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OZET

TEZIN BASLIGI: Rekombinant G. kaustophilus HsIV ve HslU Proteinlerinin E.

coli’ den saflastirilmasi ve nitelendirilmesi

YAZAR ADI: Gonca ALTIN

Hem okaryotik hem de prokaryotik hiicrelerde, bir¢cok hiicre i¢i proteinin
yikimi ATP-bagimli proteazlar ile baglatilmaktadir. Son yillarda tanimlanan ve izole
edilen HsIVU, ATP-bagimli bir proteaz olup Okaryotik ve arkea proteazomun
prokaryotik homologudur. HsIVU, proteaz aktivitesine sahip HslV ile ATPaz
aktivitesine sahip HslU altlinitelerinden olusmaktadir. Genom ve kristal yap1
caligmalar1 sonunda HsIVU proteazlar hakkinda son yillarda oldukca genis bilgi
saglanmistir. Ancak, HsIVU proteazlarin katalitik aktiviteleri ve fonksiyonlari
hakkindaki bilgi yeterli degildir. Bu calismada PGEX 6P-1 ekpresyon vektoriine
daha 6nceden klonlanmis olan G. kaustophilus’a ait hslV ve hslU genleri Glutatyon
S-Transferaz ile flizyon protein olarak eksprese edilmis, saflagtirilmig ve
biyokimyasal nitelendirilmesi gerceklestirilmistir.  Ayr1 ayr1 E. coli’de eksprese
edilip tek basamakta afinite kolan kromatografisi ile saflastirilan HslV peptidaz ve
HslU ATPaz proteinlerinin molekiiler agirliklari, SDS-PAGE’de sirasiyla 19 kDa ve
50 kDa olarak belirlenmistir. HsIVU proteaz, proteazomun kimotripsin-benzeri
aktivite deneylerinde kullanilan florogenik bir substrat olan CBZ-Gly-Gly-Leu-
AMC’yi etkili bir sekilde hidrolize etmistir. ATP varlifinda, HslV peptidaz tek
basina cok diisiik aktivite gostermesine karst HslU ile birlikte bulundugunda
aktivitesindel5 kat artis gozlenmistir. HsIVU’nun peptidaz aktivitesinin optimum
sicakligr 55 °C ‘ve optimum pH araligi 9.0- 11.0 olarak belirlenmistir. HsIVU
proteaz aktivitesi i¢in kofaktor olarak Mg®"a ihtiyag duymaktadir. G. kaustophilus
HsIVU peptidaz aktivitesi, laktasistin ile gii¢lii bir sekilde inhibe edilmistir. HsIVU
proteaz kazeini ATP varliginda diisiik oranda hidrolize ederken dogal bir protein
substratt olan MBP-SulA’y1 hidrolize edememistir. HslU tek basina zayif ATP
hidroliz aktivitesi gostermistir ancak HslV varliginda, HsIVU ATPaz aktivitesinde
4.8 kat artis gorilmiistiir. Ayrica, ATP ve HslV miktarindaki artis HsIVU ATP

hidrolizini artirmistir.



SUMMARY

TITLE OF THESIS: : Purification and characterization of recombinant
G. kaustophilus protein HslV and HslU from E. coli

AUTHOR: Gonca ALTIN

Both in eukaryotes and prokaryotes, degradation of many intracellular proteins
Is initiated by ATP-dependent proteases. Recently-identified and isolated heat-
HsIVU is an ATP-dependent proteolytic system and a prokaryotic homolog of the
archaeal proteasome. HslIVU consists of the proteolytic subunit HslV and ATPase
subunit HslU. Important information on HsIVVU proteases has been obtained from the
recent genomic and structural studies. However, little is known about the catalytic
activities and functions of HslI\VVU proteases. In this study, G. kaustophilus’ hslV and
hslU genes which are previously cloned into PGEX 6P-1 expression vector, were
expressed with Glutahione S-Transferase, purified and biochemicaly characterized.
The molecular weigths of HslV peptidase and HsIU ATPase proteins, which were
seperately expressed in E. coli and purified using one step affinity chromatography,
were determined by SDS-PAGE as 19 kDa and 50 kDa, respectively. HslVU
protease efficiently hydrolyzed CBZ-Gly-Gly-Leu-AMC, a florogenic substrate often
used in chymotryptic-like proteasome activity assays. In the presence of ATP, HslV
showed a very low peptidase activity, however when used together with HslU, the
peptidase activity increased approximately 15 fold. Optimum temperature for
HslVU protease activity was observed at 55 °C and optimal pH determined at 9.0-
11.0. HsIVU requires Mg®* as a cofactor for peptidase activity. G. kaustophilus
HsIVU peptidase activity was strongly inhibited by lactacystin. While HslIVU
proteaz hydrolyze the casein in the presence of ATP weakly it can not hydrolyse the
natural protein substrate MBP-SulA. HslU alone has a low ATP hyrolysis activity
however HslV stimulated HsIVU ATPase activity 4.8 fold. Also increasement of
ATP and HslV induced HsIVU ATP hydrolysis.
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1.GIRIS

1.1 Proteazlar

Proteolitik enzimler biitiin organizmalarda hiicrelerdeki yasam dongiisiinde
anahtar rol oynamaktadirlar.  Proteazlar, transkripsiyon faktér kontrolii, oncii
peptitlerin aktivasyonu ve islevi, hiicre gelisimi ve farklilagsma, hiicre donglisii ve
apoptozun diizenlenmesi ile eslesen protein yikim iglevinde yer alirlar (Goldberg,
1992, Gottesman, 2003). Bu sebeple proteazlar son yillarda sadece protein
katabolizmas1 ve peptit ve amino asit olusumu i¢in protein yikimini saglayan
enzimler olmayip hiicre proteomunun siirekliligini saglanmasindan sorumlu

diizenleyici islevlerin temel bilesenleri olarak g6z onilinde bulundurulmaktadir.

Secici hiicre yikimi diizenleyici proteinlerin diisiik temel seviyesinin
korunmasi, zarar gormiis, hatali yada potansiyel olarak zararli proteinlerin
uzaklastirilmas: i¢in gerekli olup ATP-bagimli proteazlar olarak bilinen siklikla
“protein yikim nano-mekanizmalar1” olarak tanimlanan 6zgiil enzimlerle
yiuritilmektedir. ~ ATP-bagimli proteazlar, proteolitik aktiviteden sorumlu bir
peptidaz ve ATP baglanmasi ya da hidrolizinden sorumlu olan ATPaz domaini ya da
alt biriminden olusan ¢ok alt birimli kompleks proteinlerdir ( Goldberg, 1992).
ATPazlar AAA" protein ailesine aittirler. ATP-bagimli yada AAA+ proteazlarin
ATPaz bilesenleri, bu enzimlerin proteolitik aktivitesini diizenlemekte ayn1 zamanda

hedef protein substratlarin seciminde gorev almaktadirlar.

Biitiin AAA" protein ailesinin {iyeleri, korunmus bolgeler igeren yaklasik 230-
250 aminoasit rezidiiden olusan 6zgiil domain varligi ile tanimlanmaktadirlar. Buna
korunmus ATPaz domaini (conserved ATPase domain-CAD) denmektedir ve
icerisinde Walker motifini tagimaktadir.  Walker A (P-loop) ve Walker B
(Magnezyum baglanma) kutularindan olusan AAA kaseti ATP hidrolizinden



sorumludur (Laksanalamai ve ark., 2004). Walker A motifi Gly- (X);-Gly-Lys-Thr
(X=Herhangi bir aminoasit) dizisi seklinde tanimlanmistir. Walker B motifi de (¢)s-
Asp-Glu-(X), (p=Hidrofobik aminoasit, X=Herhangi bir aminoasit) dizisi seklinde
tanimlanmistir (Walker ve ark., 1982).

Biitiin AAA" proteazlar genel olarak benzer yapisal 6zelliklere sahiptirler. Her
biri birbiriyle bitisik 6 veya 7 altbirimden olusan, 4 veya 6 halkanin bir araya
gelmesiyle olusturulan i¢i bos fic1 benzeri yapilara sahiptirler. Proteolitik aktif
bolgeler, hatali yikimi engellemek i¢in i¢ c¢ember iginde gizlenmis olarak
bulunmaktadirlar. Hekzamerik AAA™ ATPaz’lar, proteaz silindirlerinin bir ya da her
iki ucuna baglanir ve subtratlar1 taniyarak dogal substrat katlanmalarini acip,
katlanmalar1 agilmis polipeptit zinciri olarak proteaz ¢emberinin i¢ kismina yikim
igin transfer etmektedirler (Wenzel ve Baumeister., 1995; Van Melderen ve ark.,
1996; Horwich ve ark., 1999). Korunmus AAA" domainleri bu ortak aktivitelerden
sorumluyken 6zgilil domainler siklikla adaptoér ya da substrat taninmasinda gorev

almaktadirlar (Mogk ve ark., 2004).

Her bir ATPaz altbiriminin AAA" modiilii, biiyiik ap domain ve kiigiik o-
helikal domain olusturmaktadir. Niikleotit baglanmasi komsu altbirimlerin birbirine
bakan bolgelerinde gerceklesmektedir. Birka¢ korunmus amino asit rezidiisii,
niikleotit hidrolizinde rol oynamaktadir. Walker B motifinde olduk¢a korunmus olan
glutamik asit rezidiisiiniin mutasyonu, AAA" proteinin ATP hidrolizini bozmak igin
yeterlidir. Buna ilave olarak, korunmus arjinin rezidiileri, ATP baglanmasi ve
hidrolizine eslik eden konformasyonel degisikliklerin yaratilmasinda kritik rol

oynamaktadirlar (Ogura ve ark., 2001; Ogura ve Wilkinson, 2003).

Cogu AAA™ proteinler zarar gdrmiis, yikima ugrayacak ya da translasyondan
sonra degistirilmesi gereken proteinlerin katlanmalarinin agilmasinda veya tekrar
katlanmasinda islevseldirler. Bazi AAA"™ proteinler ayn1 zamanda saperon rolii de
gormektedirler. Clp/Hsp100 ailesine ait olan ClpB, polipeptidleri agregatlardan
uzaklastirip katlanmalarini agtiktan sonra katlanmalarinin yeniden diizenlenmesi i¢in
DnaK gibi kosaperonlarla etkilesimine olanak saglamaktadir (Goloubinoff ve ark.,
1999).



1.1.1. ATP Bagimh Proteazlar

Okaryotlarda bulunan 26S proteazom, bilinen en biiyiik ATP-bagiml
proteazdir. Sitoplazmada ve niikleusta bulunan 6karyotik proteazomlar “ubikuitin ile
konjuge olmus” ya da olmamis proteinlerin yikimmi katalize eden multikatalitik

proteaz kompleksleridir (Baumeister ve ark., 1998, Ciechonever ve Schvartz, 1998).

Bakteriler ubikuitin-proteazom yoluna sahip olmamakla beraber anormal
proteinleri elimine eden ve diizenleyici proteinlerin hizli yikimini saglayan ve yapisal
olarak birbirine benzer bircok ATP-bagimli proteaz sistemine sahiptir. Bunlar Lon
(Charette M.F. ve ark., 1981; Chung C.H. ve ark., 1981), Fts (Tomoyasu T. Ve ark.,
1993), CIpAP/ClpXP(Ti) (Hwang B.J. ve ark. 1987, 1988 ; Katayama Y. ve ark.,
1988) ve HslVU (Yoo S.J. ve ark., 1996; Rohrwild M. ve ark., 1996; Missiakas D. ve
ark., 1996) proteazlaridir.

1.1.1.1. 26S Proteozom

Genellikle proteazom olarak bilinen 26S proteazom, Okaryotik hiicrelerin
niikleus ve sitoplazmasinda eksprese edilen ¢oklu Katalitik etkiye sahip bir enzim
kompleksidir. ilk zamanlarda protezomun sadece hasarli veya yanls katlanmis
proteinlerin geri doniisiimiinde rol oynadigi diislinlilse de son on yilda yapilan
caligmalar, hiicre dongiisiinde etkin rol oynadigini ve dolayisiyla hiicrenin hayatta
kalmasinda kritik Oneme sahip oldugunu agiga c¢ikarmistir. Bugiine kadar
proteazomun bir¢ok hiicresel siirecte merkezi ve vazgegilmez bir 6neme sahip

oldugu ispatlanmigtir

Yaklagik 2600 kDa biiyiikliigiinde olan 26S proteazom, silindirik sekilli
proteolitik ¢ekirdegi olusturan 20S proteazom (700 kDa) ve poliubikitine baglanmay1
saglayan enerji bagimhi 19SS diizenleyici kompleksten (900 kDa) olusur
(Ciechonover, 1994; Coux ve ark., 1996; Baumeister ve ark., 1998) (Sekil 1.1).



19S

20S

19S

Sekil 1.1 Proteazomun sematik gdsterimi (Adams, 2004)

20S kompleksin daha basit yapisal organizasyonu bir¢ok Arkeal bakterilerde
(Thermoplasma acidhophilum, Methanosarcina thermophilia, Methanococcus
jannaschii, Pyrococcus furiosus, Haloferax volcanii, Thermoplasma volcanium gibi)
ve Gram (+) Actinomycetes’lerde goriilmektedir (Dahlmann ve ark., 1989; Bauer ve
ark., 1997; Wilson ve ark., 1999; Barber ve Ferry, 2001; Ozdemir, 2003). T.
acidhophilum 20S proteazomu, o ve p olmak {izere iki tip altbirimden olusan 20S
proteazom, birbirine bitisik yedi iiyeli dort halkadan meydana gelir. I¢teki halkalar
proteolitik olarak aktif B-altbirimlerimden olusurken distaki halkalar a-
altbirimlerinden meydana gelmektedir (Zwickl ve ark., 1992; Lowe ve ark., 1995;

Groll ve ark., 1997).

26S proteazomun 19S kompleksi, molekiiler agirliklar1 25 kDa ila 110 kDa
arasinda degisen 20 farkli altbirimden olusmustur. 19S kompleksinin ATPaz
altbirimleri, birer AAA" alt-ailesi iiyesi olup, proteazomun substrat proteinlere
kovalent baglanan poliubikitin = zincirlerinin  taninmasi1 yoluyla susbtratin
belirlenmesi, katlanmalarin agilmasi ve substratin proteolitik bdlgeye tasinmasindan

sorumludur (Groll ve ark.,2005).

20S proteazomun katalitik bolgesi, B-tipi halkalarin olusturdugu silindirin i¢
boslugu olan kompartimanda yer almaktadir (Min Suk Kang ve ark., 2001).

Okaryotik 20S proteazomun B tipi alt birimlerinin sadece ii¢ tanesi proteolitik olarak



aktif olup N-terminal hidrolaz aktivitesine sahiptirler (31, B2 ve B5) ve substrat
ozgiilligii ve aktivitelerine gére kimotripsin-benzeri, tripsin-benzeri ve post glutamil
peptid hidrolaz-benzeri olarak isimlendirilirler (Groll ve ark., 2001). Proteinler, 20S
proteazom tarafindan 3-25 amino asitlik peptidler olusacak sekilde stirekli pargalanir

(Nussbaum, 1998).

Okaryotik  hiicrelerin ~ ¢ogu  sitozolik ~ ve  niikleer  proteinleri
ubikutin(Ub)/proteazom yolagiyla gerceklestirilir. Ub/proteazom yolagi protein
kalite kontroliinden, antijen islenmesinden, sinyal iletiminden, hiicre dongiisii
kontroliinden, hiicre farklilasmasindan ve apoptosizden sorumludur. Bu yolak
proteinleri yikmak i¢in kompleks enzimatik sistemler kullanmaktadir. Protein
substratlart poli-Ub zincirinin kovalent olarak eklenmesiyle isaretlenir ve 26S

proteazom tarafindan yikima ugratilir(Wilkinson, 1999; Pickart, 2001).

1.1.1.2 Lon(La) Proteaz

Proteaz La, lon geninin iiriinii olan bir 1s1 soku proteinidir. Bu enzim 87 kDa
biiytikliigiindeki alt iinitelerden olusan bir tetramer (400-450 kDa) olarak karakterize
edilmistir (Goldberg, 1992; Goldberg ve ark., 1994). Her bir altbirim aktif serin
bolgesi ve tekli ATP-baglanma bolgesi tasimaktadir (Chung CH ve Goldberg, 1982).
Lon proteaz ayn1 zamanda spesifik olmayan DNA baglanma aktivitesi tasimakta ve

proteaz aktivitesi DNA ile diizenlenmektedir.

Lon proteazin, kararsiz diizenleyici proteinlerle birlikte bir ¢ok anormal
proteinin yikiminda birincil rol oynadigi gosterilmistir. Bunlardan bazilar1 lamda N
proteini, hiicre boliinmesi regiilatorii SulA, kapsiil sentezi pozitif regiilatorii ResA ve

F faktorii ekleme sistemi proteini CcdA’dir (Gottesman S., 1996).



1.1.1.3 FtsH Proteaz

E. coli’ye ait FtsH proteaz ATP-bagimli sitoplazmik Zn metalloproteazdir.
ftsH geni tarafindan kodlanmaktadir ve yaklagik 70 kDa agirligindadir. FtsH proteaz
bir AAA" iiyesidir (Neuwald A., 1999). Prokaryotlarda ve dkaryotlarm mitekondri ve
kloroplast ile iliskili bolgelerinde yaygin olarak bulunmaktadir (Gottesman S, 2003).
Bu proteaz iki tane trans-membran dizisine sahiptir ve bu sebeple i¢ membrana

demirlenmistir (Tomayasu ve ark., 1995) (Sekil-1.2.).

AAA protease
=, Substrat
\\

Substrat yikirm

Sekil-1.2. Membrana demirli FtsH proteazin sematik gosterimi (Tsai ve ark.,

2002)

E. coli’ deki kamtlar FtsH proteazin, ¢6zilinebilir ve membranla-iliskili
(asosiye) proteinleri yikima ugrattifin1 gdstermektedir. Saperon benzeri aktivite de
gosteren FtsH proteazin en 6nemli islevi 1s1 soku ile uyarilan E. coli transkripsiyon

faktorii 632’nin yikimidir (Schumann W., 1999).



1.1.1.4 CIpAP (Ti) Proteaz

ClpAP proteaz, Lon proteazdan yoksun hiicrelerde ATP-bagimli kazein
yikimina sebep olmasiyla kesfedilmistir. Lon proteazdan farkli olarak proteaz aktif
bolgesi ve ATPaz rezidiisii farkli alt birimlerde bulunmaktadir (Gottesman S., 1996) .
ClpA Hspl100/Clp ailesine ait 84 kDa biiyiikliigiinde iki korunmus ATP baglanma
motifine sahip bir ATPaz iken, ClpP 21 kDa’luk alt biriminde proteoliziz i¢in Ser
aktif bolgesi tasiyan bir 1s1 soku proteinidir. ClpP her biri 7 alt birime sahip iki
halkadan olusmaktadir. CIpA ATP yoklugunda trimer iken, ATP varliginda ise 6 alt
birimden olusan tek bir halka olusturmaktadir. Mutasyonel analizler ilk ATP
baglanma bolgesinin ClpA’nin hegzamer olusumuyla iliskili oldugunu, ikinci ATP
baglanma bolgesinin ise ATPaz aktivitesi ig¢in gerekli oldugunu gostermistir.
ClpA’da ki iki ATP baglanma bdolgesi de ClpA/ClpP kompleksinin olusumunda
gerekli goriinmektedir (Chung ve ark., 1997).

ClpP proteaz, iki tane yedi iiyeli halkalardan olusan alt birimlerden meydana
gelmektedir. ClpP’yi olusturan ¢emberin i¢ kismi 14 proteolitik aktif bolge
tasimaktadir ve 51kDa’luk bir proteinin sigabilecegi kadar genistir. Fakat, giris
porunun cap1 sadece 10A°dur ve bu yiizden katlanmig proteinleri alabilecek kadar
genis degildir. ClpP proteazla sadece kisa peptitlerin yikimi miimkiindiir. Proteinlerin
yikimi i¢in ATPaz alt initesine ihtiyag duymaktadir (Wang ve ark., 1997). Aktif

bolgesine gore bir serin proteazdir.

CIpA ise hegzamerik bir halkadan olusmaktadir ve ClpP’nin yedi alt {initeli
halkasiyla etkilesim kurmaktadir. ATPaz halkalar1 proteolitik ¢emberin girislerinin
tizerinde pozisyon almaktadir (Grimaud ve ark., 1998) (Sekil 1.3). ClpP girisinin dar
olmasi1 substrat katlanmalarin agilmasinin ATPazdan proteaza gegis islemiyle es
zamanli oldugun diisiindiirmektedir. ClpA’nin proteolizis yoklugunda substratlarin
katlanmalarin1 acan bir saperon gibi davradigi kanitlanmistir (Hoskins ve ark., 2000).
Proteinle-aktivasyon molekiiler saperonlarin karakteristik 6zelligidir. DnaK ve Dnal
gibi ClpA da plazmit Pl RepA replikasyon baslangic proteininin in vitro
aktivasyonunda saperon gibi islev gormektedir. Hsp100/Clp ailesine ait olan ve
protein-aktivasyonlu ATPaz aktivitesine sahip olan ClpX de AO proteininin 1si

inaktivasyonundan korunmasinda bir saperon gibi gorev alir. ClpX bir 1s1 soku



proteinidir ve clpPX operonunda ClpP ile birlikte kodlanir. Bu ATPaz, ClpA’nin
aksine sadece bir ATP baglanma bdlgesine sahiptir. Fakat, ClpP ile AO proteininin ve
bakteriyofaj Mu vir represoriiniin yikimin1 saglayan alternatif bir Ti proteaz

olusturabilmektedir.

CIpAP

ATPaz [ﬂ
Proteaz [

ATPaz [
L. Substrat 2 Katlanmanmn 1 Substrat

Baglama Agilmas Translokasyonu

Sekil-1.3. CIpAP proteazin alt birimlerinin ve protein yikiminin sematik

gosterimi (Wickner ve ark., 1999)

ClpP bazi canlilarda hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina gecisini saglamak
gibi fizyolojik siireglerde rol alirken, E.coli’nin sporulasyon safhasinda hayatta
kalmasini sagladig1 ve bazi hiicresel proteinlerin miktarlarinin diizenlenmesinde rol

aldig1 bilinmektedir (Weichart ve ark., 2003).

1.1.1.5 HslVVU Proteaz

Blattner ve arkadaslar1 1993’te Escherichia coli’ de hsl olarak adlandirdiklar
26 yeni 1st soku geni tanimlamiglardir. Bunlardan ikisi hsIVU operonu
olusturmaktadir. (Chuang, and Blattner, 1993). HslIVU, peptidaz aktivitesine sahip
HslV ve ATPaz ve saperon aktivitesine sahip HslU bilesenlerinden olusan ATP-
bagimli bir proteazdir (Chung ve ark., 1993). ClpQY yada CodWX olarak da
isimlendirilen ATP-bagimli proteaz ¢ok ilging olarak dkaryotik proteazoma benzerlik
gostermektedir ve bu sebeple 26S proteazomun analogu olarak kabul edilmektedir

(Gille ve ark. 2003).



HsIVU son zamanlarda mekanik olarak en iyi karakterize edilmis ATP bagiml
proteazdir. Bu  gruptaki diger enzimlerle kiyaslandiginda kompleksin
kararsizligindan dolay1 in vivo ATP bagimli proteolitik aktivitesinin izolasyonu tiim
denemelere ragmen yapilamamistir. Bu ATP bagimli proteazin varligin1 kanitlayan
ilk ipucu bakteriyel 1s1 soku genlerinin taranmasi ve hsIVVU operonunun dizilenmesi
calismalar1 sonucu elde edilmistir. (Chuang ve Blattner,1993). Dizi datasi HslU
Walker ATPaz motifine sahip bir Hsp 100 proteini oldugunu gostermistir ve
HslV’nin f alt iiniteleri arkeabakteriyal ve okaryotik proteazomlara dikkat ¢ekici bir
benzerlik gdstermesiyle proteaz aktivitesine sahip olacagi tahmin edilmistir. iki
genin ayni operonda bulunmasi bunlarin bir ATP bagimli proteaz olusturacagi
ihtimalini diigiindiirmiistiir. Bu hipotez sonradan rekombinant olarak ekprese edilen
ve saflastirilan yapilarin - ATP  bagimli peptidaz aktivitesi gostermesiyle
kanitlanmistir (Chuang ve ark., 1993). HsIVU sonradan tekrar tekrar kesfedilmistir
(Missiakas ve ark., 1996). Bu enzim ayrica 1s1 soku tepkisiyle diizenlenen
proteinlerin ve Escherichia coli’deki SOS aracili hiicre bdliinmesinin
baskilayicilarimin  goriintiilenmesi  esnasinda bagimsiz  olarak  kesfedilmigtir
(Khattar,1997). HsIVU asir1 ekspresyonu veya delesyonu olan soylarda gozlenen
biyolojik tepki HsIVU substratlarinin normal seviyelerinin azalmasi veya artmasi
olmustur. HsIVU, 1s1 soku faktorii o~ yi yikmasiyla 1s1 soku tepkisini etkileyen ve
hiicre boliinme inhibitérii SulA yikimiyla SOS tepkisini etkileyen bir 1s1 soku
proteinidir (Kanemori ve ark., 1997; Missiakas ve ark., 1999).

HslVU’nun fizyolojik roliiniin gézlemlenmesi, HsIVU substrat 6zgiilliiglintin
bakterideki diger ATP bagimli proteazlarla ¢akismasi yiiziinden sinirli kalmistir.
E.coli’de HslIVU delesyonu, normal biiylime sicakliginda fenotipe etki etmemistir,
ancak yiiksek sicakliklarda gozle goriiliir bir degisim olmustur (Kanemori ve ark.,
1997). Proteaz veri tabani MEROPS’a goére bazi bakteriyel tlirler HsIVU tipi
peptidazdan yoksundur (Rawlings ve ark., 2002). Bu yiizden son zamanlarda bazi
HslV ve HslU homologlarinin ata dkaryotlarda bulunmasi sasirtict bir gelismedir
(Couvreur ve ark.,2002). HslV kompleksinin kararsizligt ve diisiik oranda
ekspresyonu yaban tip soylarda calisilmasini zorlastirmistir. Ancak asir1 eksprese
edilmis ve saflastirilmis bilesenlerin in Vvitro c¢alisiimasi miimkiin olmustur.
Katlanmis substratlarin yikimi i¢in ATP’ye ihtiya¢ duymaktadir. (Huang ve
Goldberg, 1997).
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HsIVU proteaz bilesenlerinin dordiinciil yapisi elektron mikroskobu ve imaj
analizi ¢alismalar1 sonucunda belirlenmis ve 20S proteazoma benzerligi dikkati
cekmistir. HslV proteolitik bileseni, merkezi proteolitik ¢emberi olusturan hegzamer
dimerinden olusmustur ve 20S proteazomlardan farkli olarak her bir halka yedi
(heptamer) yerine alti liyeden (heksamer) olusmaktadir. ATP varliginda HslU
ATPaz hem heksamerik hem de heptamerik halkalar1 olusturmaktadir ve bu HslU
halkalari, HslV halkalarinin her iki ucuna baglanarak UgVeVsUs yada U;VeVeU7
konfigiirasyonlarinda HsIVU kompleksini olusturmaktadir (Rohrwild ve ark., 1997)
(Sekil- 1.2).

—+ Protealysis

\ (T’ i
atp (U (VAT A TR

L EI

Sekil 1.4 HsIVU proteazin alt birimlerinin birlesmesinin ve ayrilmasinin

sematik gosterimi (Chung ve ark.,1997)

HsIVU ve bilesenlerinin yap1 ve islevlerine iligkin bilgilerin biiylik bir kismi
E.coli’de yapilan ¢alismalar sonucunda saglanmigtir. Bununla birlikte, HsIVU’ya
benzeyen bir proteaz Bacillus subtilis’te bulunmustur. Bu proteinler (CodW peptidaz
ve CodX ATPaz) cod operonu tarafindan kodlanmakta ve E. coli’deki HsIV-HslU’ya
% 52 oraninda amino asit benzerligi gostermektedir. Ilging olarak CodW, HsIV’den
ve proteazomun 3 alt birimlerinden farkli olarak, aktif bolge rezidiisii gibi islev goren
N-terminal treonin yerine N-terminal serin rezidiisiiniin hidroksil grubunu katalitik
niikleofil olarak kullanmaktadir. CodWV ayni zamanda di-izopropilflorofosfat (DFP)
ve fenilmetilsiilfonil florofosfat (PMSF) gibi serine proteaz inhibitorleri tarafindan

cok giliclii olarak inhibe edilmistir. CodWX, N-terminalinde aktif bolge olarak
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davranan Ser residiilerine sahip ilk ATP-bagimli proteazdir (Min Suk Kang ve ark.,
2001).

HsIVU, son yillarda Song ve arkadaslar1 tarafindan (2003) bir hipertermofil
olan Termotoga maritima’dan izole ve karakterize edilmistir. T. maritima‘dan
HslVU’yu olusturan hslV ve hslU alt birimleri klonlanmis, dizileri belirlenmis ve
eksprese edilmistir.  T. Maritima, HslVU, CBZ-Gly-Gly-Leu-AMC ve Kkazeini
sicaklik (optimum 75-80°C) bagmmli olarak hidrolize etmektedir. Aymi zamanda,
HslV’nin kristal yapisi belirlenmis, dodekamerik enzim yapist E. coli’ deki

benzerleri ile karsilastirilmis ve korunmus oldugu saptanmustir.

Soon Ji Yoo ve arkadaslarinin (1996) yaptigi calismada E. coli’ ye ait hslVU
genleri pPGEM-T vektoriine klonlanip E. coli XL2-Blue hiicrelerinde ifade edilmistir.
French Press yontemi ve diyaliz yontemleriyle saflastirilan enzim immunoblot
analizleriyle tespit edilmistir. Peptit hidrolizi deneyleri igin substrat olarak Cbz-Gly-
Gly-Leu-AMC kullanilarak karakterizasyon yapilmistir. Bu nitelendirmede, enzimin
ATP bagimh calistigi, Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC florojenik substratin1 etkili bir
bi¢gimde hidroliz ederken, Suc-Ala-Ala-Phe-AMC florojenik hidrofobik peptiti hig

hidrolize etmedigi tespit edilmistir.

Markus Rohrwild ve arkadaslarmin (1996) yaptigi ¢alismada E. coli’ ye ait
hslV ve hslU genleri pGEX-2T’ye klonlanmigtir. E. coli BL21(DE) soyu bu
rekombinant plazmit ile transforme edilmistir. GST saflastirmas: ile elde edilen
enzimin basta CBZ-Gly-Gly-Leu-AMC substrati olmak {izere cesitli florojenik
substratlar ve inhibitorler kullanilarak biyokimyasal nitelendirmesi yapilmistir. Bu
nitelendirme sonunda enzimin ATP-bagimli bir proteolitik aktivite gosterdigi ve ATP
varhigimin Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC florojenik substratinin yikimini 150 kat artirdigt
tespit edilmistir. Enzimin Suc-Ala-Ala-Phe-AMC florojenik hidrofobik peptiti ise
¢ok az hidrolize ettigi tespit edilmistir inhibisyon ¢aligmalari yapilmis ve enzimin
Calpain I ve laktasistin inhibitorleriyle tamamen inhibe olurken, PMSF ile ¢ok az
inhibe oldugu goriilmiistiir. Boylece elde edilen enzimin N-terminal Thr katalitik

aktivitesine sahip oldugu diisiiniilmiistiir.
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Soon Ji Yoo ve arkadaglarinin (1997) yaptigi ¢alismada HsIVU, Soon Ji Yoo
ve arkadaslarinin (1996) yaptig1 ¢calismadaki yontemlerle saflagtirilmis. HsIV nin N-
terminal Thr’i yonlendirilmis mutagenezle mutasyona ugratilmistir. Peptit hidrolizi
calismalarinda substrat olarak Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC kullanilarak HslU’nun N-
terminalinin HslV’nin peptidaz aktivitesindeki roliine bakilmigtir. HslV’nin N-

terminal Thr’inin delesyonu aktiviteyi bozmustur.

Mathias Bochtler ve arkadaslarinin (2000) yaptigi ¢alismada pETI12b
vektoriine baglanan hsIVU genleri ifade edilip hiicreler toplandiktan sonra proteinler
lizozim, sonikasyon, ultrasantrifiij, Sefaroz kolonu, Q-Sefaroz FF kolonu ve
Sephacryl S300 jel filtrasyon kolonu kullanilarak saflastirilmistir. Elde edilen
enzimin yapist kristallografik ¢alismalar ile belirlenmistir. ATP varliginda HslU ve
HslV’nin HsIVU kompleksini UgVgVeUs yada U;VeVeU; konfigiirasyonlarinda
olusturdugu tespit edilmistir.

Min Suk Kong ve arkadaglarinin (2001) yaptiklar1 ¢alismada Bacillus subtilis’e
ait codX(hslU) ve codW(hslV) genleri pGEM-T klonlama vektoriine aktarilip, aktif
bolge tesbiti i¢in PCR ile yonlendirilmis mutagenez gergeklestirilmistir. E. coli bu
mutant ve yaban genleri iceren plazmitlerle transforme edilmistir. ifade edilen
genlerden elde edilen enzimler Q-Sefaroz kolon, diyaliz ve hidroksiapatit kolan
kullanilarak saflagtirilmistir. Peptit hidrolizi ig¢in substrat olarak Cbz-Gly-Gly-Leu-
AMC kullanilmisg, Bacillus subtilis’e ait CodWX enziminin ATP bagimli proteolitik

aktivitesinin N terminal Serinin katalitik aktivitesi ile sekillendigi bulunmustur.

Ihn Sik Seong ve arkadaslarinin (2002) yaptig1 ¢aligmada HsIVU, Soon Ji Yoo
ve arkadaglarinin (1996) yaptig1 ¢alismadaki yontemlerle saflastirilmis. HslU nun C-
terminali yoOnlendirilmis mutagenezle mutasyona ugratilmistir. Peptit hidrolizi
caligmalarinda substrat olarak N-karbobenzoksi (Cbz)-Gly-Gly-Leu-7-amido-4-
metilkoumarin (AMC) kullanilarak HslU’nun C-terminalinin HsIV’nin peptidaz
aktivitesindeki roliine bakilmistir. HslU’nun C-terminalinin HslU’nun kendi

polimerizasyonunda ve HslV ile birlesmesinde etkili oldugu sonucuna varilmistir.
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Wataru Nishii ve Kanji Takahashi’ nin (2003) yaptig1 ¢alismada ise E. coli’ ye
ait hslVU geni pET21a (+) vektoriine klonlanip, E. coli BL21(DE3) soyunda ifade
edilmistir. Enzim, sonikasyon ve His-Bind kolonu (HslV igin), kitin boncuk
kolonu(HslU i¢in) kullanilarak saflagtirilmistir. Substrat olarak SulA’nin kullanildig

calismada SulA’nin kesim bolgeleri belirlenmistir.

Burton ve arkadasglarinin 2005 yilinda yaptigi calismada ise E.coli’ye ait
HslVU pET21b vektoriine klonlanmis ve Ni-NTA resin ile saflastirilmistir.
Saflastirilan enzim ile HsIVU’nun proteolitik aktivitesinin ATP bagimlilig1 iizerine
calisilmistir. Proteolitik aktivitenin ATP bagimli oldugu ve Mg*? iyonu gereksinimi
duydugu gériilmiistiir. ATP ve Mg*? iyonunun HslU kararlihigim ve peptidin kesim

bolgelerinin taninmasini sagladigi sonucuna varmislardir.

Azim ve arkadaslarmin 2006 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada ise E. coli’ye ait
HsIVU genleri Bochtler ve arkadaslarinin 1997 yilinda yaptiklart ¢alismadaki gibi
klonlanmig ve enzim burada anlatildigi gibi saflastirilmistir. Substrat olarak
florojenik bir peptit olan (Cbz)-Gly-Gly-Leu-7-amido-4-metilkoumarin (AMC) ve
bir protein olan SulA kullanilarak HslU’nun HslV’ye olan afinitesi ¢alisilmistir.

HslU’nun HslV’ye olan afinitesinin substrat bagimli olarak arttig tespit edilmistir.

1.1.1.5.1. HslV

HslV temel gen dizisi, arkeal ve oOkaryotik 20S proteazomun proteolitik
“cekirdek ™ B-tipi alt birimine oldukc¢a benzerlik gostermektedir (Chuang ve ark.,
1993, Seemiiller ve ark., 1996, de Mot ve ark., 1999) (Sekil 1.3.). Rohrwild ve
arkadaglarinin = 1997°de  yaptigi ¢alismada rekombinant HslV’nin elektron
mikroskobu ile elde edilen goriintiilerinde, HslV’nin proteazomlarda oldugu gibi
merkezi bosluga sahip hekzamerlerden olusan bir dimer yapist olusturdugu
gosterilmistir. HsIV’nin tahmin edilmeyen hekzamerik simetrisi ve alt birimlerinin
katlanmasinin  Okaryotik proteazomlara benzerligi X-ray Kristallografisi ile

gosterilmistir (Bocthler ve ark., 1997).
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Bu benzerligin yaninda HslV, 20S proteazom B-tipi alt birimlerindeki gibi, N-
terminalinde iki korunmus treonin rezidiisiine sahiptir (Seemdiller ve ark., 1996). Yoo
ve arkadaslarinin 1997 yilinda yaptigi ¢alismada N-terminal treonin delesyonu ya da
valin ile yer degisimi (T1V), HsIVU aktivitesini tamamiyle bozmustur. Diger
mutasyonlar (T1S, T2V, T2S) ise aktiviteyi %70-80 oraninda diistirmistiir.
Thermoplasma proteazomunun tiim Ser rezidilleri mutasyona ugratildiginda
aktiviteye higbir etkileri olmadigi goriilmistiir. HsIV’nin 5 Ser rezidiisii Ala ile
degistirilmis, ilging olarak S124A ve S172A mutasyonlariin aktiviteyi tamamen yok
ettigi, SI03A mutasyonunun ise aktiviteyi %50 disiirdiigli goriilmiistir. Diger
yandan S5A ve S143A mutasyonlarinin peptit hidrolizi aktivitesine ¢ok az etki ettigi

ya da hig etki etmedigi goriilmiistiir.

Seemiiller ve arkadaglar1 Okaryotik ve Obakteriyel B alt birimlerinde iyi
korunmug Gly-Ser-Gly motifine dikkat ¢ekmisler ve Ser rezidiisliniin potansiyel
niikleofil olabilecegini sdylemislerdir. Fakat, Thermoplasma  alt birimlerinde bu
Ser rezidiistiniin degisiminin aktiviteyi etkilemedigi goérilmiistir. E. coli HslV’de

Ser124

motif i¢indeki potansiyel niikleofil rezidiisiine benzemektedir. Ser124A
mutasyonunun da aktiviteyi tamamen yok ettigi gozlenmistir. Bu sebeple, Ser'?
rezidiistiniin  HslV’nin katalitik islevinde yer almasi olas1 goriilmiistiir. Ayrica, bu

103 ve Serl?Z

thtimal diger Ser rezidiileri Ser icin de olasidir. Katalitik aktiviteye
dogrudan etki etmese de katalitik bolgeye ya da peptit baglanma bolgesine
yakinliklariyla dolayli etki ettikleri diigiinilmiistiir. Ayn1 zamanda, laktasistin
(Streptomyces metaboliti), 20S proteazom B-tipi alt birimlerinde oldugu gibi spesifik
olarak HslIV’nin N-terminalindeki treonine 6zgiil olarak baglanip, HsIVU proteazinin
proteolitik aktivitesini inhibe etmektedir (Seemiiller ve ark., 1995, Rohrwild ve ark.,

1996, Yoo ve ark., 1996).

Bununla beraber, HslV’nin proteolitik aktivitesi iizerinde HslU ATPaz da rol
oynamaktadir. HslU tek basma E.coli hiicre boliinmesi proteini SulA’nin
agregasyonunu Onlerken, HslV ile kompleks haline geldiginde HslV-aracili SulA
yikiminm gerceklestirmektedir (Seong ve ark., 2002).



15

20S proteazom J alt
iinitesi

Sekil 1.5 HslV proteaz ve 20S proteazomun f alt iinitesinin yapisal benzerligi

(Vallas ve Bourne, 2008)

1.1.1.5.2. HslU

HslU, Clp/Hsp100 protein ailesinin iiyesi olan bir ATPazdir ve saperon
aktivitesi gostermektedir (Seol ve ark., 1997, Nuewald ve ark., 1999, Seong ve
ark.,2000). Diger taraftan HslU nun, AAA-ATPaz ailesinin bir {iyesi oldugu tespit
edilmistir. Yapisal analizler gostermistir ki bu aile dikkat ¢eken iki domaine sahiptir.
Bu domainlerden biiyiik olan1 o/f karisik domaini olup niikleotit baglanma cebin
Walker A ve Walker B motiflerini igermektedir. Kii¢iik domain ise daha ¢ok o
helikal yapida olup AAA" proteinlerin sensdr-1 motifini igermektedir. Bunlara ek
olarak, HslU ara domaine (Intermediate domain - domain 1) sahiptir (Wang ve ark.,
2001) (Sekil 1.4). dATP bagli durumda HslU’nun C ucu bir loop ve heliks
olusturarak HIsU-HsIU i¢ yiizeyindeki hidrofobik cebe gomiilmektedir. ATP
baglandiginda ise siserek HslIV-HslV i¢ yilizeyine baglanmaktadir. HslU’nun C
ucunda yapilan mutasyon ¢alismalar1 da gdstermistir ki HslU’nun C-ucu HsIV’yle
baglanip HsIVU kompleksini olusturmada ve kendi oligomerizasyonunu saglamada

temel rol oynamaktadir (Seong ve ark., 2002).
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I-domain

Sekil-1.6 HsIVU’nun kristal yapisina gore c¢izilmis kurdela gosterimi. N

domaini turuncu, C domaini yesil, I domaini kirmiz1 gosterilmistir.

Bu sebeple HslU, AAA-ATPaz ailesine ait 6 bilesen igeren proteazomal 19S

diizenleyici kapagin taban kismi ic¢in kullanishi bir model sistem olusturmaktadir

(Glickman ve ark., 1998).

Yapilan c¢alismalar gostermistir ki HsIU tek basina ATPaz aktivitesine
sahipken, HslV tek basina zayif bir proteaz olup N-Karbobenzoksi (CBZ)-Gly-Gly-
Leu-7-amido-4-metil-koumarin (AMC) gibi belirgin florojenik hidrofobik peptitleri
ve ayni zamanda insulin B-zinciri ve kazein gibi polipeptitleri yavasca yikima
ugratmaktadir, ancak ATP varliginda HslU ATPaz, HslV’nin proteolitik aktivitesini
20 kat giiclendirecek sekilde uyarmaktadir. Bununla beraber HsIV’nin, HslU ATPaz
aktivitesini 2-4 kat artirdigi ancak, HslU’nun ATP’ye olan afinitesini ¢ok az
etkiledigi belirtilmistir (Yoo ve ark., 1996, Rohrwild ve ark., 1996, Seol ve ark.,
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1997). HslVU proteazin, hiicre boliinmesi inhibitorii olan SulA (Medhat M. Khattar,
1997; Cordell ve ark., 2003), sicaklik soku faktorii o> (Kanemori ve ark.1997) ve
transkripsiyon aktivatorii ResA (Torres-Cabassa ve Gottesman, 1987) gibi kisa

yasam siireli proteinlerin proteolizinde gorev aldig1 bilinmektedir.

SulA SOS regulonunun bir iiyesidir ve sentezi mitomisin C gibi DNA’ya hasar
veren ajanlarla indiiklenir. SulA SOS tepkisi adi verilen islemle transkripsiyonal
olarak indiiklendikten sonra FtsZ’nin kendi kendine birlesmesini 6nleyerek hiicre
boliinmesini inhibe eder. In vivo’da SulA yikimi ¢ofunlukla Lon ATP bagimlh
proteazin aktivitesi olarak goriilse de HsIVU onun yerini almaktadir. Bu hiicre
boliinmesini inhibe etmek i¢in gerceklesen SOS tepkisi esnasinda SulA birikmis Lon

mutant1 bir E.coli’nin HsIVU agir1 tiretimi sonucunda baskilanmasiyla anlasilmistir.

FtsZ hiicre bollinmesi silirecinin baslatic1 proteinidir. FtsZ polimer formu
olusturan tiibiilin benzeri bir proteindir. Iki monomeri bir birinden ayiran GTPaz
aktif bolgesine sahiptir. Bir monomer GTP baglanmasimni saglar, digeri ise T7
halkastyla niikleotit hidrolizini saglar. SulA dimeri FtsZ’nin niikleotit baglanma
bolgesine baglanarak veya FtsZ’de konformasyonal degisikler meydana getirerek
hiicre boliinmesini inhibe eder. SulA T7 halkasina baglandiginda ise polimer

olusumunu bloke eder.

SulA proteini SOS tepkisi esnasinda ¢ok miktarda sentezlenir, miktar1 toplam
protein sentezinin %0.3’line yaklasir. Hiicrede devinimi hizhidir, yar1t omri 1.2

dakikadir.

Lon proteaz, SulA’da belirli bolgeleri yikima ugratmaktadir. Ornegin SulA’nin
fonksiyonu i¢in onemli olan (hiicre boéliinmesini inhibisyonu ve Lon ile etkilesimi
gibi) C terminalindeki ve merkezdeki Leu-Ser bolgeleridir. SulA’nin Lon ile yikimi
SulA’nin fonksiyonun hizli bir diisiis saglar. HsSIVU Lon’dan farkli bolgeleri yikima
ugratmaktadir, fakat bu bolgeler de ( C terminal Ala80-ser81 Alal50, ser151 leu54-
GIn55, ile163-his164 leu67-thr68 leud9-leu50, leub5-trp66) SulA’nin fonksiyonlari

i¢in 6nemlidir.
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Ozetle, HsIVU E. coli’de bulunan ve hiicre bolinmesi inhibitorii olan SulA
proteininin yikimii gerceklestirerek ilgili hiicrenin bdliinmeye devam etmesini
saglamaktadir. E. coli’ de DNA hasar1 SOS tepkisi olarak adlandirilan siirecin bazi
genlerini uyarir. SOS-uyarilabilir genlerden biri de sfiA’dir ve DNA tamir edilinceye
kadar hiicre boliinmesini geciktiren 6zel bir hiicre boliinme inhibitoriinii kodlar. Bu
inhibitor protein SulA’dir ve hedefi temel hiicre boliinmesi proteini olan FtsZ’dir.
SulA, Lon proteaz tarafinda yikima ugratilir. Bunun yaninda SulA HslIVU’nun asir1

tiretimi ile HsIVU tarafindan da yikima ugratilir (Medhat M. Khattar, 1997).

1. 2. Geobacillus kaustophilus

Geobacillus  kaustophilus (HTA426), Pasifik okyanusundaki Mariana
cukurunun derin deniz sedimentlerinden izole edilmis termofilik bir bakteridir. Bir

memrana, flagellaya sahip, ¢ubuk seklinde, aerobik endospor olusturan Gram pozitif

bir bakteridir (Takami ve ark., 2004; Nazani ve ark., 2001).

Optimal biiytime sicaklig1 60 °C olan Geobacillus kaustophilus ‘un maksimum
biiyiime sicakligt 74 °C’tir. Geobacillus kaustophilus akuatik ortamlarda
yasamaktadir. Geobacillus kaustophilus cinsinin diger tiirleri de petrol rezervlerinde
ve toprakta bulunmustur. Bu mikroorganizma pH 2-pH 12 arasinda, 5 °C -78 °C
sicaklikta ve % 0-30 tuzluluktaki yasam kosullarina dayanabilmektedir (Priest ve
ark., 1993; Uson ve ark., 2006).

Geobacillus kaustophilus 3.54 Mb dairesel kromozom tasimaktadir. Ayni
zamanda 47.9 kb plazmit icermektedir. Genomu dizinlendiginde protamin, sipermin
sentetaz ve tRNA metil transferaz genleri bulunmustur. Bu genlerin yiiksek
sicakliklarda  mikroorganizmanin DNA/RNA  kararliliginda rol  oynadigi
diistinilmektedir. Bununla birlikte Geobacillus kaustophilus genomunun % 86’s1
protein kodlamaktadir (Rahman ve ark., 2006).
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G.thermoleovorans DSM 53667

G.kaustophilus DSM 72637

G.zalihae TIT

G.vuicani DSM 131747

G.fituanicus DSM 153257

G.thermoc atenuiatus DSM 7307

G.gargensis DSM 153787

G. steamthermaophitis NCDO 17687

G uzenensis DSM 135517

G. jurassicus DSM 157267

G.subterraneus DSM 135527

G.thermodenitrifc ans DSM 4657

G. caldowylosiivticus ATCC 7003567

G.toebi DSM 145807

G.thermogiucosidasius ATCC 437427

G.tepidamans DSM 163257

G. caicoprateolticus psM 157307
G. paliics DSM 36707

G. debilis DSM 160167

E.coli

0.02

Sekil 1.7. Geobacillus kaustophilus 'un Geobacillus cinsinin diger tiirlere gore

filogenetik yeri (Rahman ve ark., 2007)

1.3. Tez Calismasinin Amaci

HsIVU yeni bir proteaz olmasina ragmen genomik ve kristal yap1 calismalar
sonucu bu ATP-bagimli proteaz hakkinda oldukga genis bilgi saglanmistir, ancak
ATP-bagiml proteolizis mekanizmasi iizerinde yeterli bilgi bulunmamaktadir. Farkli
organizmalardan yeni HsIVU proteazlarin izolasyonu ve biyokimyasal ve genetik
karakterizasyonlarindan elde edilecek veriler bu 6zgiin proteaz sisteminin molekiiler
biyolojisinin aydinlatilmasi1 c¢abalarina 6nemli katkilarda bulunacaktir. Bu tez
calismast Yiiksek Lisans o6grencisi Kemal Avican’in tezini olusturan ve GYTE
BAPK destekli olan “ATP-bagimli proteaz geninin Geobacillus kaustophilus tan
klonlanmasi, DNA dizisinin belirlenmesi ve ekspresyonu” baslikli proje ¢alismasinin

(2006-A-03) galismasinin devamini olusturmaktadir. Bu tez ¢alismasinda daha 6nce
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E. coli BL21 (DE) hiicrelerine tasinan pGEX-6P-1 ekspresyon vektorii {izerine
klonlanan (Avican, 2009) HslU ve HslV genlerinin ekspresyonu, olusan flizyon

proteinlerin saflagtirilmasi ve biyokimyasal olarak nitelendirilmesini hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1 Geregler

2.1.1 Kullanilan Kimyasallar

2-propanol, Asetik asit, % 99,5 Etanol, p—Merkaptoetanol, MgSQ,4.7H20,
NaCl, NaOH, HCI (Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, NJ, USA), Tris Base,
Ampisilin (F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland), Agaroz (Prona, Madrid,
Spain), EDTA (Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, Germany), Etidyum
Bromid, Sodyum Asetat, Glisin, MgCl,, Kazein, SDS, MOPS, PEG (6000 g/mol),
TEMED (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), IPTG, (MBI Fermentas AB, Vilniues,
Lithuania), KCI ( Riedel-de Haen, Hanover, Germany), Bacto Agar, Tripton, Maya
Oziiti, Nutrient Broth (Difco, Detroit, USA), % 40 Akrilamid Soliisyonu
(AppliChem).

2.1.2 Kullanilan Enzimler ve Tamponlar

Lizozim (F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland), Hindlll
Restriksiyon Endoniikleaz, Tampon HindIIll, EcoRI Restriksiyon Endoniikleaz,
Tampon EcoRl, (MBI Fermentas AB, Vilniues, Lithuania), PreScission proteaz
(Amersham Pharmacia Biotech).

2.1.3 Kullanilan Peptitler ve inhibitorler

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



2.1.4 Kullanilan Kitler

Mini Plazmit Izolasyon Kiti (Promega Corporation, Madison, USA)

2.1.5 Kullanilan DNA ve Protein Molekiiler Belirtecleri

Molekiiler DNA belirtegleri (MBI Fermentas, 1 kb DNA marker, SM1163),

Protein Molekiiler Belirteci (MBI Fermentas, PageRuler Plus Prestained Protein

Ladder, SM1812) (Sekil-2.1).
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Sekil-2.1 Molekiiler DNA ve protein belirtecleri . A: 1 kb Molekiiler DNA
belirteci B: Molekiiler Protein Belirteci
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2.1.6 Kullanilan Plazmit Vektorler

2.1.6.1 pGEX Vektor ve GST Fiizyon Sistem

Glutatyon S-transferaz (GST) Gen Fiizyon Sistemi, Eschericia coli’de tiretilen
proteinlerin ekspresyonu, saflastirilmasi ve belirlenmesinde kullanilan ¢ok yonlii bir
sistemdir. Bu sistem, Schistosoma japonicum GST’1 ile fiizyon halindeki gen ya da
gen fragmanlariin yiiksek derecede uyarilabilir ekspresyonunu temel almaktadir. E.
coli’de ifade edilen fiizyon proteinlerinin amino ucunda GST uzantisi yer alirken,
ilgilenilen protein ise karboksi ucunda yer almaktadir. Olusan fiizyon proteini, hiicre

sitoplazmasinda birikmektedir.

GST fiizyon proteinleri, immobilize glutatyon kullanilarak bakteriyel hiicre
oziitlerinden afinite kromatografisi ile saflastirilmaktadir. GST filizyon proteinleri,
kromatografi ortaminda tutulur ve baglanmayan proteinler, yikama ile uzaklastirilir.
GST fiizyon proteinin antijenik 6zellikleri ve fonksiyonlari, saflagtirma siiresince
korunur. Fiizyon proteinlerindeki GST uzantisi, tanima dizileri pGEX plazmidlerinin
coklu klonlama bdlgelerinin hemen iist tarafinda bulunan, bélgeye 6zgii kesim yapan
proteaz kullanilarak uzaklastirilabilir (Sekil-2.2). Fiizyon proteinler, kolorimetrik ya

da immiinolojik yontemler kullanilarak belirlenebilir.

GST fiizyon proteinleri, bir gen ya da gen fragmaniin 10 pGEX vektoriinden
birinin ¢oklu klonlama bdlgesine eklenmesiyle olusturulmaktadir (Sekil-2.3).
Ekspresyon, laktoz analogu izopropil B-D tiogalaktozid (IPTG) tarafindan uyarilan
tac promotorunun kontrolii altinda gerceklestirilir. Tiim pGEX vektorleri, ayrica
internal lacl® geni igerir. Bu genin iiriinii, tac promotorunun 6peratdr bolgesine
baglanip, IPTG ile uyarilana kadar proteinin ekspresyonunu engelleyerek asiri

ekspresyonu kontrol altina almaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda pGEX-6P-1 plazmidi, pPGEM-T plazmidine klonlanan hslv
ve hslu genlerinin ekspresyon vektorii olarak kullanilmistir. pGEX-6P-1 plazmidi,
Sekil-2.2°de gorildiigii gibi c¢oklu klonlama bolgesinde ilgili genlere uygun

restriksiyon kesim bdlgeleri icermektedir. Ayrica, ¢coklu klonlama bolgesinin hemen
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tizerinde GST fiizyon proteinin saflastirilmasi agsamasinda kullanilacak olan

PreScission Proteaz’in tanima bdlgesini icermektedir.

PGEX-6P-1 (27-4597-01)
PreScission Protease

ILeu Glu Val Leu Phe GIn™Gly F":uI Leu Gly Ser Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His
CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GEA TCG CCG GAA TTC CCG GET CGA CTC GAG CGG CCG CAT

BamH | EcoR | ~gma; Sall  gpot  Motl

o

\":“;‘\ -
,
B R
| o
pS{10ABamTSbopT

!
!
|
|

| pGEX
~4500 bp

Sekil-2.2. GST fiizyon vektori pGEX-6P-1’in ag¢ik okuma cergevesi ve genel

ozelliklerini gosteren haritasi.

2.1.6.2 pMal-p2-SulA Rekombinant Vektorii

pMal-p2-SulA plazmiti Dr. A. Higashitani (National Institute of Genetics,
Japan) tarafindan hediye edilmistir. pMal ekspresyon sistemleri pMal-c2 ve pMal-p2
olmak iizere iki cesittir. Iki yap1 da yiiksek derecede ekspresyon saglar. pMal-c2
vektorii Maltoz Baglanma Proteini’nin (MBP) normalde sahip oldugu N-terminal
sinyal dizisinden yoksundur ve fiizyon proteinin sitoplazmada kalmasii saglar.
pMal-p2 ise N-terminal sinyal dizisine sahiptir. Proteinin periplazmaya
salgilanmasini saglar. Boylece, periplazmadan saflastirmay1 kolaylastirir. Klonlanan

protein MBP’den ayrilmak istendigi takdirde Faktor Xa enzimi ile kesilir.
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Mscl 6696 lacI
ROP Apal 642
PGEX_3_primer

EcoRY 881

Hpal 937

NarI 1071
tac_promoter
M13_pUC_rev_primer
Hodel 5842
pBR32Z_origin

pMAL-p2 [tm]

6721 bp

BglII 1962

fl origin

al 2782

Sall 2738

PstI 2798

HindIII 2802

M13_forward20_primer

M13_pUC_fwd_primer
fmpicillin lac? a
AmpR_promoter pBAD_rev_primer

oTrcHis_rev_primer

rrhB_terminator

rrnB_T1_terminator

rrhB_TZ_terminator

Sekil-2.3. MBP fiizyon vektorii pMal-p2’nin  agik okuma cergevesi ve genel

ozelliklerini gosteren haritasi.

2.1.7 Kullanilan Saflagtirma Kolonu ve Kolon Materyali

GSTrap™ FF kolonlar1 (GE Healtcare) bakteriyel lizatlardan GST-bagh
proteinlerin, glutatyon-S-transferazlarin veya diger glutatyon-bagli proteinlerin
saflagtirilmast i¢in kullanilir. Hassas ayristirma kosullar1 proteinin islevinin ve
antijenisitisinin korunmasini saglar. Indirgenmis glutatyon iceren tamponla yikama

sonucu GST kolondan ayrilir.

Amiloz rezin (New England Biolabs) maltoza baglanan protein (MBP) ile
flizyon halinde eksprese edilen proteinlerin saflastirilmasinda kullanilan bir kolon
materyalidir. Amiloz/agaroz boncuklarindan olusmustur. Rezine baglanan MBP-

fiizyon proteinler maltoz i¢eren tamponla yikamak suretiyle rezinden ayrilir.
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2.1.8 Kullanilan Bakteri Soylar

PGEX-6P-1’e klonlanan hslV ve hslU genlerinin ve pMal-p2-SulA klonundan
MBP-SuUlA ekspresyonu i¢in kompetan hiicre olarak kullanilan E. coli BL21-
CodonPlus (DE3) hiicreleri National Bio-Research Project, National Institute of
Genetics (NIG) (Japan)’den temin edilmistir. 200 pl’lik hacimlerde ependorf
tiplerde bulunan kompetan hiicreler ve tranformasyonda pozitif kontrol olarak

kullanilacak pUC18 plazmidi, -80 °C’ta saklanmustir.

2.1.9 Kullanilan Cozelti ve Besiyerleri

Sterilizasyon asamsinda ornekler 121 °C’ta 20 dakika siire ile otoklav

edilmistir.

Lizis Tamponu
50 mM Tris.HCI
20 MM EDTA
*50 mM Glikoz

Tris Tamponu (pH:7,7.5,8,9)
o 25mM Tris

e 5mM MgCl,

e I1mMDTT

MOPS Tamponu (pH:6, 6.5 ,7)
e 25 mM Mops

e 5mM MgCl,

e I1mMDTT



Glisin Tamponu (pH:9.5, 10, 11)
e 25mM Glisin

e 5 mM MgCl,

e I1mMDTT

Sodyum Asetat Tamponu (pH:4, 5, 6)
e 25 mM Sodyum Asetat

e 5 mM MgCl,

e I1mMDTT

Proteaz Deney Tamponu (pH:7.4)
e 25mM Tris

e 5 mM MgCl,

e I1mMDTT

TE Tamponu
e 10mM Tris
e 1mMEDTA

Fosfat Tuz Cozeltisi (PBS) Tamponu
e 14M NaCl

e 27 mM KCI

e 101 mM Na;HPO,

e 18 mM KH,PO4

PreScission Ayirma Tamponu
e 50mM Tris-HCI (pH 8)

e 150 mM NaCl

e 1mMEDTA

e ImMMDTT



Amiloz rezin Kolon Tamponu
e 20mM Tris-HCI (pH 7,4)
e 1mMEDTA

Amiloz rezin Yikama Tamponu
e 20mM Tris-HCI (pH 7,4)

e 0,2M NaCl

e 1mMEDTA

Amiloz rezin Ayirma Tamponu
e 20mM Tris-HCI (pH 7,4)

e 0,2 M NaCl

e 1mMEDTA

e 10 mM Maltoz

Eliisyon Tamponu
e 50mM Tris-HCI (pH 7,4)

¢ 10 mM indirgenmis glutatyon

2X Ornek Tamponu

50 mM Tris.HCI (pH: 6.8)
*% 10 (v/v) Gliserol

% 1 (w/v) SDS

*% 0,01 (w/v) Bromo Fenol Mavisi

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (1L)
02,02 g Tris

e14,4 g Glisin

0,59 SDS

dH,0 ile 1L’ye tamamlanir.
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Coomassie Blue Boyama Soliisyonu (1L)
¢1 g Coomassie Blue R-250

450 ml Metanol

¢100 ml Glasiyal asetik asit

450 ml dH,O

Boyadan Aritma Soliisyonu (1L)
¢400 ml Metanol

¢100 ml Glasiyal asetik asit

«500 ml dH,0

% 1’lik Agaroz Jel (40 ml)

¢0,4 g Agaroz,

o2 ul EtBr (10 pg/pl stoktan)

1X TAE Buffer ile 1 L’ye tamamlanir.

2M Glikoz (1 L)
360,3 g Glikoz, dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir.

1 M MgSO,(1L)
246,48 g MgSOy, dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir.

1M MgCl,(1L)
203,30 g MgCl,, dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir.

1MKCI(1L)
74,56 g KCI, dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir.



Luria Broth (1 L, pH:7,5)

10 g Tripton

o5 g Yeast Extrct

¢10 g NaCl

dH0 ile 1L’ye tamamlanr.

Nutrient Broth (1 L)
e 89 Nutrient Broth
dH,0 ile 1 L’ye tamamlanur.

TSS (pH:6,5)

*% 10 (w/v) PEG (6000 g/mol),
% 5 (v/v) DMSO

50 mM MgCl,

SOB Medyum

% 2 (w/v) Triptone

¢5 9% 0,5 (w/v) Yeast Extract
¢10 mM NaCl

2,5 mM KCI

¢10 mM MgCl,

10 MM MgSO,

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

Ampisilin (5 ml, 10 mg/ml)
0,5 g Ampisilin, dH,0 ile 5 ml’ye tamamlanir.

IPTG (5 ml, 200 mg/ml)
1 g IPTG, dH,0 ile 5 ml’ye tamamlanir.

30
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LB-Agar /Amp Besiyeri (1 L)

5 ml Ampisilin, LA ile 1 L’ye tamamlanur.

Soliisyon A (BCA icin 100ml)

e 1 grsodyum bicinchoninate (BCA)

2 gr sodyum karbonat

0.16 gr sodyum tartarat
0.4 gr NaOH
0.95 gr sodyum bikarbonat (pH: 11.25)

dH,0 ile 100 mL’ye tamamlanir.

Soliisyon B (BCA i¢in 10ml)
0.4 gr Bakir siilfat. 5H,0

dH,0 ile 10 mL’ye tamamlanir.

2.1.10 Kullanilan Cihazlar

+ 4 °C Sogutucu (Argelik), - 20 °C derin dondurucu (Argelik, No Frost), - 80
°C derin dondurucu (Thermo, Forma -86C ULT Freezer), Buz Makinesi (BAR-LINE
BF85), Yatay Elektroforez Sistemi (BIO-RAD, Mmi-Sab Cell CT), Gii¢ kaynagi
(BIO-RAD, PowerPac Basic), Dikey Elektroforez Sistemi (BIO-RAD, Mini1-Sab Cell
CT), Gii¢ kaynag1 (BIO-RAD, PowerPac Basic), Masa Ustii Santrifiij (Heraeus,
Labofuge 400R), Masa Ustii Santrifiij (BECKMAN COULTER, Microfuge 22R),
Otoklav (HIRAYAMA, HICLAVE HVE-50), pH Metre (Hana Instruments, pH 211
Microprocessor pH Meter), Steril Kabin (Heraeus, HP48), Etiiv (BINDER, 9010-
0078), Inkiibator (Heraeus, D-63450 Herau), Calkalamali Inkiibator (Edmund
Biihler, KS-15), Su Banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette), UV Goriintiileme
Cihaz1 (Vilmer Lourmart), Mikrodalga Firin (Kumtel), Sonikatéor (BRANSON,
Digital Sonifier), Spektrofotometre (BIO-RAD, Smartspec 3000), Econo Gradient
Pompa (BIO-RAD), Econo UV Monitér (BIO-RAD), Fraksiyon Toplayict (BIO-
RAD, Model 2110), Florasans Spektrofotometre (VARIAN, EClipse ).
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2.2 Yontemler

2.2.1 HslV ve HslU Ekspresyonu

PGEX-6P-1 iizerinde hslV ve hslU genlerini igeren rekombinant E. coli BL21
(DE3) kolonileri gece boyunca ampisilinli (100 pg/ml) besiyerinde biiyiitiildiikten
sonra, hiicre kiiltiirii ikinci besiyerine 1/10 oraninda eklenerek ikincil kiiltiirler elde
edilmistir. Ikincil kiiltiirler, optik yogunlugu 600 nm’de 0,6’ya ulasincaya kadar
biiyiitiildiikten sonra HslV ve HslU’ nun ekpresyonu 0,1 mM IPTG ile 3 saat boyunca
37 °C’ta, 200 rpm’de inkiibe edilerek uyarilmstir.

HslV ve HslU’nun yiiksek derecede eksprese edildigi hiicre kiiltiirleri, 8.000
g’de 15 dakika siire ile +4 °C’ta santrifiijlenerek toplanmustir. Hiicre pelletleri, 1X
PBS igerisinde ¢oziiliip buz tizerinde 30 dakika inkiibe edilmistir. Hiicre 6ziitleri, her
biri toplamda 2 dakika siirdiiriilen 64 mikronda 15 saniye sonikasyon, 15 saniye
buzda bekleme seklindeki sonikasyon prosediirii ile parcalanmistir. Homojenat,
10.000 g’de 15 dakika siire ile +4 °C’da santrifiij edilerek hiicre kalintilari
coktiirilmiis, HsIV proteaz ve HslIU ATPaz proteinlerini igeren silipernatan,
kullanilincaya dek -20 °C’ta saklanmustir. GST-HsIV ve GST-HslU proteinlerini
iceren hiicre oziitleri % 12’lik SDS-PAGE’de goriintiilenmistir.

2.2.2 pMal-p2-SulA’nin Transformasyonu ve Rekombinant Sec¢imi

Klonlama ¢alismalarinda konakg¢1 olarak kullanilan E. coli BL21 hiicrelerinin
kompetan hale getirilmesi ve transformasyonu i¢in Chung ve arkadaglari (1989)
tarafindan Onerilen yontem kullanilmistir. Bu prosediire gore, kompetan hiicre
hazirlamak i¢in LB’ye E. coli BL21 (DE) ekilip, gece boyu biiyiitiilmiistiir. Ertesi
giin 1/100 oraninda olacak sekilde bu kiiltiirden LB’ye ekim yapilmistir. Kiiltiir 600
nm dalga boyunda OD’si 0,450’ye geldikten sonra +4 °C’ta 3000 rpm’de 5dk
santrifiij edilmistir. Siipernatant atilip en son kalan kiiltiir hacminin %10’u kadar TSS
eklenmistir. Pellet buzda ¢o6ziildiikten sonra hiicreler transformasyon igin

kullanilmistir.
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Daha oOnce buzda tutulup sogutulan tiiplere pMal-p2-SulA rekombinant
plazmitinden 5 pl konulduktan sonra yeni hazirlanan kompetan E. coli BL21
hiicrelerinden 50 pl eklenmistir. Tiipler yavasca karistirildiktan sonra buzda 20
dakika bekletilmis ve hemen ardindan hiicrelere 42 °C’ta 45 saniyelik 1s1 soku
uygulandiktan sonra, buzda 2 dakika daha bekletilmistir. Her bir tiipe 950 ul SOC
medyum (SOB + 20 mM Glukoz) eklenip 37 °C’ta, 200 rpm’de 1,5 saat inkiibe
edilmistir. Transformasyondan sonra hiicreler, uygun seyreltmeden sonra, ampisilin

iceren secici besiyerine tek koloniler elde etmek iizere ekilmislerdir.

37 °C’ta gece boyunca inkiibasyondan sonra olasi rekombinant hiicreler
toplanmis ve yeni kat1 besiyerine ¢izilerek saf kiiltlir hazirlanmistir. Rekombinant
koloniler, ampisilinli besiyerinde bir gece biiylitiildiiktan sonra her birisinden Mini
Plazmit izolasyon Kiti (Promega Corporation, Madison, USA) kullanilarak plazmit
DNA izolasyonu yapilmustir. izole edilen rekombinant plazmitlerin analizi, uygun
restriksiyon endoniikleaz (ECORI) ile kesilerek yapilmistir. Agaroz jel elektroforezi

ile sulA genini tasiyan pMal-p2-SulA dogrulanmustir.

2.2.3 pMal-p2-SulA Ekspresyonu

pMal-p2 iizerinde SulA genini igeren rekombinant E. coli BL21 kolonileri gece
boyunca ampisilinli (100 pg/ml) besiyerinde 37 °C’ta biiyiitiildiikten sonra, hiicre
kiiltiirii 1kinci besiyerine 1/10 oraninda eklenerek ikincil kiiltiirler elde edilmistir.
Ikincil kiiltiirler, optik yogunlugu 600 nm’de 0,5’e ulasincaya dek biiyiitiildiikten
sonra SulA’nin ekpresyonu 0,3 mM IPTG ile uyarilarak 4 saat boyunca 37 °C’ta, 200
rpm’de inkiibe edilmistir.

SulA’nin yiiksek derecede eksprese edildigi hiicre kiiltiirleri, 5.000 g’de 20
dakika siire ile +4 °C’ta santrifiijlenerek toplanmigtir. Hiicre pelletleri buz
banyosunda kolon tamponu ile ¢oziildiikten sonra her biri toplamda 1.30 dakika
strdiriilen % 20 siddetinde 15 saniye sonikasyon, 15 saniye buzda bekleme
seklindeki sonikasyon prosediirii ile pargalanmistir. Homojenat, 10.000 g’de 30
dakika siire ile +4 °C’da santrifiij edilerek hiicre kalintilari ¢oktiiriilmiis, SulA

proteinini igeren siipernatan, kullanilincaya dek -20 °C’ta saklanmustir.
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2.2.4 Protein Saflastirmasi

2.2.4.1 HslV ve HslU Saflastirmasi

GST-fiizyon proteinleri GST-Trap FF 5 ml (Amersham, pharmeceutical)
afinite kolonu kullanilarak saflastirilmigtir. Hiicre o6ziitleri 0.45 pm filtreden
gecirildikten sonra fosfat tuz tamponu (PBS) ile dengelenmis kolona yiiklenmistir.
Kolona baglanmayan proteinler, GST-baglanma tamponu (PBS tamponu) ile
uzaklastirildiktan sonra ayirici proteaz tamponu ile yikanmistir. Kolona bagli GST
ile flizyon halinde bulunan HslV ve HslU proteinleri, GST uzantisinda yer alan Leu-
Glu-Val-Leu-Phe-GIn|Gly-Pro tanima bolgesinden kesilerek uzaklagtirmak igin 250
U PreScission proteaz igeren ayirici proteaz tamponu kolona yiliklenmistir ve 6zgiil
enzim kesimi i¢in 4 saat +4 °C’ta inkiibe edilmistir. Serbest kalan proteazlar, ayirici
proteaz tamponu ile toplanmistir. Fraksiyonlardaki protein miktar1 280 nm dalga
boyunda olgiilerek belirlenmistir. Elde edilen fraksiyonlar % 12°lik SDS-PAGE’de
goriintiilenmek ve aktivite deneylerinde kullanilmak iizere -20 °C’ta saklanmustir.
Kolona bagli GST proteinleri 10 mM indirgenmis glutatyon iceren elusyon tamponu
ile kolondan uzaklastirilmistir. GST-Trap FF 5 ml kolon, 2 kolon hacminde 6 M
Guanidin-HCI ile ve hemen onu takiben 5 kolon hacminde fosfat tuz tamponu ile

yikanmuistir.

2.2.4.2 MBP-SulA Protein Saflastirmasi

MBP-SulA protein saflastirmast amiloz rezin ile hazirlanan kolon (1 ml) ile
gerceklestirilmistir. Amiloz rezin kolon, 20 mM Tris-HCI, pH 7.2 ile dengelendikten
sonra MBP-SulA proteinini iceren hiicre oziitleri 0.45 pm filtreden gecirilip kolona
yiikklenmistir. Kolona baglanamayan proteinleri uzaklastirmak igin 20 mM Tris-HClI,
0,2 M NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.2 i¢eren tampon ile yikandiktan sonra MBP-SulA
fiizyon proteinleri 10 mM Maltoz igeren 20 mM Tris-HCI ile toplanmistir. Elde
edilen fraksiyonlar ise %12’lik SDS-PAGE’de goriintilenmek  ve aktivite

deneylerinde kullanilmak iizere -20 °C’ta saklanmustir.
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Amiloz resin kolon, % 20’lik etanolle yikanip, lireticinin tavsiye ettigi gibi %

20’lik etanolde saklanmuistir.

2.2.5 HslV ve HslU Protein Kompleksinin Olusumu ve HslV
Peptidaz Aktivitesinin Tespiti

Saflastirilmis G. kaustophilus HslU ve HslV proteinlerinin in vitro ortamda
aktif ATP-bagimli HsIVU proteaz olusturup olusturamadiklarini belirlemek amaciyla
HsIVU peptit hidrolizi aktivitesi bir florojenik peptit olan Chz-Gly-Gly-Lys-AMC
kullanilarak test edilmistir (Rohrwild ve ark., 1996).

HslV (0,57pg) ve HslU (1,64pg) (~1:3 oraninda), 1| mM ATP varliginda ve
yoklugunda toplam hacim 100 pul olacak sekilde 25 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, 1
mM DTT (pH 7.4) iceren deney tamponunda 15 dakika buz iizerinde on
inkiibasyona tabi tutulmustur. Peptidaz reaksiyonu, son konsantrasyonu 200 pM
olacak sekilde substrat ilavesi ile baslatilmistir. 55 °C’ta 20 dakika inkiibe edilen
reaksiyon karigimi, 900 ul % 1 SDS ilavesi ile durdurulmustur. Serbest kalan AMC

miktar1 380 nm eksitasyon ve 440 nm emisyon dalga boyunda izlenmistir.

Enzim aktivite 6lgtimleri icin AMC/substrat kalibrasyon egrisi seri dilusyonlar
yapilarak hazirlanmigtir. Kalibrasyon egrisinin denklemi y=696,68x+1 olarak
hesaplanmistir. Emisyon 440 nm dalga boyunda elde edilen degerler denklemde y
yerine konulmus ve agiga ¢ikan AMC miktart pmol olarak hesaplanmistir. AMC
hidroliz aktivitesinin bir {nitesi bir dakikada 1 pmol AMC agiga ¢ikaran enzim

miktar1 olarak tanimlanmustir.
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Sekil 2.4 Enzim aktivite dl¢limleri AMC/substrat kalibrasyon egrisi

2.2.6 HsIVU Tarafindan Cesitli Florojenik Peptitlerin Yikimi

HsIVU enziminin farkli florojenik peptitlerin  Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC’ya
goreceli yikim aktivitesini belirlemek icin standart deney tamponlarina substrat
olarak 200 uM Glutaril-Ala-Ala-Phe-4-metoksi-p-naftilamid (GIt-AAF-MNA) ve
200 uM Suksinil-Ala-Ala-Phe-7-amido-4-metilkoumarin (Suc-AAF-AMC) ilave
edilmistir.  Enzim aktivitesi, daha &nce belirtildigi gibi 55 °C’ta 40 dakika

inkiibasyondan sonra standart enzim kosullar1 altinda dl¢tilmiistiir.

2.2.7 HsIVU Peptidaz Aktivitesi icin Optimum inkiibasyon
Siiresinin Tespiti

HsIVU enzim aktivitesi i¢in optimum inkiibasyon siiresini belirlemek amaciyla
Hslv peptidaz ve HslU ATPaz proteinleri buz {izerinde 15 dakika 6n inkiibasyona
tabi tutulduktan sonra daha Once belirtilen standart reaksiyon kosullar1 altinda 5-60

dakika arasinda degisen ¢esitli zaman araliklarinda ve 55°C’ta inkiibe edilmistir.
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2.2.8 Sicakhigin HsIVU Peptidaz Aktivitesine Etkisi

Enzimin aktivitesi i¢in optimum sicaklik, substrat olarak Cbz-Gly-Gly-Lys-
AMC kullanilarak belirlenmistir.  Enzim-substrat karisimi daha once belirtilen
standart reaksiyon sartlari altinda 20 - 100 °C arasindaki cesitli sicakliklarda
optimum zaman olan 40 dakika siire ile inkiibe edilmistir. Kalan aktivite en yliksek
enzimatik aktivitenin 6l¢iildiigli inkiibasyon sicakliklarindan bir tanesinin yiizdesi

olarak ifade edilmistir.

2.2.9 pH’nin HsIVU Peptidaz Aktivitesine Etkisi

HsIVU proteaz aktivitesinin optimum pH’s1 farkli pH degerlerinde, Cbhz-Gly-
Gly-AMC kullanilarak daha 6nce belirtilen standart deney sartlarinda Gl¢tilmistiir.
Kullanilan tamponlar pH 4.0-5.0 araliginda 25 mM Sodyum asetat, pH 6.0-70
araliginda 25 mM MOPS, pH 7.5-9.0 araliginda 25 mM Tris HCI, pH 9.5-11.0
araliginda 25 mM Glisin tamponlaridir ve her biri 5 mM MgCl,, 1 mM DTT
icermektedir. Belirtilen reaksiyon tamponlar1 disinda, diger tiim reaksiyon bilesenleri
yukarida belirtildigi gibi hazirlanmis ve tiim 6rnekler 55 °C’ta 40 dakika inkiibe
edilmistir. Kontrol amacli olarak kullanilan reaksiyon karisimlari ayni sekilde
hazirlanmis olup enzim igermemektedir. Optimum pH belirlendikten sonraki

deneyler optimum olan pH 9’da gerceklestirilmistir.

2.2.10 Mg un HsIVU Peptidaz Aktivitesine Etkisi

Mg*? iyonunun enzim aktivitesi tiizerine etkisini belirlemek i¢in farklh
yogunluklardaki (0-15 mM) magnezyum tuzlari (MgCly) reaksiyon karigimina ilave
edilmistir.  Enzim aktivitesi, daha &nce belirtildigi gibi 55 °C’ta 40 dakika

inkiibasyondan sonra standart reaksiyon kosullar1 altinda dl¢iilmiistiir.
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2.2.11 HsIVU’nun Cesitli Proteinleri Yikim

2.2.11.1 HslVU Tarafindan Kazein Yikimi

G. kaustophilus rekombinant HsIVU proteazin kazein yikim deneyi Anson
(1938)’ dan modifiye edilen metoda gore yapilmistir. Enzim aktivite deneylerinde
substrat olarak kazein kullanilmistir ve %1’lik (w/v) stok c¢ozeltisi taze
hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi 0,57 ug HslV ve 1,64 ug HslU, 25 mM Tris-HCI,
5 mM MgCl,, 1 mM DTT (pH 9.0) igeren deney tamponu iginde 700 pl kazein
soliisyonu ve/veya 1 mM ATP icermektedir. Reaksiyon karigimlari, 55 °C' ta 20
dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyonlar 900 pl % 15 trikloro asetik asit (w/v) (TCA)
ilavesi ile durdurulmus ve karisimlar oda sicaklifinda 15 dakika bekletilmislerdir.
Olusan beyaz tortu 13.000 rpm’de 15 dakika siire ile oda sicakliginda santrifiij
edilerek uzaklastirilmis ve st sivi Whatmann No.l filtre kagidindan gegirilerek
filtrelenmistir. Siiziilen 6rneklerin optik yogunlugu 275 nm’de spektrofotometre ile
dlciilmiistiir. Bir {inite enzim aktivitesi 55°C’ta 60 dakikada 0,01 artan absorbans

(Az75) olarak tanimlanmustir.

2.2.11.2 HslVU Tarafindan MBP-SulA Yikimi

Saflastirilan 2 pg MBP-SulA, toplam hacmi 100ul olacak sekilde 0,57ug HslV
ve 1,64pug HslU, 25 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, 1 mM DTT (pH 9.0) igeren deney
tamponunda ATP varliginda ve yoklugunda 55 °C' ta 2 saat inkiibe edilmistir.
Reaksiyonlar 30 pl 0,75M Tris-HCI (pHS), % 7,5 SDS, % 10 p—Merkaptoetanol,
iceren reaksiyon durdurucu ile sonlandirilip ve %12’lik SDS jele yiiklenmistir

(Laemmli, 1970).
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2.2.12 Cesitli Proteaz Inhibitérlerinin HsIVU Peptidaz Aktivitesine
Etkisi

Enzim Ornekleri fenilmetilsiilfonil florit (PMSF) (Serin proteaz inhibitori),
Laktasistin (proteazom inhibitorii) gibi inhibitorler ile oda sicakliginda ATP
varliginda 15 dakika 6n inkiibasyona tabi tutulmuslardir. Inkiibasyon sonrast 1 mM
ATP, 200 uM Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC 6rneklere eklenmis ve 55 °C’ta 40 dakika
inkiibe edilmiglerdir. Kalan aktivite ayn1 sartlar altinda inhibitor yoklugundaki enzim
aktivitesinin ylizdesi olarak ifade edilmistir. Ayrica, EDTA’nin enzim aktivitesi
lizerine etkisini belirlemek i¢in 10mM EDTA HslIV ve HslU ile 15 dakika 6n
inkiibasyona tabi tutulmustur. Enzim aktivitesi, daha dnce belirtildigi gibi 55 °C’ta

40 dakika inkiibasyondan sonra standart reaksiyon kosullar1 altinda 6l¢iilmiistiir.

2.2.13 Substrat Konsantrasyonunun HsIVVU Peptidaz Aktivitesine
Etkisi

Enzim aktivite deneylerinde substrat olarak bir florojenik peptit olan Cbhz-Gly-
Gly-Leu-AMC kullanilmigtir. HslV ve HslU, 15 dakika 6n inkiibasyona tabi
tutulmustur. Reaksiyon karigimi (toplam hacim 100 pl) 0,57pug HsIV ve 1,64ug
HslU, 25 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1 mM ATP (pH 9.0) igerecek
sekilde hazirlanmigtir. Reaksiyon karisimmna 50-275 uM Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC
ilave edilerek reaksiyon baslatilmis ve tiim &rnekler 55 °C’ta 40 dakika inkiibe

edilmistir.

2.2.14 HslVU ATPaz Aktivitesinin Tespiti

HsIVU ATPaz aktivitesi Ames yontemine gore olusan inorganik fosfatin
Ol¢iilmesiyle belirlenmistir (Ames, 1966). ATPaz reaksiyonu 25 mM Tris-HCI, 5
mM MgCl,, 1 mM DTT (pH 9.0) ve 1 mM ATP igeren 100 pl deney tamponu
igerisinde gergeklestirilmis ve reaksiyonlar 200 ul % 1 SDS ilavesi ile
durdurulmustur. Her bir reaksiyona 100 ul % 10 Askorbik asit, 600 ul 1 N H,SO4
icinde % 0,42 Amonyum molibdat iceren karisim ilave edilerek 37 °C’ta 1 saat
inkiibe edilmistir. Aciga ¢ikan inorganik fosfat miktar1 820 nm dalga boyunda

Olcllmiistir.
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2.2.15 Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Poliakrilamit jel elektroforezi, % 0,1 anyonik deterjan SDS varliginda,
Laemmli (1970) tarafindan tanimlanan % 12 ayirma jeli ve % 5’lik yiikleme jeli
tizerinde gerceklestirilmistir. “PageRuler Plus Prestained Protein Ladder”, molekiiler
agirlik belirteci olarak kullanilmigtir. 10 pl enzim 6rnekleri, % 1 SDS igeren 2X
ornek tamponu ile karistirilarak kaynar suda 5 dakika bekletilmislerdir. Daha sonra
protein Ornekleri ve molekiiler agirlik standartlar jele yliklenmistir. Jel, 100 V’da
yuritiilmiistiir. Elektroforez tamamlandiktan sonra Coomassie Brillant Blue-R250 ile
boyanmis ve daha sonra boyadan aritma ¢ozeltisi ile birkac kez yikanarak boyadan
arindirilmigtir. Her bir proteinin goreceli hareketliligi, jelin bas kismindan protein
bandinin merkeze kadar olan go¢ mesafesi Olgiilerek hesaplanmistir. Goreceli
hareketlilik, bilinen molekiiler agirliklara dayali olarak ¢izilmistir. Standart egri

cizilmis ve egim, proteinlerin molekiiler agirlik hesaplamalarinda kullanilmistir.

2.2.16 BCA Yontemi ile Protein Miktar: Tayini

Aktivite deneylerinde kullanilacak saflastirma fraksiyonlarinda bulunan
protein miktar1 tayini BCA (Bicinchoninic asit) yontemi ile tespit edilmistir. Yeni
hazirlanan 50 hacim soliisyon A + 1 hacim Soliisyon B karisimindan 200 pl alinarak
mikroplaka kuyularina konulmus protein 6rneklerinin (5-10 ul) ve standart BSA
(Img/ml) soliisyonlarinin iizerine eklenmistir. Mikroplaka 37 °C’da 30 dakika
inkiibasyona birakildiktan sonra absorbans 490 nm Ol¢iilmistiir. Protein
konsantrasyonu standart BSA soliisyonundan elde edilen degerler ile

karsilastirilarak hesaplanmastir.
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3. BULGULAR

3.1 HslV Proteaz ve HslU ATPaz’in Ekspresyonu

Ayr1 ayr1 pGEX-6P-1 ekspresyon vektorlerine daha 6nce aktarilmis olan hslV
ve hslU genleri (Avican, 2009) E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinde plazmit {izerindeki

giiclii tac promotorunun kontrolii altinda IPTG ile uyarilarak ekprese edilmislerdir.

Yiiksek seviyede iiretilen HslV ve HslU proteinleri glutathion-S-transferase
(GST) ile flizyon halinde eksprese edilmislerdir. Rekombinant proteinlerin {iretimi
saglandiktan sonra toplanan hiicreler sonikasyon ile pargalanmis, elde edilen hiicre
oziitleri poliakrilamid jele yiiklenip proteinlerin ekpresyon diizeyine bakilmistir. Jel
analizi sonucu GST ile fiizyon halinde bulunan HslV ve HslU (GST-HslV)
proteinlerinin yiiksek seviyede eksprese edildigi agiga ¢ikarilmistir. GST (26 kDa) ve
HslV’nin toplam molekiiler agirlig1 yaklasik 45 kDa’dur. GST ile fiizyon halinde
olan HslU proteininin molekiiler agirligi ise yaklasik 76 kDa’dur (Sekil-3.1).
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—> 250 kDa
—> 130 kDa
GST-HslU — 100 kDa
—_
—_

~ 76 kDa 70 kDa

55 kDa
— GST-HslV

Sekil-3.1. Yiiksek seviyede eksprese edilen GST-HsIV ve GST-HslU fiizyon
proteinlerinin SDS-PAGE’deki goriintiisii. YT kuyusu: Yaban tip E. coli BL21
(DE3) hiicre oziitii, HslU kuyusu: GST-HslU fiizyon proteininin yiiksek seviyede
eksprese edildigi rekombinant E. coli BL21 (DE3) hiicre 6ziitii, HslV kuyusu: GST-
HslV fiizyon proteininin yiliksek seviyede eksprese edildigi rekombinant E. coli
BL21 (DE3) hiicre 6ziitii, M: Molekiiler Protein Belirteci.

3.2 HslV ve HslU’nun Saflastirilmasi

E. coli BL21 soyunda eksprese edilen GST-HslIV ve GST-HslU fiizyon
proteinleri GSTTrap FF kolonu kullanilarak tek basamakta hiicre Oziitlinden
saflagtirlmistir. Fiizyon proteini iceren 6 ml hiicre 6ziitlii kolona yiiklendikten sonra
kolona baglanmayan proteinler kolondan uzaklastirilmistir. Kolona baglhh GST-
flizyon proteinleri kolon iginde bdlge 0Ozgiil Prescission proteaz ile kesilmesi
saglandiktan sonra proteinler saf olarak kolondan toplanmistir. Saflastirmadan sonra
toplanan tiim fraksiyonlar 280 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir (Sekil 3.2, Sekil 3.3).
HslV ve HslU’nun goriinen homojenlikte saflastirildign  SDS-PAGE ile
gorlntiilenmistir. Sekil 3.4’de goriildiigii gibi HslU nun yaklagik 50 kDa oldugu
gbzlenmistir. HslV’nin de Sekil 3.5°de goriildiigii lizere 19 kDa biiyiikliiglinde

oldugu goriintiilenmistir.
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Sekil 3.2 HslU peptidaz proteininin GST-Trap FF kolon ile saflagtirilmasi. 1-2 PBS
tamponu ile baglanmayan proteinlerin yikanmasi, 2-3 Ayirict tampon ile saf HslU

eliisyonu 3. 10 mM glutatyon igeren eliisyon tamponu ile yikama.

Absorbans (280nm)
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Sekil 3.3 HslV ATPaz proteininin GST-Trap FF kolon ile saflastirilmasi. 1-2 PBS
tamponu ile baglanmayan proteinlerin yikanmasi, 2-3 Ayiric1 tampon ile saf HslV

eliisyonu 3. 10 mM glutatyon igeren eliisyon tamponu ile yikama.
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43 kDa

26 kDa <+
13 kDa

Sekil-3.4 GST-HslU Proteinin saflagtirmasi. Kuyu 1. GST yikamasi; Kuyu 2.-5. Saf
HslU 6rnekleri, Kuyu 6. Baglanmayan proteinlerin yikama ornekleri; Kuyu 7. GST-
HslU igeren hiicre 6ziitii, M. Protein belirteci (75kDa, 43kDa, 13kDa).

50 kDa D

26 kDa GST

19 kDa Hslv

18 kDa

Sekil-3.5 GST-HslV proteininin saflagtirmasi. Kuyu 1. HslU saflagtirmasi 6rnegi,
Kuyu 2. GST yikamasi, 3.- 6. Saf HslV 6rnekleri, Kuyu 8. Baglanmayan proteinlerin
yikama ornekleri, Kuyu 9. GST-HslV igeren hiicre 6ziitli, M. Protein belirteci.
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3.3. E. coli BL21(DE3) Hiicerelerinin pMal-p2-SulA ile

Transformasyonu

SulA genini tasiyan pMal-p2-SulA plazmiti, E. coli BL21(DE3) hiicrelerinin
transformasyonunda kullanilmistir. Antibiyotikli besi ortaminda biiyliyen olasi
rekombinant kolonilerden plazmit izolasyonu yapilmis ve izole edilen plazmitler
EcoRI endoniikleaz ile kesilerek yaklasik 7250 baz c¢ifti biiyiikliiglinde olmasi
beklenen pMal-p2-SulA plazmit DNA’lart tek bant olarak agaroz jelde
goriintiilenmistir (Sekil 3.6).

Boylece pMal-p2-SulA plazmitini tasiyan rekombinant E. coli DHS5o hiicre
kolonileri tanimlanmis ve sonraki ekspresyon caligmalarinda kullanilmak {izere

ampisilinli besiyerinde kiiltiire alinmiglardir.

pMal-p2-SulA
(~ 7250bg)

Sekil-3.6  EcoRI ile kesilmis pMal-p2-SulA plazmit DNA’smin agaroz jelde
goriintiisii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci. Kuyu 1. Halkasal pMal-p2-SulA
plazmitinin EcoRI enzimi ile kesimi, Kuyu 2. Halkasal pMal-p2-SulA plazmiti.
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3.4 MBP-SulA’nin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

E. coli BL21(DE3) soyunda eksprese edilen pMal-p2-SulA fiizyon proteini
hiicre 6ziitiinden, amiloz rezin kolon kromatografi ile tek basamakta saflastirilmistir.
Kolona bagli proteinler 10 mM maltoz igeren eliisyon tamponu ile toplanmaistir.
Saflagtirmadan elde edilen fraksiyonlar SDS-PAGE’de goriintiilenmistir. Sekil 3.7 te
goriildiigii gibi saflastirilan MBP-SulA fiizyon proteini beklenildigi iizere 60 kDa

olarak goriintiilenmistir.

70 kDa
60 kDa
MBP-SulA

Sekil-3.7 MBP-SulA protein saflastirmasi. Kuyu 1. Hiicre 6ziitii; Kuyu 2.-5.
Baglanmayan pronteinlerin yikama 6rnekleri; Kuyu 6. Saflastirilan MBP-SulA

ornegi. M. Molekiiler Protein Belirteci.
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3.5 HslVU’nun Biyokimyasal Nitelendirilmesi

3.5.1 HslVU Proteazin Kompleks Olusumu ve Peptidaz

Aktivitesinin Tespiti

Saflastirilan HslV ve HslU proteinlerinin in vitro’da aktif proteaz formu
olusturup olusturmadiklarii belirlemek amaciyla ATP varliginda ve yoklugunda 55
°C’ta birlikte ve ayr1 ayr1 20 dakika inkiibe edilmislerdir. Sekil 3.8°de goriildiigii gibi
HslV ve HslU proteinleri (HsIV:HslU= 1:3 molar oraninda) kompleks olusturarak
miitkemmel florojenik bir substrat olan Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC’yi ATP varliginda

hidrolize etmistir.

il
(5,
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Enzim Aktivitesi (pmol/dk)

HslV HsIU HslVU HsIV+ATP HsIU+ATP HsIVU+ATP

Sekil-3.8 HslV ve HslU’ nun ATP varliginda ve yoklugunda aktif kompleks

olusumu ve peptidaz aktivitesi. (Peptit hidrolizi, 200 mM Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC,
0,56 ug HslV velveya 1,64 ug HslU, 1 mM ATP varliginda veya yoklugunda
gerceklestirilmistir).

ATP yoklugunda, Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC HsIVU tarafindan 0,14 pmol/dk
oraninda yikima ugratirken ATP varliginda enzim aktivitesinde 15 kat artis
gozlenmistir. HsIVU ATP varlifinda substrati 2,17 pmol/dk oraninda yikima
ugratmis ve bu deger % 100 kabul edilmistir. HslV, ATP olmaksizin tek basina %
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0.9 gibi diisiik bir aktivite gosterirken HslU, ATP varliginda dahi tek basina aktivite
gostermemistir. HslV, ATP varliginda % 1.5 oraninda aktivite gosterirken HslU’ nun
artan yogunluguna bagli olarak peptit hidrolizinde artis gozlenmistir.( Sekil 3.9).
1:1,5 HslV:HslU molar oraninda peptit aktivitesi 16 kat artig gostermistir.

1.6

Enzim Aktivitesi (pmol/dk)

0 0,835 1,67 2,505 3,34 4175 5.01 5.845
HslU (pa)

Sekil 3.9 HslU’nun miktar artistnin HslV peptidaz aktivitesine etkisi. (Peptit
hidrolizi, 200 mM Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC, 0,56 ug HslV ve degisen oranlarda
HslU, 1 mM ATP varliginda gergeklestirilmistir).

3.5.2 HslVU Tarafindan Cesitli Florojenik Peptitlerin Yikimi

Geobacillus kaustophilus’a ait HsIVU proteazin ¢esitli substratlara karsi
Ozgilligli standart deney kosullar1 altinda florometrik olarak incelenmistir (Tablo
3.1). Bir florojenik substrat olan Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC, diger HsIVU proteazlar ve
26S proteazom i¢in genel olarak kimotripsin benzeri aktivite deneylerinde kullanilan
bir substrattir ve Geobacillus kaustophilus HsIVU tarafindan yiiksek oranda hidrolize
edilmistir. Bununla beraber HsIVU proteaz, memeli kimotripsini ve benzer serin
proteazlar i¢in miikemmel bir substrat olan Suc-Ala-Ala-Phe-AMC’yi % 25 oraninda
hidrolize etmistir. Ancak bir kimotripsin substrati olan ve ayn1 zamanda Lon proteaz
tarafindan etkin olarak hidrolize edilen Glt- Ala-Ala-Phe-MNA, saflastirilan HsIVU

proteaz tarafindan hidrolize edilmemistir.
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Tablo 3.1 HsIVU peptidaz tarafindan gesitli florojenik peptitlerin hidrolizi. Enzim

aktiviteleri her bir substrat varliginda (200uM) daha once agiklanan sartlarda

belirlenmis ve Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC’ye goreceli olarak ifade edilmistir.

Florojenik Substratlar
(200pM)

Goreceli Aktivite (%)

Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC 100
Suc-Ala-Ala-Phe-AMC 24.5
Glt- Ala-Ala-Phe-MNA 0

3.5.3 HslVU Peptidaz Aktivitesi Icin Optimum inkiibasyon Siiresi

Tespiti

HsIVU proteazin en aktif oldugu inkiibasyon siiresini belirlemek icin HsIVU

proteazin florojenik peptit Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC’yi yikim aktivitesi 55 °C’ta 5-60

dakika arasinda degisen zaman araliklarinda inkiibe edilerek, Gere¢ ve Yontemlerde

belirtilen kosullar altinda 6l¢tilmiistiir.

1 mM ATP varliginda rekombinant G. kaustophilus HsIVU peptidazin yikim

aktivitesi ilk 20 dakikada artmistir. Enzimin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi 40.

dakikadan sonra aktivitede azalma gézlenmistir (Sekil-3.10). Bundan sonraki enzim

aktivite deneyleri i¢in optimum inkiibasyon siiresi, 40 dakika olarak kabul edilmistir.
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Sekil 3.10 HslIVU peptidaz i¢in optimum inkiibasyon siiresi.

3.5.4 Sicakhigin HslVU Peptidaz Aktivitesine Etkisi

HsIVU proteazin en yiiksek aktivite gosterdigi sicakligi belirlemek igin
enzimin alt birimleri reaksiyon tamponunda 15 dakika oOn inkiibasyona tabi
tutulduktan sonra 40 dakika boyunca 20 - 100 °C arasindaki sicakliklarda
gergeklesen reaksiyonlarda Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC yikimi, Gere¢ ve Yontemlerde
belirtilen kosullar altinda ol¢iilmiistiir. HsIVU proteaz termofilik bir enzimdir. Peptit
yikim aktivitesi 40 °C’ta artis gdstermeye baslayarak, 70 °C’ta diismiistiir. En yiiksek

enzim aktivitesi ise 55 °C’ta saptanmustir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11 Sicakligin HsIVU peptidaz aktivitesine etkisi.

3.5.5 pH’nin HsIVU Peptidaz Aktivitesine Etkisi

ATP bagimli HsIVU proteazin optimal pH’sin1 tespit etmek igin 4 - 11 arasinda
degisen pH’larda tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir. Kullanilan tampon ¢ozeltiler 25
mM sodyum asetat (pH 4.0-6.0), 25 mM MOPS (pH 6.0-7.0), 25 mM Tris-HCI (pH
7.0-9.0) ve 25 mM Glisin (pH 9,5-11.0) dir. HsIVU’nun proteolitik aktivitesi farkli
pH’larda Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC’nin substrat olarak kullanildigi standart reaksiyon

kosullarinda ol¢iilmiistiir.

HsIVU proteaz pH 4.0-6.0 araliginda peptidaz aktivitesi gostermemekle birlikte
pH 7,5 ile pH 11 araliginda artan miktarlarda aktivite gostermistir (Sekil 3.12).
Enzim bir alkali proteazdir. Florojenik substratlarin yiiksek pH’larda daha iyi yikima
ugradig bilinmektedir. Bu sebeple optimum pH deneyi ayni sartlar altinda ayr1 ayr
enzim ve ATP yoklugunda tekrarlanmistir. HsIVU proteaz enzimi sadece ATP
varliginda pH 7,5-11.0 araliginda artan miktarda yiiksek aktivite gdstermistir. pH 8.0
ile 9.0 arasinda peptidaz aktivitesinde % 80’e varan artig gozlenmistir. Bu verilerin

elde edilmesinden sonraki deneyler pH 9.0°da yapilmistir.
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Sekil 3.12 pH’1n HsIVU peptidaz aktivitesine etkisi.

3.5.6 Mg**’un HslIVU Peptidaz Aktivitesine EtKkisi

Mg?* katyonunun HsIVU proteaz iizerine etkisi standart deney kosullar1 altinda
saflastirilmis HsIVU enziminin 0-15 mM MgCI; konsantrasyonlarinda Cbhz-Gly-Gly-
Leu-AMC hidroliz aktivitesi Olgiilerek belirlenmigtir. Sekil 3.17°de goriildiigii gibi
Mg2+ katyonu varliginda enzim aktivitesi artmigtir. 1 mM MgCl;, varliginda HsIVU
proteolitik aktivitesi 36,8 kat artarken, 5 mM MgCl; varliginda HsIVU proteolitik
aktivitesi 58 kat artmis ve enzim aktivitesi 6,97 pmol/dk olarak belirlenmistir (Sekil
3.13).
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Sekil 3.13 MgCl, konsantrasyonun enzim aktivitesine etkisi

3.5.7 HslVU Tarafindan Kazein Yikim

Rekombinant HsIVU proteaz aktivitesi ayn1 zamanda dogal bir substrat olan
kazein kullanilarak Gereg¢ ve Yontemlerde agiklanan kosullar altinda dl¢iilmiistiir. G.

kaustophilus HsIVU proteaz kazeini sadece 1mM ATP varliginda hidrolize
edebilmistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14 HslVU proteaz tarafindan ATP varliginda ve yoklugunda kazein yikima.
(Kazein yikimi 0,56 pug HslV velveya 1,64 pg HslU, I mM ATP varliginda veya
yoklugunda gergeklestirilmistir).

3.5.8 HslVU Tarafindan MBP-SulA Yikimi

G. kaustophilus rekombinant HsIVVU proteaza iliskin MBP-SulA yikim deneyi
Gere¢ ve Yontemlerde belirtildigi gibi gerceklestirilmistir. MBP-SulA  yikimi
%12’1ik SDS jele yiiklenerek goriintiilenmistir. HsIVU’ nun SulA’y1 ATP varliginda

veya yoklugunda hidrolize edemedigi gbzlenmistir.

3.5.9 Cesitli Proteaz Inhibitorlerinin HsIVU Peptidaz Aktivitesine
Etkisi

HsIVU proteazin katalitik mekanizmasini1 daha fazla karakterize edebilmek i¢in
cesitli proteaz inhibitorlerinin Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC’yi hidroliz aktivitesi iizerine
etkileri incelenmistir. Bir serin proteaz inhibitorii olan PMSF’in 15 mM derisiminde
kullanilmasi halinde, enzim aktivitesinde % 65 oraninda azalma gozlenmistir. Sekil
3.16° da gosterildigi gibi PMSF peptit yikim aktivitesini doz bagimli bir bigimde
yaklastk % 65-% 95 inhibe etmistir. Bununla beraber memeli ya da arkea
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proteazomlarinin N-terminal treoninini modifiye eden 1 mM laktasistin varliginda
ayn1 deneysel kosullarda HsIVU peptidaz aktivitesi % 80 oraninda inhibe olmustur.
15 mM laktasistin varliginda ise inhibisyon % 98’lere varmistir. Bu sonuclar
HslV’nin N terminal treonininin HsIVU katalitik islevinde temel rol aldigini ortaya
koymakta, ancak bir Ser rezidiisiiniin katalitik aktivitede bir sekilde rol oynadigina

da isaret etmektedir.

Ayrica, 10mM EDTA ilavesinin enzim aktivitesini yaklasik % 82 oraninda

diistirdigii gézlenmistir.

10

Enzim Aktivitesi (pmol/dk)

0 5 10 15 20
Laktasistin (uM)

Sekil 3.15 Laktasistin inhibitoriiniin enzim aktivitesine etkisi.
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Sekil 3.16 PMSF inhibitoriiniin enzim aktivitesine etkisi.

3.5.10 Substrat Konsantrasyonunun HslVVU Peptidaz Aktivitesine
Etkisi

Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC substrati kullanilarak elde edilen substrat artigina
karsilik enzim hiz grafiginde sigmoidal bir egri elde edilmistir (Sekil 3.17).

Sigmoidal egri ¢ok alt birimli enzimlerin kinetiginde goriilen bir egridir.
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Sekil 3.17 Substrat artigina karsilik HsIVU enzimi i¢in hiz grafigi

3.5.11 HslVU ATPaz Aktivitesinin Tespiti

Geobacillus kaustophilus HslU proteini E. coli HslU ClpA ailesi iiyeleri ve
Bacillus subtilus CodX gibi Walker A tipi ATP baglanma motifine sahiptir (Walker
ve ark., 1982, Avican, 2009). Bu sebeple G. kaustophilus rekombinant HslU ATPaz
aktivitesi test edilmistir. Sekil 3.18’de goriildiigii gibi HslU tek basina diisiik bir
aktivite gostermistir. Bununla beraber 1:3 oraninda HslV varligi, HslU ATPaz

aktivitesini 4,8 kat artirmistir.

ATP’nin farkli derisimlerinin HsIVU ATPaz aktivitesi {izerine etkisine
bakildiginda artan ATP miktarinin ATP hidrolizini artirdigi saptanmustir (Sekil 3.19).
HslV’nin, HsIVU’ nun ATPaz aktivitesine etkisi incelendiginde, 1:6 molar oraninda
HslV:HslU kompleksinin ATP’yi hidrolizi daha diisiik oranda goriiliirken artan HslV
miktarinina paralel olarak ATP hidrolizinde de artis gozlenmistir ve 1.5:1 molar
oraninda HsIV:HsIU kompleksinin 1:6 molar oranindaki HsIV:HslU kompleksine
gore ATP hidroliz aktivitesinde 2,04 Kat artig goriilmiistiir (Sekil 3. 20).
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Sekil 3.18 ATP varliginda ve yoklugunda HslU ve HsIVU’nun ATP hidrolizi (ATP
hidrolizi, 0,56 pg HslV ve/veya 1,64 pg HslU, 1 mM ATP varliginda veya
yoklugunda gergeklestirilmistir).
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Sekil 3.19 ATP miktarindaki artisin HsIVU ATP hidrolizine etkisi. (ATP hidrolizi,
0,56 upg Hslv, 164 pg HslU ve degisen oranlarda ATP varliginda
gergeklestirilmistir).
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Sekil 3.20 HslV’nin miktarindaki artistn HsIVU ATP hidrolizine etkisi. (ATP
hidrolizi, 200 mM Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC, 1 mM ATP, 1,64 pg HslU ve degisen
oranlarda HslV varliginda gerceklestirilmistir).
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4. TARTISMA ve SONUC

ATP-bagimli proteolizis, yanlis katlanmisg proteinlerin ve kisa Omiirli
diizenleyici protein faktorlerin ortadan kaldirilmasiyla gen diizenlenmesinde,
hiicresel protein seviyelerinin diizenlenmesinde ve protein kalite kontroliinde rol
oynamaktadir. Okaryotlarda ATP-bagimli proteolizis 26S proteazomlar tarafindan
gerceklestirilirken arkea ve Obakterilerde ClpAP, ClpXP, HsIVU (ClpQY), Lon ve
FtsH proteazlar gibi yapisal olarak birbirine benzeyen ATP-bagimli ¢esitli proteazlar

tarafindan gerceklestirilmektedir.

[lk defa 1993’te Blattner ve arkadaslar1 tarafindan Escherichia coli’ de
tanimlanan HsIVU ATP-bagimli proteaz, ¢ok ilging olarak oOkaryotik proteazoma
benzerlik gostermektedir ve bu sebeple 26S proteazomun analogu olarak kabul
edilmektedir (Gille ve ark. 2003). G. kaustophilus’un genom dizisi yakin bir
zamanda rapor edilmis ve E. coli hslV ve hslU genlerine % 57 homoloji gosteren gen
dizileri tanimlanarak, sirasiyla ATP bagiml proteaz HslV ve HslU ATPaz seklinde
adlandirilmistir (Takami ve ark., 2004). G. kaustophilus'un yiiksek sicakliklarda
yasayabilen bir organizma olmast ATP-bagimli proteaz HsIVU genleri ve {irlinlerini

de ilgi ¢ekici kilmaktadir.

Bu calismada labratuvarimizda daha once bir yiliksek lisans 0Ogrencisi
tarafindan PGEX 6P-1 ekspresyon vektoriine klonlanan G. kaustophilus’a ait hslV ve
hslU genleri (Avican, 2009) Glutatyon S-Transferaz ile fiizyon protein olarak ilk
defa eksprese edilmis, saflastirilmis ve  biyokimyasal nitelendirilmesi

gergeklestirilmistir.

PGEX-6P-1 vektoriine klonlanan hslV ve hslU genleri tac promotoru altinda
olduklar1 i¢in IPTG ile uyarilmistir. Eksprese edilen rekombinant proteinler hiicre

disina salinmadigi, sitoplazmada biriktigi i¢in hiicreler sonikasyonla pargalanmistir.
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Elde edilen hiicre oziitleri GSTrap Fast Flow afinite kolonu kullanilarak tek
basamakta saflagtirllmistir. ~ SDS-PAGE goriintiilerinden hareketle proteinlerin
homojen olarak saflastirildiklarina karar verilmistir. Buna gore HslU yaklasik 50
kDa, HslV ise yaklasik 19 kDa olarak goriintiilenmistir. indirgenmis glutatyon ile
yikama sonucunda Presicission proteaz ile flizyon proteinin kesiminden sonra kolona
bagli kalan GST proteinleri beklendigi gibi 26 kDa olarak elde edilmistir.

Bu sonuglar, 1993’te Chung ve arkadaslari, 1996’da Rohrwild ve arkadaslari
ve 1999’da Seong ve arkadaslari tarafindan yapilan E. coli HsIV ve HslU’nun
molekiiler bilytlikliigiinii tayin etmek tlizere yapilan c¢alismalarin verileri ile
uyumludur. Bununla beraber Kang ve arkadaslart 2001°de, HsIVU’nun B.
subtilis’teki homologu olan ATP-bagimli CodWX proteazin alt birimi olan CodW
proteazin benzer sekilde 19 kDa biiyiikliiglinde oldugunu buna karsin CodX
ATPaz’mn 52 kDa biiyiikliiglinde oldugunu belirlemislerdir.

Enzim aktivite tayini i¢in substrat olarak florojenik peptit Cbz-Gly-Gly-Leu-
AMC kullanilmistir.  Saflastirilan enzimler, 0,57 pug HsIV ve 1,64 ng HslU
kullanildiginda yiiksek aktivite vermistir. HsIVU ile yapilan Onceki bazi
caligmalarda, HsIV:HslU molar oraninin 1:4 olmasina (Rohrwild ve ark., 1996;
Burton ve ark., 2005) ragmen, Yoo ve arkadaslarinin 1997 yilinda yaptig1 caligmada
1:3 molar oranin daha iyi aktivite verdigi tespit edilmistir. Yaptigimiz ¢alismada elde
ettigimiz enzim i¢in de yaklasik 1:3 oraninin yeterli oldugu belirlenmistir. Bununla

birlikte, HsIU orani artik¢a aktivitenin arttig1 da saptanmustir.

HsIVU proteazin diger bir ATP-bagimli proteaz olan Ti (ClpAP)’nin aksine
peptit hidrolizi i¢in ATP’ ye ihtiya¢ duydugu bilinmektedir (Goldberg, 1984). E. coli
ve B. subtilis basta olmak iizere HsIVU proteaz ile daha once yapilan bir¢ok
calismada HsIVU proteazin ATP-bagimli oldugu gosterilmistir. Yoo ve
arkadaglarinin 1996°da yaptig1 calismada HsIVU’nun ATP olmadiginda hi¢ aktivite
gostermedigi tespit edilmistir. Ancak Rohrwild ve arkadaglarinin 1996 yilinda
yaptig1 c¢alismada hem HslU’nun kendiliginden olusumu hem de HsIVU’nun
olusumu i¢in niikleotide ihtiya¢ duymalarina ragmen HsIVU aktif formunun herhangi
bir niikleotid olmaksizin (ATP, ADP vs) indiiklendigi gosterilmistir . Yaptigimiz
calismada da HslV, ATP olmaksizin oldukca diisiik peptidaz aktivitesi gostermistir.
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ATP olmaksizin HslV ve HslU alt birimleri HsIVU aktif formunu olusturmustur.
ATP varliginda olusan HsIVU aktif kompleksinin aktivitesi 100 kabul edildiginde,
ATP olmaksizin olusan aktif HsIVU kompleksi % 6.7 oraninda aktivite vermistir.
Beklenildigi gibi ATP varliginda, HsIVU kompleks olusumu ve peptidaz

aktivitesinde 15 kat artis gézlenmistir.

Onceki ¢alismalarda ATP hidrolizinin HsIVU’nun proteolitik aktivitesiyle
giiclii bir bigimde iligkili oldugu diisiiniilmesine karsin (Rohrwild ve ark. 1996, Yoo
ve ark. 1996) Huand ve Goldberg’in 1997 yilinda yaptiklar1 calismaya gore hidroliz
olmaksizin niikleotit baglanmasi peptit yikimi i¢in yeterli goriilmiistiir. Hidrolize
olmayan ATP analoglarinda ise KCl varliginda hem protein hem peptit yikimi en
yiiksek seviyeye ulagsmistir (Huang ve Goldberg, 1997). Bu acidan bakildiginda, her
ne kadar HsIVU ve benzeri proteazlar ATP bagimli olarak tanimlansa da ATP
bagimliliklariyla beraber niikleotit bagimliliklart tartisilmali ve nitelendirilmelidir. G.
kaustophilus HsIVU ile ileride farkl1 niikleotitler ve K*, Cs*, NH4" gibi katyonlar ile

yapilmasi planlanan ¢alismalar bu nitelendirmeyi daha dogru tarif edecektir.

HsIVU proteaz ile yapilan literatiirde yer alan saflagtirma caligmalarinda, elde
edilen HsIVU proteazin potansiyel substratlar olan gesitli florogenik substratlar
kullanilarak substrat ozgiilliikkleri belirlenmistir (Rohrwild ve ark., 1996). Daha
onceleri proteazomun kimotripsin-benzeri aktivite deneylerinde kullanilan CBZ-Gly-
Gly-Leu-AMC (Chu-Ping ve ark., 1992)’nin, E. coli’de HsIVU tarafindan etkili bir
sekilde kesildigi saptanmistir (Rohrwild ve ark., 1996; Yoo ve ark., 1996 ve 1997;
Kang ve ark., 2001, Seong ve ark., 2002; Azim ve ark., 2006 ). Benzer sekilde
yaptigimiz ¢alismalarda G. kaustohilus HsIVU proteaz, CBZ-Gly-Gly-Leu-AMC’yi
etkin bir sekilde hidrolize ederek kimotripsin-benzeri aktivite gostermistir. Ayni
zamanda kimotripsin ve Thermoplazma acidophilum proteazom tarafindan hidrolize
edilen hidrofobik bir substrat olan Suc-Ala-Ala-Phe-AMC, E.coli HsIVU tarafindan
cok az hidroliz edilirken ya da hi¢ hidroliz edilemezken G. kaustophilus HsIVU
tarafindan % 25 oraninda hidrolize edilmistir (Yoo ve ark., 1996, Rohrwild ve ark.,
1996). Diger taraftan bir kimotripsin substrati olan ve Lon proteaz tarafindan
hidrolize edilen Glt-Ala-Ala-Phe-MNA saflastirdigimiz HsIVU proteaz tarafindan
hidroliz edilememistir.(Waxman and Goldberg, 1985).
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HsIVU peptidazin CBZ-Gly-Gly-Leu-AMC’yi hidroliz ettigi optimum zamant
belirlemek i¢in yaptigimiz deneylerde 40 dakikaya kadar enzim aktivitesinde artis
gorilmistiir. 40. dakikadan sonra ise enzim aktivitesinde diisiis saptanmistir. Enzim
aktivitesinin zamana bagli 7-amino-4 metil koumarin (AMC) olusumu grafiginde 40.
dakikadan sonra goriilen bu diislis, floresan 1s1masi yapan AMC’nin yiiksek
sicaklikta uzun inkiibasyon siiresinde 1simasini kaybettigini diisiindliirmektedir.
Grafige gore (Sekil 3.10 ) enzimin iiriin olusturma hiz1 55°C’ da iiriiniin bozulma

hizindan daha diisiik oldugu gozlenmektedir.

HsIVU peptidazin CBZ-Gly-Gly-Leu-AMC’yi hidroliz ettigi optimum sicakligi
belirlemek icin yaptigimiz deneylerde 40°C’da aktivitenin arttifi ve 60 °C’ta
aktivitede azalma basladig1 goriilmiistiir. Enzim aktivitesi i¢in optimum sicaklik
55°C olarak belirlenmistir. Termofilik G. kaustophilus’un normal biiyiime
sicakliginin 60°C oldugu diisiiniildiigiinde, enzim aktivitesinin bu sicaklifa uygun

degerlerde optimum diizeye ulagmasi sonucu mantikli bulunmustur.

Thermofilik bir bakteri olan G. kaustophilus’un biiyiiyebilmesi i¢in gerekli pH
araligi 6.2 ile 7.5 arasindadir (Zeigler, 2001). G. kaustophilus HsIVU proteaz
enzimin en 1iyi aktivite gosterdigi pH degerini belirlemek i¢in yapilan deneylerde,
asidik ve notr pH degerlerinde ¢ok diisiik bir aktivite gdzlenmis ya da hi¢ aktivite
almamamistir. Enzim aktivitesi pH 7,5’da artmaya baslayarak artan pH degerlerine
paralel sekilde yiikselmistir. pH 10°da enzim aktivitesi pH 7,5’a gore yaklasik 10 kat
artmistir.  Saflastirdigimiz HsIVU protein bir alkali proteazdir. Literatiirde yer alan
diger HsIVU proteazlarin, pH 7,5 ile pH 8.5 arasinda yiiksek aktivite gosterdigi
rapor edilmistir (Yoo ve ark., 1996 ve 1997; Seong ve ark., 2002; Azim ve ark.,
2006). Diger taraftan termofilik bir Bacillus olan G. kaustophilus proteazi, B.
subtilis’den saflastirilan alkali CodWX proteaza benzerlik gostermistir. CodXW,
ATP varliginda Cbz-Gly-Gly-Leu-AMC hidrolizinde en yiiksek aktiviteyi pH 9.5 *de
gostermektedir (Kang, 2001).

Mg®* iyonunun HsIVU proteaz aktivitesine etkisinin belirlenmesi i¢in farkli
derisimlerde Mg varliginda ve yoklugunda yapilan deneylerde en yiiksek aktivite 5
mM MgClI; varliginda gériilmistiir. Literatiirde daha 6nce yapilan ¢aligmalarda da en
lyi aktivitenin 5 mM ve 10 mM MgCI;, derisimlerinde goriildiigii belirlenmistir
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(Rohrwild ve ark., 1996; Yoo ve ark., 1996; Yoo ve ark., 1997, Seong ve ark., 2002,
Burton ve ark., 2005). G. kaustophilus HsIVU, diger ATP-bagimli reaksiyonlarda
saptandig1 lizere Mg2+ yoklugunda aktivite gostermezken 5 mM MgCl, varliginda
enzim aktivitesi 58 kat artmistir. Bu bulgular, Mg2+’un niikleotid baglanmasinda ve

hidrolizinde kofaktor olarak islev gordiiglinii diisiindiirmektedir.

HsIVU proteaz, 10 mM EDTA varliginda peptidaz aktivitesini % 82 oraninda
yitirmistir. EDTA, iki degerli katyonlar1 tutuklayici bir ajandir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda, 5-10 mM EDTA varliginin ATP-bagimli HsIVU peptidaz aktivitesini
tamamiyle bozdugu rapor edilmistir (Rorhwild ve ark., 1996, Huan ve Goldberg,
1997). Bu sonuglar, G. kaustophilus ATP-bagimli HsIVU peptidaz aktivitesinin
diger HslVU’lar da oldugu gibi kofaktdér olarak Mg2+’a ithtiyag duydugunu

desteklemektedir.

G. kaustophilus HsIVU proteazin katalitik mekanizmasini anlayabilmek igin
geri donilisiimsiiz serin proteaz inhibitdorii olan PMSF ve memeli proteazom
inhibitdrii olan laktasistin ile inhibisyon ¢aligmalar1 yapilmistir. PMSF, aktif bolgede
yer alan Ser rezidisiinii gii¢lii bir sekilde inhibe ederek aktivitenin tamamiyla
kaybolmasina neden olmaktadir (Beynon ve Salvasen, 2001). Laktasistin ise 6zgiil
ve kovalent olarak proteazomun f-alt {niresinin N-terminalindeki Thr katalitik
rezidiisiine baglanmaktadir (Fenteany ve Screiber, 1998). G. kaustophilus HslVU
peptidaz aktivetisine bagli hidrolizin inhibisyonuna yonelik calismalarda 15 uM
PMSF’in peptit yikim aktivitesini % 65 inhibe ettigi buna karsin 1 pM laktasistinin
HsIVU enzim aktivitesinde % 80 azalmaya neden oldugu gozlenmistir. 15 uM
laktasistin varli§inda ise enzim aktivitesi % 98 oraninda inhibe olmustur. Bu
nedenle, PMSF’in de inhibisyona yol agmasina karsin aktif bolgede Ser yerine Thr

bulundugu diistiniilmektedir.

Benzer sekilde Rohrwild ve arkadaslarinin 1996 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarda
da, HslV’nin okaryotik proteazom gibi bir N-terminal proteaz oldugu sonucuna
varitlmig, bu sonu¢ 1996’da Yoo ve arkadaslar1 tarafindan HsIVU proteazin
nitelendirmesine yonelik calismalar ve 1997°de yine Yoo ve arkadaslari tarafindan

yapilan aktif bolge mutasyon c¢alismalari ile de desteklenmistir.
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Bacillus subtilis’ta HslVU’ya benzeyen ve CodWX olarak adlandirilan
proteaza bakildiginda N-terminal Thr yerine N-terminal Ser rezidiisiiniin hidroksil
grubunun aktif niikleofil olarak kullanildigi belirlenmistir. CodWX, N-terminalinde
aktif bolge olarak davranan Ser residiiziisiine sahip ilk ATP-bagimli proteaz olarak
tespit edilmistir (Kang ve ark., 2001). Calismamizda saflastirdigimiz HsIVU proteaz
G. kaustophilus’un Bacillus cinsine ait olmasina ragmen CodWX’in aksine diger
ATP- bagimli HslVU proteazlar gibi Thr inhibitorleriyle inhibe oldugundan N-

teminal Thr aktivitesine sahip oldugu diisiiniilmektedir.

HsIVU proteazin laktasistin kadar olmasa da PMSF ile de inhibisyona
ugramast icerdigi bazi Ser rezidiilerinin katalitik aktiviteye yardimci olabilecegini
diistindiirmektedir. Yoo ve arkadaslarimin 1997 yilinda Thermoplasma
proteazomunun N-terminal Thr katalitik aktivitesine sahip B alt birimlerinde bulunan

124 103 172
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Ser rezidiilerini mutasyona ugratarak yaptiklari ¢alismada da Ser ve Ser

rezidiilerinin HslV nin katalitik islevinde yer almasini olasi gérmiislerdir.

G. kaustophilus HslVU proteaz ile daha sonra yapilacak katalitik bolgeye
yonelik mutasyon caligsmalari, bu proteazin aktif bolgesinde Thr ya da Ser amino

asitlerden hangisinin yer aldigin1 daha belirgin olarak gdsterecektir.

HsIVU proteaz aktivitesine bir protein substrati olan kazein varhiginda da
bakilmistir. Yapilan deneylerde HsIVU’nun kazeinolitik aktiviteye sahip oldugu
fakat bu aktiviteyi ATP varlifinda gerceklestirdigi goriilmiistiir. Rohrwild ve
arkadaglar1 tarafindan 1996°da E. coli’ye ait ATP-bagimli HsIVU proteaz ile yapilan
aktivite deneylerinde, kazein yikimi i¢in ATP’ye ihtiya¢ olmadiginin rapor edilmesi

bu anlamda farklilik gostermektedir.

Yaptigimiz calismada dogal protein substrati olarak kullandigimiz SulA
proteini Dr. A. Higashitani’ den temin edilen pMal-p2-SulA rekombinant plazmiti
kullanilarak eksprese edilmis ve tek basamakta amiloz resin afinite kolon
kullanilarak ornekler maltoz baglama proteini ile fiizyon halinde saflastirilmistir.
SulA proteini SDS-PAGE’de homojen olarak (60 kDa) goriintiilenmistir. Yikim
reaksiyonunda, MBP-SulA fiizyon halinde kullanilmisti. MBP, SulA’nin

agregasyonunu onleyerek yikimini kolaylastirmaktadir (Higashitani ve ark., 1997).
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MBP-SulA’nin substrat olarak kullanildigr calismada HIsVU’nun hidrolizi
ATP varliginda ya da yoklugunda gerceklestiremedigi saptanmistir. Literatiirde,
Medhat Khattar’in 1997°de yaptig1 ¢alismada asir1 miktarda eksprese olan HsIVU
SOS-uyarimli hiicre boliinmesi inhibitorii SulA’y1 yiktigr tespit edilmistir. Seong ve
arkadaslarinin 2002°de ve Azim ve arkadaglarinin 2006’da yaptiklari ¢alismalarda da
elde edilen E. coli HsIVU enzimlerinin SulA’y1 yiktig1 rapor edilmistir. Fakat,
Bacillus subtilis’e ait HsIVU benzeri CodWX proteazin, Geobacillus kaustophilus
HsIVU ile elde edilen sonucglara benzer sekilde SulA’y1r yikamadigr gorilmiistiir
(Kang ve ark., 2001).

Substrat konsantrasyonunun HsIV proteaz aktivitesine etkisinin belirlenmesi
icin farkli substrat konsantrasyonlarinda yapilan deneylerde, en yiiksek aktivite 250
uM’de goriiliirken, 250 pM’dan sonraki konsantrasyonlarda substrat doygunlugu
gbzlenmistir. Bu deneyde elde edilen veriler ile, substrat artigina karsilik enzim hiz1
grafigi ¢izilmis, bu grafikte sigmoidal bir egri elde edilmistir. Bu sonu¢ HsIVU
enziminin allosterik mekanizmay:r kullandigin1 gostermistir. ki bilesenli ATP-
bagimli proteazlarda goriilen bu mekanizmanin nasil diizenlendigi heniiz kesinlik

kazanmamustir.

ATP-bagimli proteazlar, Walker A tipi ATP baglanma motifine
sahiptir.(Walker ve ark., 1982). Bu sebeple G. kaustophilus HsIVU peptidaz
aktivitesinden sonra ATPaz aktivitesi de incelenmistir. HsIU tek basina diisiik bir
aktivite gostermistir ve HslIV varliginin, HslU ATP hidroliz miktarin1 4.8 kat
arttirdigr goriilmiistiir. ATP ve HslV’nin ayr ayri oransal artirimi, HsIVU ATPaz
aktivitesini de arttirmistir. Seong ve arkadaglarinin 1996 yilinda yaptig1 ¢alismada
da ATP hidroliziyle ilgili benzer sonuglar elde edilmistir. ATP ve HslV miktarindaki
artis HsIlVU’nun ATP hidroliz aktivitesini artirmistir. Boylece, peptit yoklugunda
HslV artisinin ATP hidrolizini diizenledigi ve arttirdigi sonucuna varilmistir. Bu
durum, bir Clp ATP-bagimli proteaz olan Ti (ClpAP)’de gozlenenden farklidir.
Peptit substrat yoklugunda Proteaz Ti’nin proteolitik bileseni olan ClpP’nin ilavesi,
ATPaz bileseni olan ClpA’nin ATP hidrolizini azalttig1 gézlenmistir (Seong ve ark.,
1996).
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SONUCLAR

Bu ¢alismada, Geobacillus kaustophilus’a ait HslV proteaz ve HslU ATPaz

proteinleri ayr1 ayri saflagtirilmig ve biyokimyasal nitelendirilmesi yapilmistir.

1. Bu c¢alisma sonucunda G. kaustophilus’a ait HslV peptidaz ve HslU ATPaz
proteinleri saflastirilarak molekiiler agirliklart SDS-PAGE’de sirasiyla 19 kDa ve 50

kDa olarak goriintiilenmistir.

2.  Enzim aktivite tayininde substrat olarak florojenik peptit Cbz-Gly-Gly-Leu-

AMC kullanilmistir. Saflastirilan enzimlerin iyi aktivite verdikleri belirlenmistir.

3. HslIVU ATP-bagimli bir proteazdir. HslV, ATP varliginda HslV:HslU’nun 1:3
oraninda bulundugu kosullarda ¢ok diistik aktivite gdsterirken, HslU varliginda
olusan aktif HsIVU kompleksinin peptidaz aktivitesi 15 kat artig gostermistir.
Bununla beraber ATP olmaksizin HslV oldukga diisiik bir peptidaz aktivitesi
gostermis ve HsIVU aktif formunu olusturmakla birlikte ancak % 6.7 oraninda

aktivite gozlenmistir.

4.  HslVU proteaz, proteazomun kimotripsin-benzeri aktivite deneylerinde
kullanilan CBZ-Gly-Gly-Leu-AMC’yi etkili bir sekilde hidrolize etmistir.

5. HslIVU proteaz enziminin CBZ-Gly-Gly-Leu-AMC hidroliz aktivitesinde
optimum sicaklik 55 °C ve optimum pH 9.0 olarak belirlenmistir.

2+,

6. HslVU, proteaz aktivitesi i¢in kofaktdr olarak Mg ’a ihtiya¢ duymaktadir.
Enzimin 10 mM EDTA varliginda peptidaz aktivitesini % 82 oraninda yitirmesi,

Mg?®**un kofaktor olarak gereksinildigini desteklemistir.

7.  G. kaustophilus HslIVU peptidaz, laktasistin ile gii¢lii bir sekilde inhibe

olmustur. Bu sebeple, N-teminal Thr aktivitesine sahip oldugu diisiiniilmektedir.
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8.  HsIVU proteaz, protein substrat olan kazeini ATP varliginda diisik oranda

hidrolize ederken, dogal bir protein substrati olan MBP-SulA’y1 hidrolize etmemistir.

9.  HslU’nun tek bagina diisiik bir aktivite gosterdigi ve HslV varliginin, HsIVU
ATP hidroliz miktarint 4.8 kat arttirdign goriilmiistiir. Ayrica, ATP ve HslV
miktarindaki artis HsIVU ATP hidrolizini artirmistir.
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