekilde Ni-NTA agaroz rezin ile karistirilmis ve +4°C'ta 200 rpm'de 1 saat
calkalanmistir. Ni-NTA ile karigmis hiicre 6ziitii kolona yiiklenmistir ve kolon 20
mM imidazol igeren 4 ml yikama tamponu ile 2 kez yikanarak baglanmayan
proteinlerin tamamen uzaklastirilmast saglanmistir. Ni-NTA'ya baglanmis 6xHis-
Lon proteinlerinin elde edilmesi i¢in kolondan 250 mM imidazol igeren eliisyon
tomponu gecirilmistir. Elde edilen fraksiyonlardaki protein miktar1 280 nm ve 235
nm dalga boyunda UV spektrofotometre (BIO-RAD, Smartspec 3000) ile 6lgiilerek
belirlenmistir. Toplanan fraksiyonlar ayni zamanda %]12'lik SDS-PAGE ile

gorlintiilenmistir.

2.2.10. Gk-Lon un Biyokimyasal Nitelendirilmesi

2.2.10.1. Gk Lon Peptidaz Aktivitesinin Tayini

Saflagtirnllmis 6xHis ekli G. kaustophilus Lon proteinin in vitro ortamda
peptidaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in bir florojenik peptit olan Glutaril-Ala-Ala-
Phe-4-metoksi-B-naftilamit (GIt-AAF-MNA) kullanilmistir (Waxman ve Goldberg,
1985). 5 ug Lon proteaz, toplam hacim 100 pl olacak sekilde 50 mM Tris-HCI, 1
mM DTT (pH 8.0) iceren deney tamponunda, 7.5 mM MgCl, ile birlikte, | mM ATP
varhiginda ve yoklugunda, 10 dakika oda sicakliginda 6n inkiibasyona tabi
tutulmustur. Peptidaz aktivitesi, son yogunlugu 2.5 uM olacak sekilde substrat
ilavesi ile baslatilmistir. 55°C ta 20 dakika siire ile gergeklestirilen reaksiyon, 900 pl
%1 SDS eklenmesi ile durdurulmustur. Serbest kalan MNA miktar1 335 nm
eksitasyon ve 415 nm emisyon dalga boyunda Floresans Spektrofotometrede

(VARIAN, EClipse ).0l¢iilmiistiir.
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Gk-Lon peptidaz aktivitesi ayn1 zamanda, diger bir adenin niikleotit olan ADP
varliginda (1 mM) ve yoklugunda yukarida belirtilen deney kosullarinda 6l¢iilmiistiir.

Enzim aktivite 6l¢ctimleri icin MNA/Substrat kalibrasyon egrisi seri diliisyonlar
yapilarak hazirlanmistir.  Kalibrasyon egrisinin  denklemi y=51.79x olarak
hesaplanmistir (Sekil 2.1). Emisyon 415 nm dalga boyunda elde edilen degerler
denklemde y yerine konulmus ve acgiga ¢ikan MNA miktar1 nmol olarak
hesaplanmistir. MNA hidroliz aktivitesinin bir iinitesi bir dakikada nmol MNA

¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmistir.
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Sekil 2.1: Enzim aktivite 6l¢iimleri MNA/Substrat kalibrasyon egrisi.

2.2.10.2. ATP Konsantrasyonunun Gk-Lon Peptidaz Aktivitesine Etkisi

Gk-Lon peptidaz  aktivitesinde = ATP  konsantrasyonunun  etkisinin
belirlenebilmesi i¢in 10 pg Gk-Lon, 0,5 ile 3 mM arasindaki farkh
konsantrasyonlarda ATP varliginda, 2.5 pM Glt-Ala-Ala-Phe-MNA ile 7.5 mM
MgCl, igeren deney tamponu ig¢inde standart kosullarda inkiibe edilmistir. Her bir
reaksiyon 55°C ta 20 dakika inkiibe edildikten sonra enzim aktivitesi durdurulmustur.
Serbest kalan MNA miktar1 daha 6nce belirtilen standart reaksiyon kosullar altinda

Olciilmiistiir.
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2.2.10.3. Gk-Lon Peptidaz Aktivitesi icin Optimum Reaksiyon Siiresinin

Belirlenmesi

Gk-Lon peptidaz aktivitesi i¢cin optimum inkiibasyon siiresinin belirlenmesi
amaciyla enzim, 7.5 mM MgCl; igeren deney tamponu i¢inde oda sicakliginda 10
dakika inkiibe edilmis ve 1 mM ATP ve florojenik peptit substrat Glt-Ala-Ala-Phe-
MNA ilavesi ile 55°C"de enzimatik reaksiyonlar baslatilmistir. Reaksiyonlar, 10-90
dakika arasinda degisen farkli siireler sonunda %1°lik SDS ilavesi ile durdurulmustur

ve peptidaz aktivitesi standart reaksiyon kosullar altinda 6l¢iilmiistiir.

2.2.10.4. Substrat Konsantrasyonunun Gk-Lon Peptidaz Aktivitesine Etkisi

Gk-Lon peptidaz aktivitesi i¢in optimum substrat konsantrasyonu farkli
konsantrasyonlardaki florojenik Glt-Ala-Ala-Phe-MNA substratinin kullanilmasi ile
belirlenmistir. Enzim, standart deney tamponu i¢inde oda sicakliginda 10 dakika 6n
inkiibasyona tutulduktan sonra farkli konsantrasyonlardaki (1 -5 pM) substrat ilavesi
ile reaksiyonlar baslatilmistir. Her bir reaksiyon 55°C ta 20 dakika inkiibe edildikten
sonra enzim aktivitesi durdurulmustur. Serbest kalan MNA miktar1 daha oOnce

belirtilen standart kosullar altinda 6lgiilmiistiir.

2.2.10.5. pH nin Gk-Lon Peptidaz Aktivitesine Etkisi

Gk-Lon peptidaz aktivitesinin optimum pH'sin1 belirlemek i¢in farkli pH
degerlerinde reaksiyon tamponlart kullanilmistir. Bu tamponlar: pH 4.0-5.0
araliklarinda 50 mM Sodyum asetat, pH 6.0-7.5 araliklarinda 50 mM MOPS, pH 8.0-
9.0 araliklarinda 50 mM Tris-HCl, pH 9.5-11 araliklarinda 50 mM Glisin
tamponlaridir (Her bir tampon 1 mM DTT igermektedir). Enzim belirtilen tamponlar
icinde 10 dakika oda sicakliginda on inkiibasyona tabi tutulduktan sonra, 1| mM ATP
ve 7.5 mM MgCl, varliginda peptit substrat Glt-Ala-Ala-Phe-MNA ilavesi ile
55°C'ta 20 dakika inkiibe edilmistir. Aymi sekilde gergeklestirilen fakat enzim

icermeyen reaksiyonlar kontrol olarak kullanilmistir.
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2.2.10.6. Sicakhigin Lon Peptidaz Aktivitesine Etkisi

Enzimin aktivitesi i¢in optimum sicaklik, substrat olarak Glt-Ala-Ala-Phe-
MNA kullanilarak belirlenmistir. Gk-Lon-substrat karigimi daha once belirtilen
standart reaksiyon kosullar1 altinda 20-80°C arasindaki sicakliklarda 20 dakika siire

ile inkiibe edilmistir.

2.2.10.7. Mg2+‘nun Lon Peptidaz Aktivitesine EtKisi

Mg*" metal iyonunun Gk-Lon aktivitesi iizerindeki etkisinin belirlenmesi igin
0-15 mM aras1 degisen konsantrasyonlarda magnezyum tuzlar1 (MgCl,) reaksiyon
karigimina ilave edilmistir. Enzim aktivitesi 1 mM ATP varliginda daha once
belirtilen sartlarda 55°C'ta 20 dakika siiren reaksiyon sonunda Olgiilerek

belirlenmistir.

2.2.10.8. Lon Tarafindan Cesitli Florojenik Peptidlerin Yikimi

Lon proteazin farkli florojenik peptitlerin Glutaril-Ala-Ala-Phe-MNAya
goreceli yikim aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in standart deney tamponu ile birlikte
substrat olarak 250 uM Suksinil-Ala-Ala-Phe-7-amido-4-metilkoumarin (Suc-AAF-
AMC) ve 250 uM Benziloksikarbonil-Gly-Gly-Leu-7-amido-4-metilkoumarin (Cbz-
Gly-Gly-Leu-AMC) kullanilmigtir. Enzim reaksiyonlar1 55°C'ta 20 dakika
inkiibasyondan sonra durdurulmustur. Enzim aktivitesi 335 nm eksitasyon ve 415 nm

emisyon dalga boyunda serbest kalan AMC miktaria gore dlgiilerek belirlenmistir.

2.2.10.9. Cesitli Proteaz inhibitorlerinin Lon Peptidaz Aktivitesine Etkisi

Saflastirilan Gk-Lon proteazin inhibitorlere karsi hassasiyetini belirlemek icin
farkli oranlarda olan Fenilmetilsiilfonit Florit (PMSF) (serin proteaz inhibitorii) ve

Laktasistin (proteazom inhibitorii) ile oda sicakliginda 15 dakika 6n inkiibasyona tabi
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tutulmuslardir. Enzimin inhibitor ile muamelesinden sonra kalan enzim aktivitesi
substrat olarak Glt-Ala-Ala-Phe-MNA kullanilarak 1 mM ATP ve 7.5 mM MgCl,
varliginda daha once belirtilen kosullarda belirlenmistir. Kalan aktivite ayni sartlar

altinda inhibitor yoklugundaki enzim aktivitesinin yiizdesi olarak ifade edilmistir.

2.2.10.10. Lon Tarafindan Fluorescein Isothiocyanate (FITC)- Kazein Yikim

Kazein bir¢ok bakteri de oldugu gibi dkaryotik ATP bagimli proteazlarda da
kullanilan bir protein substrattir (Twinning, 1984). Fluoresan Isotiosiyanat ile
etiketlendirilmis kazeinin (FITC) yikimi, floresan ile etiketlenmis peptit olusumu ile
sonuglanmakta ve olusan iiriin miktar1 florometrik spektrofotometre ol¢iilmektedir.
Gk-Lon proteazin FITC-kazein substratini yikim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
Lon enzimi ve 10 pg-FITC-kazein ile 7,5 mM MgCl, ve 1 mM ATP varliginda 50
mM Tris-HCI pH 8.0 tampon i¢inde 55°C’ta 1 saat inkiibe edilmistir. Reaksiyonlar, 1
mg/ml BSA ve %10 TCA eklenmesi ile durdurulmustur. Reaksiyon tiipleri 10 dakika
buz i¢inde bekletildikten sonra, TCA den arindirilmak i¢in 13000 rpm’'de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Daha sonra yeni tiiplere aktarilan siipernatant 0.5 M CHES-Na,
pH 12 ile noétralize edilmistir. Reaksiyon sonucunda agiga cikan FITC miktar
eksitasyon 490 nm ve emisyon 525 nm dalga boyunda floresans spektrofotometre

(VARIAN, EClipse) ile dl¢iilmiistiir.

2.2.10.11. Lon Tarafindan a-Kazein Yikimi

Gk-Lon’un proteaz aktivitesi diger bir protein substrat olan sigir siitiinden elde
edilen a-kazein kullanilarak SDS-PAGE ile analiz edilmistir. Farkli miktarlardaki
substrat protein (5, 10 ve 15 pg), Gk-Lon (15 pg) ile 7.5 mM MgCl, ve/veya 1 mM
ATP varliginda toplam reaksiyon hacmi 100 ul olacak sekilde 50 mM Tris-HCI pH
8.0 tampon iginde 55°C ta 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra hacmi liyaflizator ile
buharlastirilarak azaltilan 6rneklerden 20 pl alimarak SDS-PAGE'de yiiklenmistir.
Elektroforez tamamlandiktan sonra jel Coomassie Brillant Blue-R250 boyanarak Gk-

Lon’un a-kazeini yikima ugratip ugratmadig tespit edilmistir.
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2.2.10.12. Lon ATPaz Aktivitesinin Tesbiti

Lon ATPaz reaksiyonu 50 mM Tris-HCI ve 1 mM DTT (pH 8.0) igeren deney
tamponunda, 7.5 mM MgCl,, | mM ATP ve/veya 250 uM Glt-Ala-Ala-Phe-MNA
varliginda, 55°Cta 20 dakikada gergeklestirilmis. Reaksiyonlar 200 ul %1 sodyum
dodesil stlfat (SDS) ilavesi ile durdurulmustur. Olusan inorganik fosfatin 6l¢timii
Ames yontemine gore yapilmistir (1966). Bu yonteme gore durdurulan
reaksiyonlarin iizerlerine 100 pl %10 askorbik asit, 600 pul 1 N H,SOy4 icinde %4,2
Amonyum molibdat igeren karisim ilave edilmis ve tiipler 37°C’ta 1 saat inkiibe
edilmistir. Aciga ¢ikan inorganik fosfat miktar1 820 nm dalga boyunda UV
spektrofotometre (Beckman Coulture, DU530) ile 6l¢iilmiistiir.

2.2.11. SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Sodyum dodesil siilfat- poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) 9%0,1
aniyonik deterjan SDS varliginda, Laemmli (1970) tarafindan tanimlanan %12
ayirma jeli ve %5 ylikleme jeli iizerinde gergeklestirilmistir. Dikey jel elektroforezi
icin i¢in Bio-Rad Mini-Slab Cell CT (Bio-Rad Laborataries INC, USA)

kullanilmistir.

15 pl enzim o6rnekleri %1 SDS iceren 4X Ornek tamponu ile karistirilarak
kaynar suda 5 dakika bekletilmislerdir. Daha sonra protein ornekleri molekiiler
agirlik belirteci (Invitrogen, BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder) ile birlikte
jele yiiklenmistir ve jel 90 V'da yiiriitiilmiistiir. Elektroforez tamamlandiktan sonra
jel Coomassie Brillant Blue-R250 ile boyanmis ve daha sonra boyadan arindirma
coOzeltisi ile birka¢ kez yikanarak boyadan arindirilmistir. Proteinlerin olusturdugu
bantlar molekiiler agirlik belirtecindeki agirligi bilinen protein bantlar ile
karsilastirilmis ve proteinlerin molekiiler agirliklart belirlenmistir. Her proteinin
goreceli mobilitesi (Rf) ayirma jelinin en {ist noktasindan protein bandinin merkezine
kadar olan mesafe ile ol¢iilmiistiir. Rf degerleri protein belirtecinin bilinen molekiiler

agirliklarina karsi logaritmik bir grafik ile yerlestirilmistir ve bir standart egri
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olusturulmustur. Proteinlerin molekiiler biiytikliiklerinin hesaplanmasi ic¢in bu egri

kullanilmistir.

2.2.12. BCA Yontemi ile Protein Miktar1 Tayini

Aktivite deneylerinde kullanilacak olan saflastirilan protein miktart BCA
(Bicinchoninic asit) yontemi ile tayin edilmistir. Elde edilen protein 6rneklerinden
10ul 96 kuyulu mikroplate plakasina konulmustur. Taze hazirlanmis 50 hacim
soliisyon A ile 1 hacim soliisyon B karistirilarak olusturulan BCA soliisyonundan
200 pl her bir ornek tlizerine eklenmistir. Standart olarak farkli konsantrasyonlarda
(1-20 pg) si1gir serum albumini (BSA) kullanilmistir. 37°C ta 45 dakika inkiibasyona
birakilan 6rnekler 490 nm absorbans eliza okuyucu (EIx800, Universal Microplate
Reader, Biotek. Ins.).ile olciilmiistiir. Ornekler icindeki protein miktarlart BSA
standartlarindan elde edilen degerlere gore cizilen standart egriye dayanarak

hesaplanmustir.
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3. BULGULAR

3.1. pGEX-6P-1/lon ve pET-28a(+) Vektorlerinin E. coli BL21(DE3)

Hiicrelerinden izolasyonu

Geobacillus kaustophilus lon geni laboratuvarimizda daha 6nce bir yiiksek
lisans O6grencisi tarafindan pGEX-6P-1//on ekspresyon vektoriine klonlanmis ve E.
coli BL21(DE3) hiicrelerine transforme edilmistir. Gk-/on geninin pGEX-6P-1
vektoriinden ¢ikarilip pET-28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanabilmesi igin
plazmitler E. coli BL21(DE3) hiicrelerinden LiCl ile plazmit izolasyon protokoliine
gore izole edilmislerdir. Bu izolasyonlar ile elde edilen pGEX-6P-1/lon ve pET-
28a(+) plazmitleri klonlama ¢alismalarinda kullanilmak {izere -20°C'ta
saklanmiglardir. izolasyon sonrasinda pGEX-6P-1/lon ve pET-28a(+) plazmitleri
BamHI ve Xhol endoniikleaz restriksiyon enzimleri ile ayr1 ayr1 kesilmis ve kesim

reaksiyonu %0.8 lik agaroz jelde analiz edilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: pGEX-6P-1/lon ve pET-28a(+) plazmitlerinin BamHI ve Xhol restiksiyon
enzimleri ile kesildikten sonraki 9%0.8’lik agaroz jel goriintlisii. M.1 kb molekiiler
DNA belirteci, 1. pGEX-6P-1/lon'un BamHI ile kesimi, 2. pGEX-6P-1//on, 3.
pGEX-6P-1/lon ‘un Xhol ile kesimi, 4. pGEX-6P-1/lon, 5. pET-28a(+)’nin BamHI
ile kesimi, 6. pET-28a(+), 7. pET-28a(+) ‘in Xhol ile kesimi, 8.. pET-28a(+).



49

Analiz sonunda UV altinda goriintiilenen jelde 4900 b¢ uzunlugunda olan
pGEX-6P-1 plazmitinin 2500 b¢'lik lon geni ile birlikte 7400 bg'lik bir bant
olusturdugu, pET-28a(+) plazmitinin ise 5400 b¢ uzunlugunda oldugu sekil 3.1°de

gorilmektedir.

3.2. Gk-lon Geninin pGEX-6P-1 Vektoriinden Restriksiyon
Endoniikleazlarla Kesilerek Cikartilmasi ve pET-28a(+) Vektoriine

Klonlanmasi

pGEX-6P-1 vektoriine klonlanan 2500 bg¢ uzunlugundaki Gk-lon DNA’s1
BamHI ve Xhol endoniikleaz enzimleri ile kesildikten sonra ayni kesim
bolgelerinden pET-28a(+) ekspresyon vektdriine baglanmistir. pGEX-6P-1
plazmitinde bulunan Gk-lon DNA’s1 ligasyon reaksiyonlarinda kullanilmak {izere
uclarinda bulunan BamHI ve Xhol restriksiyon endoniikleazlar ile kesim
bolgelerinden birbirini takip eden iki ayr1 reaksiyonda kesilmistir. Kesim
reaksiyonlar1 agaroz jele yliklendiginde 2500 b¢’lik lon ve 4900 bg’lik pGEX-6P-1
vektoriine ait DNA fragmanlar1 gozlenmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: BamHI ve Xhol restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilen pGEX-6P-
1/lon plazmitinin %0.8’lik agaroz jel goriintiisii. M. Molekiiler DNA belirteci, 1.
pGEX-6P-1/lon, 2. pGEX-6P-1/lon’un BamHI ve Xhol ile kesimi.
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E. coli BL21(DE3) soyundaki pGEX-6P-1/lon plazmitlerinden elde edilen yapiskan
uclu /on fragmani pET-28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanmak {izere jelden kit ile

saflagtirllmigtir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3: Agaroz jelden kit ile saflagtirilan Gk-/on geni DNA fragmaninin agaroz jel
gorlntiisii. M. Molekiiler DNA belirteci, 1. Gk-lon geni fragmani.

Klonlamanin yapilacagr pET-28a(+) plazmiti de ¢oklu klonlama bolgesinden
aym restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve 9%0.8'lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
Dogrusal pET-28a(+) plazmitine ait olan 5400 b¢'lik DNA fragmani agaroz jelden
kit ile saflastirilmistir. BamHI ve Xhol enzimleri ile kesildikten sonra elde edilen
yapiskan u¢lu /on DNA fragmani ile pET-28a(+) plazmiti ligasyon ile birbirlerine

baglanmislardir.
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3.3. Transformasyon ve Rekombinant Koloni Secimi

Elde edilen ligasyon iirlinii pET-28a(+)/lon plazmiti o6nce E. coli DH5a
hiicrelerine transformasyon ile aktarilarak gogaltilmistir. Hiicreler kanamisin igeren
secici LB besiyerinde biiyiitiilmiis ve olusan kolonilerin rekombinant plazmit icerip
icermedikleri plazmit izolasyonlari ile kontrol edilmistir. Bu kolonilerden elde edilen
rekombinant pET-28a(+)/lon plazmit varlig1 restriksiyon endoniikleaz kesimleri ile
dogrulanmistir. Buna gore pET-28a(+)/lon DNA’st BamHI veya Xhol ile
kesildiginde kesim sonrasi agaroz jelde yaklasik 7500 b¢ olmasi beklenen bir bant
Sekil 3.4’te goriilmektedir. Elde edilen pET-28a(+)//on rekombinant plazmiti protein

ekspresyonu i¢in daha avantajli olan E. coli BL-21(DE3) hiicrelerine aktarilmistir.
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Sekil 3.4: pET-28a(+)/lon rekombinant plazmitini tasiyan E. coli BL21(DE3)
soyundan yapilan kit ile plazmit izolasyonunun agaroz jeldeki goriintiisii. M.
Molekiiler DNA Belirteci, 1. pET-28a(+)/lon plazmitinin BamHI ile kesimi, 2. pET-

28a(+)/lon plazmitinin Xhol ile kesimi.
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3.4. Lon Proteazin Ekspresyonu

Protein ekspresyonu ig¢in lon geninin klonlandigi pET-28a(+) ekspresyon
vektorii E. coli BL21(DE3) konake¢r hiicresine transforme edilmistir. E. coli
BL21(DE3) hiicresi T7 promotoru ile kontrol edilen genler ve genleri igeren
plazmitler icin tasarlanmistir. Biiyiitiilen kiiltiir IPTG ile uyarildiginda LacUV5
promotoru ve LacZ geninin kii¢iik bir kismin1 igeren yapinin kontrolii altinda olan T7
polimeraz sentezlenerek salgilanmaya baslar ve T7 promotorii aktifleserek genin
transkripsiyonunu gerceklestirir. Protein ekspresyonunun en yiiksek oldugu zamani
belirlemek amaciyla hiicreler IPTG ile uyarildiktan sonra farkli zamanlarda 6rnekler
alimmistir. Hiicrelerin uyarim Oncesi ve sonrasindaki ekspresyon profilleri

poliakrilamit jelde goriintiilenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5: pET-28a(+)/lon tastyan BL-21(DE3) hiicrelerinin ve bos pET-28a(+)
vektorii tasiyan BL-21(DE3) hiicrelerinin IPTG ile uyarilmasiyla zamana gore
degisen Lon ekspresyonu. 1. pET-28a(+)/lon BL-21(DE3) IPTG oncesi, 2, 3, 4, 5.
Sirasiyla pET-28a(+)/lon BL-21(DE3) IPTG eklenmesinden sonra 1., 2., 3. ve 4.
saatler, M: Molekiiler Protein Belirteci, 6. pET-28a(+) plazmiti tagiyan BL-21(DE3)
IPTG oncesi protein profili, 7, 8, 9. Swrasiyla pET-28a(+) BL-21(DE3) IPTG

eklenmesinden sonra 2., 3. ve 4. saatler.
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Jel analizinde 6xHis-Lon proteinin uyarim sonrasi 4. saatte yiiksek oranda
eksprese edildigi saptanmistir. Jel analizi sonucu 0.84 kDa biiytikliigiindeki 6xHis ile
flizyon halinde bulunan Lon proteininin yaklasik 103 kDa oldugu goézlenmistir.
Bununla beraber kontrol grubu olarak E. coli BL21(DE3) hiicreleri, lon geni
icermeyen pET-28a(+) plazmiti ile transforme edilmistir. pET-28a(+) plazmiti
tagityan E. coli BL21(DE3) hiicrelerinin IPTG ile uyarilmasi sonucu meydana gelen
protein profilinin SDS jeldeki goriintiisii de Sekil 3.6'da goriilmektedir.

3.5. Lon un Saflastirilmasi

Amino terminalinde ilave olarak 6xHis rezidii igeren G. kaustophilus Lon
proteini bir immobilize metal afinite kromatografi yontemi (IMAC) olan Ni-NTA
afinite kromatografisi ile saflagtirilmistir. Lon un yliksek oranda eksprese edildigi E.
coli BL21(DE3) hiicre kiiltiirleri sonikasyon ile parcalanmis ve elde edilen hiicre
oOziitli, Ni-NTA ile +4°C ta inkiibe edildikten sonra kolona yiiklenmistir. Ni-NTA'ya
baglanmamis proteinler kolondan uzaklastirildiktan sonra 6xHis-Lon proteini 250
mM imidazol iceren tampon yardimi ile Ni-NTAdan ayrilarak kolondan toplanmastir.
Saflastirmadan sonra toplanan fraksiyonlar 280 nm dalga boyunda spektrofotometre

ile olgtlmiistiir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6: Gk-Lon proteaz proteinin Ni-NTA afinite kromatografisi ile
saflagtirtlmasi. 1-2. Ni-NTA rezine baglanmayan proteinlerin fraksiyonlari, 2-3.
Yikama tamponu ile baglanmayan proteinlerin yikanmasi, 3. Eliisyon tamponu ile

elde edilen 6xHis- Lon proteinleri.
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Lon proteazin saflastirma profili SDS-PAGE ile goriintiilenmistir (Sekil 3.7).
SDS-PAGE analizi sonucu 6xHis kuyruk ile saflastirilan Lon proteazin 103 kDa
oldugu belirlenmistir. Bradford analizi sonucu her bir eliisyon fraksiyonundaki
proteinlerin miktar1 sirastyla 0.327, 1.219, 1.414, 1.344, 0.477, 0.254 pg/ul olarak
tespit edilmistir. Sekil 3.7°de goriilen SDS-PAGE sonuglarina gore 2, 3 ve 4. eliisyon
fraksiyonlarinin %70’e varan saflikta, diger eliisyon fraksiyonlarinin ise %95’e varan

saflikta elde edildigi gozlenmistir.
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Sekil 3.7: 6xHis-Lon proteinlerinin saflagtirilmasi. 1. Kolona baglanmayan
fraksiyonlar, 2-3 Baglanmayan proteinlerin yikama ornekleri, 4-9. 6xHis-Lon

eliisyon drnekleri, M. Molekiiler Protein Belirteci.
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3.6. G. kaustophilus Lon un Biyokimyasal Nitelendirilmesi

3.6.1. Lon un Peptidaz Aktivitesinin Tayini

Saflastirilan 6xHis-Lon proteinin in vitro’da aktif peptidaz aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla daha dnceki ¢alismalarda Lon tarafindan etkin olarak yikima
ugratildigt  belirlenen florojenik bir substrat olan Glt-Ala-Ala-Phe-MNA
kullanilmistir. Reaksiyonlar gere¢ ve yontemlerde belirlenen kosullarda olusturulmus
ve Lon proteazin, ATP varlig1 ve yoklugunda peptit yikim aktivitesi incelenmistir

(Sekil 3.8).

Sekil 3.8’de gorildiigii gibi Gk-Lon tek basina Glt-Ala-Ala-Phe-MNA "y1 bazal
seviyede (0.019 nmol/dk) hidrolize ederken, 1 mM ATP varliginda enzim
aktivitesinde yaklasik 7 kat artig gézlenmistir. Sadece 7.5 mM Mg”" varhginda enzim
aktivitesinde (0.17 nmol/dk) bazal seviyedeki enzim aktivitesine gore 9 kat artig
gbzlenmistir. Hem ATP hem de Mg”" varliginda ise Gk-Lon, Glt-Ala-Ala-Phe-
MNA’y1 etkin olarak yikima ugratmis (1.47 nmol/dk) ve enzim aktivitesi bazal
seviyeye gore 77 kat artmistir. Enzim aktivite analiz sonuglari 6xHis kuyrugu ile ekli

olan Lon proteazin florojenik peptit substrati etkin bir sekilde yiktigini1 gostermistir.
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Sekil 3.8: Lon proteazin ATP ve Mg®" varliginda peptidaz aktivitesi. (Peptit hidrolizi
5 ng Gk-Lon, 300 uM Glt-Ala-Ala-Phe-MNA, 7.5 mM MgCl, ve 1 mM ATP

varliginda ve yoklugunda gergeklestirilmistir.)
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Saflastirilan Lon proteazin peptidaz aktivitesi lizerinde diger bir niikleotit olan
ADP'nin etkisi de incelenmistir (Sekil 3.9). Lon peptidaz ATP varliginda Glt-Ala-
Ala-Phe-MNA’y1 1.74 nmol/dk oraninda yikima ugratirken, bu oran ADP varliginda
0.04 nmol/ml olarak tespit edilmistir. Reaksiyonda ATP varken ADP ilave

edildiginde ise enzim aktivitesinde %96.6 oraninda azalma gozlenmistir.
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Sekil 3.9: ADP'nin Gk-Lon aktivitesine etkisi. (Peptit hidrolizi 5 pg Gk-Lon, 300
uM Glt-Ala-Ala-Phe-MNA, 7.5 mM MgCl, 1 mM ATP ve/veya 1 mM ADP

varliginda ve yoklugunda gergeklestirilmistir.)

3.6.2. ATP Konsantrasyonunun GKk-Lon Peptidaz Aktivitesine EtKisi

ATP konsantrasyonunun Gk-Lon peptidaz aktivitesi tiizerindeki etkisinin
belirlenmesi amaciyla, enzimin Glt-Ala-Ala-Phe-MNA hidroliz aktivitesi standart
reaksiyon kosullar1 icinde 0-2.5 mM arasinda degisen ATP konsantrasyonlarinda

gergeklestirilmistir (Sekil 3.10).

Daha o6nce belirtildigi gibi Lon ATP'den bagimsiz olarak da florojenik peptit
substrat1 diisiik oranda da olsa (0.14 nmol/dk) hidroliz etmistir. ATP varlifinda ise

enzim aktivitesi artis gOstermistir. En yiiksek enzim aktivitesi ise 1 mM ATP
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varliginda gozlenmistir. 1 mM'in {stiindeki ATP konsantrasyonlarinda enzim

aktivitesinde azalma meydana gelmistir.
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Sekil 3.10: ATP konsantrasyonun Gk-Lon peptidaz aktivitesi ilizerindeki etkisi
(Peptit hidrolizi 5 pg Gk-Lon, 300 uM Glt-Ala-Ala-Phe-MNA, 7.5 mM MgCl, ve
0-2.5 mM ATP varliginda gergeklestirilmistir.)

3.6.3. Lon Peptidaz Aktivitesi icin Optimum Reaksiyon Siiresinin Belirlenmesi

Gk-Lon’un en aktif calistigi reaksiyon siiresinin belirlenmesi i¢in enzimin
hidroliz aktivitesi 55°C'ta 10-90 dk arasinda degisen zaman araliklarinda Glt-Ala-
Ala-Phe-MNA ile inkiibe edilerek gere¢ ve yontemlerde belirtilen standart reaksiyon
kosullarinda Olglilmiistir. 1 mM ATP varhiginda ilk 20 dakikada rekombinant G.
kaustophilus Lon peptidaz aktivitesi hizli bir sekilde artig gostermistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11: Gk-Lon peptidaz aktivitesinin zamana bagli degisimi. (Peptit hidrolizi 10
ng Gk-Lon, 300 uM Glt-Ala-Ala-Phe-MNA, 7.5 mM MgCl, ve 1 mM ATP

varliginda ve yoklugunda gergeklestirilmistir.)

Buna gore Lon peptidaz aktivitesi 40. dakikada doygunluk géstermistir. Artan
reaksiyon siiresiyle birlikte enzim aktivitesinde ¢ok az diislis gézlenmekle beraber
enzim aktivitesi korunmustur. Zamana bagli reaksiyonlarin ATP'siz ger¢eklestigi
benzer kosullarda ise oldukea diisiik enzim aktivitesi gézlenmis olup zamana bagh
olarak degisiklik gozlenmemistir. Bundan sonraki enzim aktivite ¢aligmalarinda

reaksiyon siiresi olarak, aktivitenin lineer artis gosterdigi 20 dakika belirlenmistir

3.6.4. Substrat Konsantrasyonunun Lon Peptidaz Aktivitesine Etkisi

Lon peptidazin en yiiksek oranda enzim aktivitesi gosterdigi substrat
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla farkli miktarlarda florojenik substrat Glt-Ala-
Ala-Phe-MNA kullanilarakl mM ATP varliginda standart deney sartlarinda

reaksiyonlar gerceklestirilmistir.

Yapilan ii¢ deneyin sonuglarinda benzer sonuglar alinmistir. Bu sonuglara gore

enzim aktivitesinde artan substrat konsantrasyonuna bagl olarak artis gozlenmis ve
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en yiiksek enzim aktivitesi 250 uM substrat konsantrasyonunda gozlenmistir. Ancak
300 uM ve iizeri substrat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinde Sekil 3.12°de
gbzlendigi gibi dengesizlik gdzlenmistir. Bundan sonra yapilan biitiin enzim aktivite

deneylerinde 250 uM substrat kullanilmistir.

1,4

Enzim Aktivitesi (hmol/dk)

o 'l 'l 'l 'l 'l 'l 'l 'l 'l 'l )
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Sekil 3.12: Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (Peptit hidrolizi 5
ng Gk-Lon, 0-500 uM Glt-Ala-Ala-Phe-MNA, 7.5 mM MgCl, ve 1 mM ATP

varliginda gercgeklestirilmistir.)

3.6.5. pH nmin Lon Peptidaz Aktivitesine Etkisi

Gk-Lon proteazin optimum pH'sini tayin etmek icin 4-11 arasinda degisen pH
degerlerinde tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bunlar; 50 mM Sodyum asetat (pH
4.0-6.0), 50 mM MOPS (pH 6.0-7.0), 50 mM Tris-HCI (pH 7.0-9.0) ve 25 mM
Glisin (pH 9.5-11.0) tampon ¢ozeltileridir. Lon un peptidaz aktivitesi | mM ATP ve
7.5 mM MgCl, varliginda farkli pH'larda Glt-Ala-Ala-Phe-MNA "'nin substrat olarak

kullanildig standart reaksiyon kosullarinda 6l¢iilmiistiir.

Sekil 3.13’te goriildiigii gibi pH 4.0-6.0 araliginda diisik Lon peptidaz

aktivitesi gozlenirken, pH 7.5-9.5 aralifinda enzim aktivitesinde artis gozlenmistir.
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Gk-Lon en yiiksek peptidaz aktivitesini ise pH 8.5 da gostermistir. Bu sonuglara gore
Lon proteaz pH 7.5 ile pH 9.5 arasinda yliksek aktivite gosteren alkali bir proteazdir.
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Sekil 3.13: pH'nin Gk-Lon peptidaz aktivitesine etkisi (Peptit hidrolizi 5 ug Gk-Lon,
250 uM Glt-Ala-Ala-Phe-MNA, 7.5 mM MgCl, ve 1 mM ATP varliginda
gergeklestirilmistir.)

3.6.6. Sicakhigin Lon Peptidaz Aktivitesine Etkisi

Saflastirilan Geobacillus kaustophilus Lon proteazin optimum reaksiyon
sicakliginin belirlenmesi igin, enzim reaksiyon tamponunda oda sicakliginda 10
dakika on inkiibasyona tabi tutulduktan sonra ATP ve Glt-Ala-Ala-Phe-MNA
varliginda 20 dakika boyunca 20-90°C arasindaki sicakliklarda inkiibe edilmistir.
Gk-Lon proteaz termofilik bir enzimdir. Sekil 3.14°te gorildiigii gibi peptit yikim
aktivitesi 45°C'tan itibaren yiiksek oranda artis gostermeye baslamistir. En yiiksek
enzim aktivitesi ise 55°C'ta saptanmigtir; ancak 70°C ve {izeri sicakliklarda enzim

aktivitesinde biiyiik 6l¢iide azalma goézlenmistir.
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Sekil 3.14: Sicakligin Lon peptidaz aktivitesine etkisi (Peptit hidrolizi 5 pg Gk-Lon,
250 uM Glt-Ala-Ala-Phe-MNA, 7.5 mM MgCl, ve 1 mM ATP varliginda
gerceklestirilmistir.)

3.6.7. Mg2+‘nun Lon Peptidaz Aktivitesine EtkKisi

Lon peptidaz aktivitesinin en etkin oldugu Mg”" konsantrasyonunu belirlemek
amaciyla enzimin Glt-Ala-Ala-Phe-MNA hidrolizi 1 mM ATP varliginda standart
deney tamponu i¢inde 0-15 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda MgCl,
kullamlarak gerceklestirilmistir. Sekil 3.15°de gorildiigi gibi Mg®" iyonunun
yoklugunda diisiik bir aktivite gozlenmistir (0,3 nmol/dk). Giderek artan MgCl,
oranlarina bagl olarak enzim aktivitesi de artmistir. Gk-Lon peptidaz, en yiiksek
enzim aktivitesini 7.5 mM MgCl, varliginda gostermistir (3,2 nmol/dk) ve MgCl,

icermeyen reaksiyon sonucuna gore peptit hidrolizi 11 kat artmistir.
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Sekil 3.15: MgCl, konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi (Peptit hidrolizi 10
ng Gk-Lon, 250 uM Glt-Ala-Ala-Phe-MNA, 0-15 mM MgCl, ve 1 mM ATP

varliginda gergeklestirilmistir.)

3.6.8. Lon Tarafindan Cesitli Florojenik Peptitlerin Yikim

Gk-Lon proteazin ¢esitli florojenik substratlara kars1 6zgiilliigii standart deney
kosullar1 altinda incelenmistir. Glt-Ala-Ala-Phe-MNA c¢esitli Lon proteazlarin
aktivite deneylerinde yaygin olarak kullanilan bir substrattir (Waxman ve Goldberg,
1985; Fukui ve ark., 2002) ve Gk-Lon proteaz tarafindan da yiiksek oranda hidrolize
edildigi yaptigimiz galigmalarda belirlenmistir. Lon enzimin diger peptitlere karsi
olan 6zgilliigii, kimotripsin ve benzeri serin proteazlar i¢in etkin bir substrat olan
Suc-Ala-Ala-Phe-AMC, 26S proteazom ve HsIVU’yu da iceren ¢esitli proteazlarin
aktivite deneylerinde kullanilan Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC kullanilarak incelenmistir.
Gk-Lon proteaz  Suc-Ala-Ala-Phe-AMC’yi  Glt-Ala-Ala-Phe-MNA  substrat
hidrolizine goreceli olarak %50 oraninda yikima ugratmistir. Ancak, saflagtirilan Gk-

Lon, Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC’1 hidrolize edememistir.
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Tablo 3.1: Gk-Lon proteaz tarafindan ¢esitli florojenik peptitlerin hidorolizi. Enzim
aktiviteleri her bir substratin varliginda (250 uM) daha once agiklanan reaksiyon
kosullarinda belirlenmis ve Glt-Ala-Ala-Phe-MNA'ya goreceli olarak ifade
edilmistir. (Peptit hidrolizi 10 pg Gk-Lon, 250 uM florojenik substrat, 7.5 mM
MgCl, ve I mM ATP varliginda gergeklestirilmistir).

Florojenik Substratlar (250 pM) Goreceli Aktivite (%)
Glt-Ala-Ala-Phe-MNA 100
Suc-Ala-Ala-Phe-AMC 48.4
Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC 0

3.6.9. Cesitli Proteaz Inhibitorlerinin Lon Peptidaz Aktivitesine EtKkisi

Lon proteazin katalitik mekanizmasin1 daha fazla karakterize edebilmek ig¢in
cesitli proteaz inhibitorlerinin Glt-Ala-Ala-Phe-MNAy1 hidroliz aktivitesi {izerine
etkileri incelenmistir. Bir serin proteaz inhibitorii olan PMSF nin 1 mM derisimde
kullanilmast halinde enzim aktivitesinde %50 oraninda azalma gdzlenmistir (Sekil
3.16). 5 mM PMSF ise peptit yikim aktivitesini %91 gibi yiiksek bir oranda inhibe
etmistir. Bununla beraber memeli ya da arkea proteazomlarmin aktif bolgesinde
bulunan treonine baglanarak enzim aktivitesini inhibe eden 1 mM laktasistin
varliginda ayni deney kosullarinda Lon peptidaz aktivitesi %50 oraninda inhibe
olmustur (Sekil 3.17). 10 mM laktasistin varliginda ise Lon aktivitesinde %85
oraninda inhibisyon gdzlenmistir. Bu sonuclar Lon'un katalitik aktivitesinde Ser
rezidiistiniin temel rol oynadigina ve bir Thr rezidiislinlin de katalitik aktiviteye katki

sagladigina isaret etmektedir.
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Sekil 3.16: PMSF inhibitoriintin Gk-Lon peptidaz aktivitesine etkisi (Peptit hidrolizi
10 pg Gk-Lon, 250 uM Glt-Ala-Ala-Phe-MNA, 7.5 mM MgCl, ve 1 mM ATP

varliginda gergeklestirilmistir.)
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Sekil 3.17: Laktasistin inhibitoriiniin Gk-Lon peptidaz aktivitesine etkisi (Peptit
hidrolizi 10 pg Gk-Lon, 250 uM Glt-Ala-Ala-Phe-MNA, 7.5 mM MgCl, ve 1 mM
ATP varliginda gerceklestirilmistir.)
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3.6.10. Lon Tarafindan FITC-kazein Yikimi

Rekombinant Gk-Lon proteazin FITC-a-kazein hidroliz  aktivitesinin
belirlenmesi i¢in gere¢ ve yoOntemlerde belirtilen kosullarda reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. Sekil 3.18’de goriildiigii gibi 1 saatlik reaksiyon sonunda Lon
proteazin 1 mM ATP ve 7.5 mM MgCl, varliginda FITC-a-kazein'i yliksek oranda
hidroliz ettigi goriilmiistiir. Peptit yikiminda gozlendigi gibi, ATP yoklugunda da
Gk-Lon FITC kazeini hidrolize edebilmistir.

500
400t
300}
200}

100f

. . S

Lon +ATP Lon - ATP

Enzim Aktivitesi (A 525 nm)

Sekil 3.18: Gk-Lon tarafindan ATP-bagimli ve ATP-bagimsiz FITC-kazein yikimi
(Protein hidrolizi 15 pg Gk-Lon, 10 pg FITC-kazein, 7.5 mM MgCl, ve | mM ATP

varliginda gercgeklestirilmistir.)

3.6.11. Gk-Lon Tarafindan a-Kazein Yikimi

Gk-Lon proroteazin a-kazein hidroliz aktivitesi SDS-PAGE ile analiz edilmistir
(Sekil 3.19) SDS-PAGE analizine gére Lon proteazin 1 mM ATP varliginda a-
kazein konsantrasyonuna bagh olarak 55°C’da 1 saat inkiibasyonu sonucu, bu protein
substratini etkin bir sekilde hidrolize ettigi gézlemlenmistir. 5 ug kazein varliginda
yaklasik 32 kDa olan a-kazein bandi tamamen yok olmustur. ATP yoklugunda
gerceklestirilen benzer reaksiyonlarda ise Gk-Lon o-kazeini hidrolize edebilmistir

ancak kazein miktar1 arttikca daha diisiik oranda kazein yikimi ger¢eklesmistir.
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Sekil 3.19: Gk-Lon tarafindan a-kazein yikim reaksiyonunun SDS-jel goriintiisii. 1,
4 ve 7. 1| mM ATP varliginda sirasiyla 5, 10 ve 15 pg a-kazein ve Gk-Lon
inkiibasyon Oncesi; 2, S ve 8. | mM ATP varliginda sirasiyla 5, 10 ve 15 pg a-kazein
ve Gk-Lon 1 saat inkiibasyon sonrasi; 3, 6 ve 9. 1| mM ATP yoklugunda sirasiyla 5,

10 ve 15 pg a-kazein ve Gk-Lon 1 saat inkiibasyon sonrast.

3.6.12. Gk-Lon ATPaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Geobacillus kaustophilus Lon proteini ATP-bagimli proteazlarda korunmusg
olan Walker A tipi ATP baglanma motifine sahiptir (Camci, 2009). Bu nedenle Gk-
Lonun ATPaz aktivitesi gere¢ ve yontemlerde belirtilen sekilde oOlciilerek analiz

edilmistir.

Oncelikle florojenik substrat Glt-Ala-Ala-Phe-MNA'nin ATPaz aktivitesine
nasil etki gosterdigi arastirtlmistir. Sekil 3.20°de goriildiigii gibi peptit susbtratin
reaksiyon ortaminda olmadigi kosullarda daha yiiksek Gk-Lon ATPaz olgiiliirken
substratin oldugu kosullarda ATPaz aktivitesi diigmiistiir. Aym1 zamanda ATPaz

aktivitesi artan ATP konsantrasyonu ile birlikte artis géstermistir.
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Sekil 3.20: Gk-Lon ATPaz aktivitesine peptit susbstratin ve ATP konsantrasyonunun
etkisi (ATP hidroliz reaksiyonu 10 pg Gk-Lon, 250 uM Glt-Ala-Ala-Phe-MNA, 7.5
mM MgCl, ve 1 mM ATP varliginda ve yoklugunda gerceklestirilmistir.)

ATP’nin farkli konsantrasyonlarinin Lon ATPaz aktivitesi iizerine etkisine

bakildiginda artan ATP miktarinin ATP hidrolizini artirdig1 saptanmistir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21: ATP konsantrasyonunun Gk-Lon ATPaz aktivitesi lizerine etkisi (ATP
hidroliz reaksiyonu 10 pg Gk-Lon, 7.5 mM MgCl, ve 0-3.5 mM ATP varliginda
gerceklestirilmistir.)
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Daha 6nce Lon proteaz ile yapilan ¢alismalarda Mg®" iyonunun ve a-kazein
proteininin ATPaz aktivitesini arttirdigi belirlenmistir. Bu amacgla Gk-Lon ATPaz
aktivitesi 1 mM ATP ve 7.5 mM varliginda daha once gere¢ ve yontemlerde
belirtildigi gibi Sl¢iilmiistiir. Sekil 3.22¢de goriildiigii gibi reaksiyon ortamina Mg*"
eklendigi zaman ATPaz aktivitesinde %14 gibi ¢ok az bir artis olmustur. Ayni
reaksiyon ortamina o-kazein de ilave edildigi zaman ise Gk-Lon ATPaz aktivitesi

%30'Tuk bir artig gostermistir.
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Sekil 3.22: Gk-Lon ATPaz aktivitesine Mg”" ve a-kazein etkisi (ATP hidroliz
reaksiyonu 10 pg Gk-Lon, 15 pg a-kazein, 7.5 mM MgCl, ve 1 mM ATP varliginda
gergeklestirilmistir.)
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4. TARTISMA VE SONUC

ATP-bagimli proteazlar yanlis katlanmis proteinlerin ya da kisa Omiirlii
diizenleyici proteinlerin ortadan kaldirilmasini katalizleyerek gen ekspresyonunun
diizenlenmesi, protein kalite kontrolii ve c¢evresel kosullara gore hiicre i¢i protein
seviyelerinin diizenlenmesi gibi bir¢ok hiicresel siiregte rol oynamaktadirlar. Lon
proteazlar biitlin organizmalarda bulunan ve bir¢ok hiicresel fonksiyon ile iligkisi
tanimlanmis ATP-bagimli proteazlardir. Bu proteazlar hiicre homeostasisi, protein
kalite kontrolii ve metabolik diizenleme gibi 6nemli hiicresel fonksiyonlarda rol
oynamaktadir. Ik kez Escherichia coli’de kesfedilmis olan Lon proteaz (Chung ve
Goldberg, 1981), daha sonra birgok bakteri ve arkea tiirlinlin yaninda, okaryotik
hiicrelerin mitokondri ve kloroplastlarinda tanimlanmistir (Maehara ve ark., 2008,

Fukui ve arkadaglari, 2002, Stahlberg ve ark., 1999).

Lon proteaz ile yapilan bir¢ok genomik calisma bu enzimin organizmalar
arasinda onemli Sl¢iide korunmus oldugunu ortaya koymustur (Tomoyosu ve ark.,
1993, Lee ve Szuki, 2008, Chandu ve Nandi, 2004). Lon proteazlar hiicre i¢indeki
anormal ya da yanlis katlanmis proteinlerin yani sira, transkripsiyonel diizenleyiciler,
serbest ribozomal proteinler, metilazlar, antitoksinler, kii¢iik histon benzeri proteinler
ve biyosentetik enzimler gibi farkli bircok yolakta gorevli subsratlarin hidrolizinden
de sorumludurlar. Evrimsel korunmuslugu ve ¢ok sayida hiicresel siiregte gorevli

olmalar1 Lon proteazlari oldukea ilgi ¢ekici kilmaktadir.

Bu calismada, laboratuvarimizda daha oOnce bir yiiksek lisans ogrencisi
tarafindan pGEX-6P1 vektoriine klonlanmig olan termofilik bakteri Geobacillus
kaustophilus’a ait lon geni pET-28a(+) ekspresyon vektoriine altklonlanma ile
aktarilmistir. Daha sonra G. kaustophilus Lon proteaz lon geni igermeyen E. coli
BL21(DE3) hiicrelerinde N-terminal 6xHis eklentisi ile birlikte ilk defa eksprese

edilmis, saflastirilmis ve biyokimyasal olarak karakterize edilmistir.

pET-28a(+) vektoriinde bulunan Jlonm geninin ekspresyonu T7 promotoru

kontrolii altindadir. LacUVS5 promotorunun ardinda bulunan T7 RNA polimeraz
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ekspresyonu IPTG ile uyarilmistir ve bdylece ortaya ¢ikan T7 RNA polimerazin Gk-
lon genini eksprese etmesi saglanmistir. IPTG ile uyarildiktan sonra hiicrelerde
yiiksek oranda eksprese edilen G. kaustophilus Lon proteazin saflagtirilmasi igin
hiicreler sonikasyon ile parcalanmistir. Elde edilen hiicre 06ziitleri N-terminal
bolgelerine eklenmis 6xHis kuyruga baglanma 0Ozelligi olan Ni-NTA agaroz
kullanilarak saflagtirilmistir. Saflagtirma sonucu elde edilen fraksiyonlar SDS-PAGE
ile analiz edilmis ve fraksiyonlarda bulunan protein miktarlart BCA yontemi ile tayin
edilmistir.  SDS-PAGE sonucu 6xHis-Lon igeren saflastirma fraksiyonlarinin
bazilarinin %70 oraninda saflikta, bazi fraksiyonlarin ise %95 saflikta elde edilmis
oldugunu ortaya koymustur. SDS-PAGE analizleri sonucunda belirlenen Rf
degerlerine gore Gk-Lon proteazin biiyiikliigli yaklagik 103 kDa olarak tespit

edilmistir.

SDS-PAGE'de gozlenen sonuglar Gk-Lon proteazin daha once calisilmig
bakteriyel Lon proteazlara gore daha biiylik oldugunu gostermektedir. Lon proteaz
homo-oligomerik bir enzimdir ve molekiiler biiyiikliigii organizmalar arasinda
degiskenlik gostermektedir. Lon proteazlarin molekiiler biiyiikliikleri organizmalar
arasinda oldukca degiskenlik gostermektedir. Daha 6nce yapilan calismalarda ilk kez
kesfedilen Lon proteaz olan E. coli Lon'un molekiiler biiyiikligii ~87 kDa olarak
belirlenmistir (Goldberg, 1981). Bir arkea bakteri olan Thermococcus thermophilus
Lon proteaz ise ~90 kDa olarak belirlenmistir (Maehara ve ark., 2008). Stahlberg ve
arkadaslari, 1999 yilinda yaptiklart c¢alisma ile Saccharomyces cerevisiae Lon

proteazin ~120 kDa oldugunu belirlemislerdir (Wang ve ark., 1993).

Tez calismasinda Gk-Lon proteazin aktivite tayini igin bir florojenik peptit olan
Glt-Ala-Ala-Phe-MNA  kullanilmistir.  Glt-Ala-Ala-Phe-MNA sulu tamponlarda
kolayca c¢oziilebilen ve kimotiripsin-benzeri serin proteazlar i¢in yaygin olarak
kullanilan bir substrattir. Florojenik Glt-Ala-Ala-Phe-MNA peptit substrat bir¢ok
farkl1 organizmaya ait Lon proteazlarla gergeklestirilen aktivite ¢aligmalarinda da
siklikla kullanilmigtir. Serin proteaz Glt-Ala-Ala-Phe-MNA {izerinde bulunan
hidrofobik amino asit fenilalanini (Phe) taniyarak peptit bagmin hidrolizini
gerceklestirmektedir. Peptit baginin hidrolizi sonucu agiga c¢ikan MNA miktar

enzimin aktivitesi ile orantili olarak artmaktadir. Bu c¢alismada, Gk-Lon proteazin
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Glt-Ala-Ala-Phe-MNA hidroliz aktivitesi, reaksiyon i¢in gereken ¢esitli parametreler
(Substrat konsantrasyonu, ATP ve ADP varligi, MgCl, konsantrasyonu, pH, sicaklik,
reaksiyon siiresi, substrat ¢esitliligi, inhibitorlerin etkisi) degistirilerek ayrintil

olarak incelenmistir.

Enzim aktivitesinin tayin edilmesi i¢in yapilan ilk ¢aligmalar, saflastirilan N-
terminal 6xHis kuyruk ekli Gk-Lon proteazin Glt-Ala-Ala-Phe-MNA'y1 ATP ve
Mg®" varliginda etkin olarak hidroliz ettigini ortaya koymustur. Gk-Lon proteaz
reaksiyon ortammda ATP ve Mg>" olmadig1 zaman, %1’lik oranda da olsa Glt-Ala-
Ala-Phe-MNAy1 yikima ugratabilmektedir. Bununla beraber enzim ortamda Mg**
oldugu zaman, ATP ye ihtiya¢ duymaksizin peptit susbstrat1 %12 oraninda hidroliz
edebilmektedir. Ancak elde edilen veriler Gk-Lon peptidaz aktivitesinin maksimum
seviyede olabilmesi i¢in, Mg”~un yaninda ATP varligimn da gerektigini
gostermektedir. Yaptigimiz ¢aligmalarda Mg2+’un Gk-Lon proteaz aktivitesine direkt

etki ettigi, ancak asil roliiniin ATP ile birlikte gerceklestigi belirlenmistir.

Gk-Lon peptidaz i¢in Mg”*", daha dnce Lon proteazlar ile yapilmis calismalarda
da belirtilmis oldugu gibi, kofaktér gorevi tistlenmektedir (Ruidyak ve ark., 1998,
Fukui ve ark., 2002, Lui ve ark., 2004, Park ve ark., 2006) Yaptigimiz ¢alismalarda
Gk-Lon peptidaz aktivitesi i¢in optimum MgCl, konsantrasyonu 7.5 mM olarak
belirlenmistir. Daha 6nce bir¢ok bakteriyel Lon proteaz ile gergeklestirilmis aktivite
caligmalarinda kullanilan MgCl, konsantrasyonunun ortalama olarak 5-10 mM
arasinda degismekte oldugu goriilmektedir (Waxman ve Goldberg, 1985, Roudiak ve
ark., 1988, Besche ve ark., 2004a, Lee ve ark., 2004a, Coleman ve ark., 2009).

Lon proteazlarin ATP-bagimli olarak ¢aligtigi, enzimin proteolitik aktivitesinin
ATP hidrolizleri ile oldukga arttig1 ve protein substratlarin Lon tarafindan yikimai igin
ATP hidrolizinin gerekmekte oldugu E. coli soyunda yapilan aktivite ve mutasyon
calismalariyla ortaya konmustur (Chiarette ve ark., 1981, Waxman ve Goldberg,
1985, Fischer ve Glockshuber, 1993). Yaptigimiz aktivite deneyleri Gk-Lon
proteazin florojenik peptit Glt-Ala-Ala-Phe-MNA'y1 1 mM ATP varliginda yiiksek
oranda hidroliz ettigini gostermistir. Aym1 zamanda Gk-Lon'un ortamda ATP

olmadig1 zaman da peptidaz aktivitesi gosterdigi ortaya konmustur. Elde edilen bu
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sonuglar 1985'te Waxman ve Goldberg'in E. coli Lon proteaz igin yaptiklari
caligmalarla benzerlik gostermektedir. Waxman ve Goldberg E. coli Lon proteazin
florojenik substratlar1 7.5 mM MgCl, varliginda (Glt-Ala-Ala-Phe-MNA, Suc-Ala-
Ala-Phe-MNA gibi) ATP" den bagimsiz olarak da hidroliz edebildigini, ancak ATP
varliginda aktivitenin olduk¢a arttigimi belirlemislerdir. Yine benzer olarak
Brevibacillus thermoruber Lon proteazin peptit yikim aktivitesi ImM ATP ve 10
mM MgCl, varliginda biiyiik oranda artig géstermesine karsilik, ATP yoklugunda da
florojenik peptitin yikimi gergeklesebilmektedir (Lee ve ark., 2004a). Bu
sonuclardan farkli olarak Fukui ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada, bir
arkeabakteri olan Thermococcus kodakaraensis den elde edilen membrana bagli Lon
proteazin 10 mM MgCl, varliginda, florojenik peptitler gibi katlanmamis substratlari
ATP den tamamen bagimsiz olarak hidroliz ettigi belirtilmistir (2002).

ATP hidrolizinin Lon proteaz yapisindaki konformasyonel degisiklikler ve
protein substratlarin katlanmalarinin acgilmasiyla ilgili oldugu bilinmektedir (Lee ve
ark., 2004a). Gk-Lon proteazin ATP yoklugunda da peptidaz aktivitesi gostermesi,
Glt-Ala-Ala-Phe-MNA gibi kiiclik peptitlerin sekonder ya da tersiyer katlanmalari
olmadig1 i¢in, substratin katlarinin agilmasinin ve protein susbstratta bulunan Lon
proteaz  kesim  bdlgelerinin  ortaya ¢ikarilmasinin  gerekmedigi  seklinde
yorumlanabilir. Buna gore ATP yoklugunda da peptit hidrolizi meydana
gelebilmektedir. ATP nin ise enzimdeki allosterik etkilesimleri arttirmasmin yani
sira, susbstrat katlanmalarinin agilmasini da saglayarak protein yikimina katki
sagladig1 gosterilmistir (Gottesman ve Maurizi, 1992, Hoskins ve ark., 2000a,
Wickner ve ark., 1999). Gk-Lon peptidaz aktivitesinin de ATP varliginda artis
gostermesine dayanarak, ATP hidrolizleri ile meydana gelen konformasyonel
degisikliklerin sadece substrat katlanmalar1 ile iliskili degil, enzimin proteolitik

aktivitesi ile de iligkili oldugu 6ne siiriilebilir.

Bu caligmada diger bir niikleotit olan ADP'nin Lon proteaz aktivitesine olan
etkisi de incelenmistir. Gk-Lon, Mg®" varliginda ADP ile yok denecek kadar diisiik
miktarda enzim aktivitesi gostermistir. ATP 'nin bulundugu reaksiyon ortamina ADP
eklendiginde ise, Lon peptidaz aktivitesi yaklasik %96.5 oraninda inhibe olmustur.

Daha o6nce yapilan ¢alismalarda da ADP nin Lon proteaz aktivitesine inhibitor olarak
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etki gosterdigi belirtilmistir (Chiarette ve ark., 1981, Waxman ve Goldberg, 1985,
Chiarette ve ark., 1981, Fukui ve ark., 2002). Benzer olarak, artan ATP
konsantrasyonu ile birlikte Gk-Lon aktivitesinin azaldig1 gozlenmistir. Bu azalmanin,
ATP hidrolizleri sonucu ac¢iga ¢ikan iiriin olan ADP'nin, Gk-Lon'un aktivitesini

inhibe etmesi nedeniyle ortaya ¢iktig1 sonucuna varilabilir.

Gk-Lon proteazin ATP ve Mg®" varhginda Glt-Ala-Ala-Phe-MNAy1 hidroliz
etmesi i¢in gereken optimum siirenin belirlenmesi i¢in yapilan aktivite deneylerinde,
60. dakikaya kadar enzim aktivitesinde artis goriilmiis, 60. dakikadan sonra enzim
aktivitesinin az miktarda bir diislisle birlikte, sabit denilebilecek bir degerde kaldig:
belirlenmistir. Aynm1 reaksiyonlarin ATP'siz gergeklestigi kosullarda ise, diigiik
oranda ve zamana bagl degisiklik gdstermeyen bir peptit yikim aktivitesi

gozlenmistir.

Termofilik Gk-Lon proteazin Glt-Ala-Ala-Phe-MNA'y1 yikima ugrattig
optimum sicakligin belirlenmesi icin gerceklestirilen reaksiyonlar sonucunda, enzim
aktivitesinin 40°C tan itibaren arttig1, 60°C iizerindeki sicakliklarda ise ¢cok hizli bir
sekilde diistligi gozlenmistir. Enzim aktivitesi i¢in gereken optimum sicaklik 55°C

olarak belirlenmistir.

Yaptigimiz caligmalarda Gk-Lon proteaz pH 7.5-10 arasinda aktivite
gosterirken, en yliksek enzim aktivitesini ise pH 8.5'da gdsterdigi belirlenmistir.
Saflagtirdigimiz  Gk-Lon proteaz alkali bir proteazdir. Daha Once yapilan
caligmalarda bakteriyel Lon proteazlarin ortalama olarak pH 8.5-9.5 araliklarinda
yiiksek aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Waxman ve Goldberg, 1985, Fukui ve
ark., 2002, Lee ve ark., 2004a, b, Besche ve ark., 2004b).

Tez calismasinda Gk-Lon proteazin ¢esitli florojenik substratlara karsi
Ozgiilliigii incelenmistir. Calismada Glt-Ala-Ala-Phe-MNA 'nin yaninda, Suc-Ala-
Ala-Phe-AMC ve Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC florojenik susbtratlar1 kullanilmistir. Bu
substratlar literatiirde ¢esitli ATP-bagimli proteazlarin aktivite deneylerinde siklikla

kullanilmaktadir. Elde ettigimiz bulgulara gére Gk-Lon Glt-Ala-Ala-Phe-MNA "y1



74

%100 oraninda hidroliz ederken, ayn1 peptit dizisine sahip fakat farkli N-terminal
bloklayici grup iceren Suc-Ala-Ala-Phe-MNA"y1 %50 oraninda hidroliz etmektedir.
Glt-Ala-Ala-Phe-MNA ve Suc-Ala-Ala-Phe-AMC substratlart hem negatif yiikleri
hem de bulundurduklar alanin ve fenilalanin gibi hidrofobik amino asitler nedeniyle,
bir serin proteaz olan Lon tarafindan etkin olarak hidroliz edilen substratlardir. Gk-
Lon aktivite Ol¢limlerinde ortaya c¢ikan farkliligin substratlarin suda ¢oziinme

oranlariyla baglantili oldugu diisiiniilebilir.

Daha 6nce E. coli Lon proteazla yapilan bir calismada (Waxman ve Goldberg,
1985) Glt-Ala-Ala-Phe-MNA yikim oran1 %100 iken, Suc-Ala-Ala-Phe-MNA yikim
orani ise %75 olarak ifade edilmistir. Glt-Ala-Ala-Phe-MNA bir Bacillus tiirii olan B.
thermoruber Lon proteaz i¢in de etkin bir substrattir (Lee ve ark., 2004a). Bir
arkeabakteri olan Thermococcus kodakaraensis Lon proteaz ic¢in yapilmis olan
caligmalarda ise, bu enzimin Suc-Ala-Ala-Phe-MNA'y1 Glt-Ala-Ala-Phe-MNA ‘ya
gore cok daha fazla oranda yikima ugrattigi belirlenmistir (Fukui ve ark., 2002).
Yaptigimiz caligmada diger florojenik peptit Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC kullanilmistir.
Bu peptit substrat Gk-Lon proteaz tarafindan hidroliz edilmemistir. Cbz-Gly-Gly-
Leu-AMC, 20S proteazom ve HsIVU gibi, katalitik bolgelerinde niikleofil olarak
treonin amino asitinin gérev yaptigi proteazlar i¢in uygun olan bir substrattir ( Kang
ve ark., 2001, Altin, 2009). Peptitte bulunan glisin ve lizin bazik amino asitleri,
enzimin aktif bolgesinde bulunan treonin amino asitinin atak yapmasi i¢in uygundur.
Bu nedenle Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC nin bir serin proteaz olan Lon i¢in uygun bir

substrat olmadig1 ortaya konmustur.

Gk-Lon katalitik aktivitesinin daha iyi anlasilabilmesi icin, geri doniisiimsiiz
serin proteaz inhibitorii olan PMSF ve memeli proteazom inhibitorii olan laktasistin
inhibitorlerinin Gk-Lon peptidaz aktivitesini nasil etkiledikleri incelenmistir. Elde
ettigimiz bulgulara gére Gk-Lon 5 mM PMSF varliginda tamamen inhibe olmustur.
PMSF'nin E. coli Lon proteaz i¢in de inhibitdr aktivitesi gosterdigi bilinmektedir
(Waxman ve Goldberg, 1985). PMSF proteazin aktif bolgesinde bulunan serin amino
asitine etki ederek serin proteaz aktivitesini tamamen engellemektedir (Beyon ve
Salvasen, 1989). Elde edilen sonuglar Gk-Lon proteazin aktif bolgesinde bir serin

rezidiisiiniin varhigina dikkat ¢ekmektedir ve bu sonuclara gore Gk-Lon bir serin



75

proteazdir. Kullanilan diger inhibitér olan laktasistin ise, bilinen bir proteozom
inhibitoriidiir. Laktasistin 20S proteozomun katalitik B-alt birimini hedef almakta ve
katalitik niikleofil olarak gorev yaptigi bilinen treonin amino asitinin hidroksil
grubuna etki ederek, proteazom aktivitesini bloke etmektedir (Fenteany ve ark. 1995).
Yaptigimiz ¢aligmalar sonucunda Gk-Lon proteazin 10 mM laktasistin varliginda
%85 oraninda inhibe oldugu belirlenmistir. Gk-Lon proteazin 20S proteazom ve
HsIVU gibi proteazlar icin etkin inhibitor oldugu bilinen laktasistin ile inhibe olmasi,
katalitik bdlgede bir treonin amino asitinin varligmma dikkati ¢ekmektedir. Ancak
daha oOnce yaptigimiz c¢aligmada Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC susbstratinin  Gk-Lon
tarafindan hidroliz edilmemis olmasi, treonin amino asitinin katalitik aktivitede etkin
olmadigimi gostermektedir. Gk-Lon proteazin hem serin proteaz inhibitdrii olan
PMSEF ile etkin sekilde inhibe olmasi, hem de serin proteaz substratlari olan Glt-Ala-
Ala-Phe-MNA ve Suc-Ala-Ala-Phe-AMC'yi etkin olarak yikima ugratmasi katalitik
bolgede serin amino asitinin aktif gérev yaptigini gostermektedir. Daha 6nce Botos
ve arkadaglarinin 2004 (b) yilinda yayinladiklar bir calismada, E. coli Lon proteazin
aktif bolgesinde Ser (679), Lys (722), Gly (717) ve Thr (704) amino asitlerinin
varligr gosterilmistir. Ayrica Birgham ve arkadaslari Lon ailesinde Thr-Gly
korunmus rezidiilerinin varligina dikkat ¢ekmislerdir (2000). Elde ettigimiz bulgular
Gk-Lon aktif bolgesinde bulunan treonin amino asitin 6nemli bir konumda

bulunduguna, ancak enzimin aktivitesinde etkin rol oynamadigina isaret etmektedir.

Saflastirilan Gk-Lon enziminin proteaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla iki
farkli a-kazein proteini substrat olarak kullanilmistir. Ilk olarak fluorescein ile
isaretlenmis florojenik a-kazein (FITC- a-kazein) ile ATP varliginda ve yoklugunda
reaksiyonlar gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, Gk-Lon proteaz ATP
varliginda FITC-a-kazeini etkin bir sekilde hidrolize etmistir. 2009 yilinda Coleman
ve arkadaslarmin yaptiklar1 calismada, Borrelia burgdorferi Lon proteazin FITC-
kazeini sadece ATP varliginda hidroliz ettigi gosterilmistir. Bundan farkli olarak
yaptigimiz ¢alismada, Gk-Lon proteazin FITC-a-kazeini peptit substratta oldugu gibi
ATP yoklugunda da yikima ugratabildigi gézlenmistir. a-kazein bilinen bir ikincil
yapist olmadigindan, Lon proteaz tarafindan hidrolizi sirasinda proteolitik alana
nakledilirken katlanmalarinin agilmasina gerek yoktur. ATP varliginda Gk-Lon'un

FITC-a-kazein hidroliz aktivitesinin yaklasik %100 oraninda artiyor olmasi, ATP
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hidrolizinin sadece protein substratlarin katlamalarinin agilmasiyla iliskili olmadigina

bir kez daha isaret etmektedir.

Elde edilen bulgular1 desteklemek amaciyla Gk-Lon proteazin a-kazeini yikim
aktivitesi farkli oranlarda substrat kullanilarak, yine ATP varliginda ve yoklugunda
SDS-PAGE'de incelenmistir. SDS-PAGE sonuglarina goére Gk-Lon o-kazeini
miktarina bagli olarak ATP varliginda etkin sekilde hidroliz etmistir. Aym
reaksiyonlarin  ATP'siz  gerceklestirildigi reaksiyonlarda ise, peptit yikim
aktivitesinin daha diisiik, ancak belirgin 6lclide gerceklestigi gozlenmistir. Buna gore
yukarida da belirtildigi gibi, Gk-Lon'un a-kazein proteinini hidroliz aktivitesinin
biiyiik dlgiide ATP-bagimli oldugu, ancak ATP yoklugunda da gerceklesebildigi

belirlenmistir.

Lon proteazlarin proteolitik domainlerinin yaninda korunmus motiflere sahip
ATPaz domainleri de igermekte ve ATP-bagimli olarak caligmakta olduklari
bilinmektedir (Gottesman ve Maurizi, 1992, Rotanova, 1999). Bu nedenle Gk-Lon
proteazin ATPaz aktivitesi incelenmistir. Gk-Lon ATP varliginda beklenildigi {izere
ATPaz aktivitesi gostermistir. Ancak peptit susbstrat varliginda Gk-Lon ATPaz
aktivitesinin diistigli belirlenmistir. Elde ettigimiz veriler, Gk-Lon'un ATPaz
aktivitesinin peptit substratin varligina bagli olarak gerceklesmedigini ortaya

koymustur.

Gk-Lon ATPaz aktivitesine Mg®"un etkisi incelenmistir. Yaptigimiz
calismalarda Mg®"un enzimin ATPaz aktivitesine az da olsa bir katki sagladig
belirlenmistir. Benzer sekilde Fukui ve arkadaglar1 2002 yilinda yaymlamis olduklar
caligmada, metal iyonlarinin Lon proteazlarda proteolitik aktivitenin yaninda, ATP
baglanmasinda da etkili oldugunu ortaya koymuslardir. Aym1 zamanda ATP
konsantrasyonunun Gk-Lon ATPaz aktivitesine etkisi incelenmis ve Gk-Lon ATPaz
aktivitesinin, artan ATP konsantrasyonu ile orantili olarak artig gosterdigi

belirlenmistir.

Son olarak a-kazein proteininin Gk-Lon ATPaz aktivitesi iizerine etkisi

incelenmistir ve a-kazeinin ATPaz aktivitesini arttirdig1 belirlenmistir. Benzer olarak
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daha once yapilmis calismalarda E. coli ve Mycobacterium smegmatis gibi bakteriyel
Lon proteazlarin ATPaz ve peptidaz aktivitlerinin, a-kazein gibi protein uyaricilarin
etkisi ile artmakta oldugu gosterilmistir (Fischer ve Glockshuber, 1993, Ruidyak ve
Shrader, 2000). Ayni sekilde Fukui ve arkadaglar1 2002 yilinda yayinladiklar
calismalarinda a-kazeinin arkeabakteri Thermococcus kodakaraensis Lon proteazin
ATPaz aktivitesini 2-8 kat, peptidaz aktivitesini ise 10 kat stimule -ettigini
belirtilmiglerdir. Yapilan bu calismalarda a-kazeinin enzimde bulunan diizenleyici
bir baglanma bolgesine baglandigi ve ATP hidrolizini arttirdigi one siiriilmiistiir
ancak bu mekanizma tam olarak aydinlatilmamistir. Bizim Gk-Lon proteaz ile elde

ettigimiz sonuglar da a-kazeinin ATPaz aktivitesini arttirdig1 yoniindedir.
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SONUCLAR

Bu calismada Geobacillus kaustophilus’a ait Lon proteaz saflastirllmis ve

biyokimyasal nitelendirilmesi yapilmstir.

1. Calismada oncelikle G. kaustophilus'a ait 2500 b¢ uzunlugunda olan lon geni
daha once klonlanmis oldugu pGEX-6P1 vektoriinden ¢ikartilarak, pET-

28a(+) vektoriine altklonlama ile aktarilmistir.

2. Gk-Lon proteaz E. coli BL21(DE3) hiicrelerinde N-terminal bolgesine 6xHis
kuyruk ekli sekilde yiiksek oranda eksprese edildikten sonra, Ni-NTA
immobilize metal afinite kromatografisi ile saflastirllmistir. Saflastirilan
6xHis Gk-Lon proteazin molekiiler biiyiikliigii SDS-PAGE de yaklasik 103

kDa olarak goriintiilenmistir.

3. Enzim peptidaz aktivite deneylerinde substrat olarak bir kimotripsin benzeri
serin proteaz substrati olan florojenik peptit Glt-Ala-Ala-Phe-MNA
kullanilmistir. Saflagtirilan enzimlerin Glt-Ala-Ala-Phe-MNA'y1 etkin bir
sekilde hidroliz ettikleri belirlenmistir.

4. Gk-Lon proteaz ATP-bagimli bir proteazdir, ancak ATP yoklugunda da peptit
hidrolizi gergeklestirebilmektedir. ATP varliginda Mg’ dan bagimsiz olarak
peptit hidroliz aktivitesi, ATP yoklugundaki aktiviteye gore yaklagik 7.8 kat

artis gostermistir.

5. Gk-Lon peptidaz aktivitesinin etkin olabilmesi i¢in Mg*~nun varlig
gerekmektedir. Mg®", ATP den bagimsiz olarak enzimin peptidaz aktivitesini

yaklagik 9.3 kat arttirmistir.

6. Gk-Lon peptidaz aktivitesinin maksimum seviyede olabilmesi i¢cin hem ATP
hem de Mg*"un bir arada olmasi gerekmektedir. iki kofaktér bir arada
oldugu zaman enzim aktivitesi 77 kat artig gostermistir. ADP ise enzimin

peptidaz aktivitesini inhibe etmistir.
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Gk-Lon proteaz enziminin Glt-Ala-Ala-Phe-MNA hidroliz aktivitesi igin

optimum sicaklik 55°C ve optimum pH 8.5 olarak belirlenmistir.

Gk-Lon proteaz Glt-Ala-Ala-Phe-MNA'dan baska, diger bir serin proteaz
substrat1 olan Suc-Ala-Ala-Phe-MNA"y1 da etkin bir sekilde hidrolize etmis,
ancak bir treonin proteaz substrati olan CBZ-Gly-Gly-Leu-AMC'yi yikima

ugratmamaistir.

Gk-Lon peptidaz aktivitesi PMSF ile gli¢lii bir sekilde inhibe olmasi enzimin
bir serin proteaz oldugunu desteklemistir. Gk-Lon peptidaz aktivitesinin
laktasistin ile etkin bir sekilde inhibe olmasi ise proteolitik aktivitede gorev
yapmayan, ancak aktif bolgede etkin olarak yer alan bir treonin amino asitin

varligini diistindiirmektedir.

Gk-Lon proteaz bir protein substrat olan a-kazeini ATP-bagimli ve bagimsiz
olarak hidroliz etmistir. ATP yoklugunda a-kazein Gk-Lon tarafindan diisiik
oranda hidroliz edilirken, ATP varliginda o-kazein hidrolizi ¢ok daha etkin

bir sekilde gerceklesmistir.

Gk-Lon ATPaz aktivitesi gostermektedir. Protein yikimi Gk-Lon ATPaz

aktivitesini arttirirken, tetrapeptitler aktivitenin azalmasina sebep olmustur.

Mg® un, a-kazein proteininin ve artan ATP konsantrasyonunun ATPaz

aktivitesini arttirdig1 belirlenmistir.
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