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OZET

Hem prokaryotik hem de dkaryotik hiicrelerde protein yikimi biiyiik oranda ATP-
bagimli proteazlar tarafindan gergeklestirilmektedir. FtsH proteaz, biitiin canli
organizmalarda bulunan bir ATP-bagimli proteaz olup bir¢ok hiicre igi kontrol
noktasinda O6nemli rol oynamaktadir. Bununla beraber FtsH proteazin proteolitik
aktivitesi ve ¢esitli substratlar1 nasil tan1yabildigi hala tam olarak ag¢ik degildir. Farkl
organizmalardan yeni FtsH proteazlarin izole edilmesi ve bu enzimlerin
biyokimyasal ve genetik nitelendirilmelerinin yapilmasi, hem bu 6zgiin proteaz
sisteminin hiicre i¢inde oynadig1 biyolojik roliin, hem de protein hidroliz
mekanizmasinin anlagilmasina yarar saglayacaktir.

Bu calismada, G. kaustophilus’a ait transmembran segmenti igermeyen
yaklasik 1530 b¢ uzunlugunda ftsH geni pET-14b vektoriine aktarilmistir. Gk-FtsH
proteaz, N-terminal bdlgesinde 6xHis kuyruk ile birlikte E. coli BL21 (DE3)
hiicrelerinde eksprese edilmeye calisilmis ancak SDS-PAGE’de belirgin ekpresyon
gozlemlenmemistir. Gk-ftsH geninin transkripsiyonel olarak ifade edildigini
gostermek amaciyla total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapilmis ve vektore
aktarimi yapilan genin transkribe oldugu gosterilmistir. E. coli BL21 (DE3)
hlicresinde transkribe olan ancak protein ekspresyonu gézlenmeyen bu genin hiicrede
inkliizyon yapist olusturacagi disiincesiyle inkliizyon yapilarindan protein elde
edilmistir. Ayrica olasi 6xHis-FtsH fiizyon proteini icin Ni®-NTA IMAC yontemi
kullanilarak saflastirilma islemi yapilmistir. Her iki ¢alismada elde edilen 6rnekler
Western Blot ile analiz edilmis ve His-tag antikoru ile baglanan ~70 kDa molekdler
biiyiikliigiinde olast bant gozlemlenmistir. Ancak elde edilen Gk-FtsH proteaz
flourojenik bir substrati olan N-Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-AMC ve bir protein substrat

olan a-kazein ile enzimatik aktivite géstermemistir.

Anahtar kelimeler: FtsH, proteaz, Geobacillus kaustophilus, ATP-bagimh
proteaz, termofilik bakteri.



SUMMARY

In both eukaryotic and prokaryotic cells, protein degredation is largely
conducted by ATP-dependent proteases. FtsH protease, an ATP-dependent protease
found in all living organisms and plays a crucial role in many intracellular control
points. However, the proteolytic activity of FtsH protease and how it can recognize
various substrates are still not exactly clear. The isolation of new FtsH proteases
from different organisms and biochemically and genetically clasification of these
enzymes would help understanding the biologic role of this peculiar protease system
in cell and the protein hydrolysis mechanism.

In this study, ~1530 bp ftsH gene which do not include transmembran
segment of G. kaustophilus was transferred into pET-14b vector. Gk-FtsH protease
with 6xHis-tag at its N-terminus was tried to be expressed in E. coli BL21 (DE3)
cells however no protein band was observed by SDS-PAGE analysis. In order to
show the transcriptional expression of Gk-ftsH gene, total RNA isolation and cDNA
synthesis were done and the transformed gene was shown to be transcribed. Since
Gk-ftsH gene was transcribed but protein expression was not observed in E. coli
BL21 (DE3J) cells, it indicated an inclusion structure. Therefore we obtained protein
from inclusion bodies. We also purified the fusion protein using Ni?-NTA IMAC
method. The samples obtained from both studies were analyzed with Western Blot
and a ~70 kDa molecular weight contingent band was detected against His-tag
antibody. However, no enzymatic activity was detected with flourogenic substrate N-

Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-AMC and protein substrate a-casein.

Key words: FtsH, protease, Geobacillus kaustophilus, ATP-dependent protease,
thermophilic bacteria.



TESEKKUR

Lisansiistii egitimim boyunca bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim, yardim
ve desteklerini hicbir zaman esirgemeyen danigman hocam Yrd. Dog. Dr. F. Inci
OZDEMIR’¢;

Yiiksek lisans egitimim sirasinda laboratuar imkanlarindan yararlandigim ve
laboratuvar ¢alismalarim sirasinda destegini esirgememis olan degerli hocam Dog.
Dr. Sedef Tunca Gedik’e;

Yardimlarin1 ve dostluklarini higbir zaman esirgemeyen ¢alisma arkadaslarim;
Dr. Mine GUL SEKER, Dr. Giiller TOPRAK, Dr. Tugrul DORUK, Uzman Hiiseyin
BALCI, Ars. Gor. Merve TUZLAKOGLU OZTURK, Ars. Gor. Zeynep GIRGIN
ERSOY, Ars. Gor. Onur CALISKANER, Ars. GOr. Géorkem ODABAS, Bahadir
AYDIN, Enis GUNEY ve Serif YILMAZ’a;

Son olarak, maddi ve manevi higbir desteklerini esirgemeyen ve her turli
kararimda yanimda olan mesai arkadaglarim Sabri OZCAKIR ve Caner
DUZELTEN’e tiim kalbimle tesekkiir ederim.

Vi



ICINDEKILER

Sayfa

OZET v
SUMMARY v
TESEKKUR vi
ICINDEKILER vii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI X
SEKILLER DiZINi Xii
TABLOLAR DIZINI XV
1. GIRIS 1
1.1. Tezin Calismasinin Amaci 2
1.2. AAA" Protein Ailesi 2
1.3. ATP-Bagimli1 Proteazlar 4

2. ATP-BAGIMLI FTSH PROTEAZ 6
2.1. FtsH Proteazin Yapisi 7
2.2. FtsH Proteazin Fizyolojik Fonksiyonlar1 ve Substratlari 11
2.2.1. FtsH Proteazin Sitoplazmik Substratlari 11
2.2.1.1. Faj A proteinleri 12

2.2.1.2. SoxS ve MarA 14

2.2.1.3. Flavodoksin (FId) 15

2.2.1.4. FtsZ 15

2.2.1.5. SsrA-isaretli Substratlar 16

2.2.1.6. GInK Proteini 16

2.2.1.7. Sporulasyon Faktori SpoVM 17

2.2.1.8. LpxC 17

2.2.1.9. RpoH (¢ 18

2.2.2. Membran Proteinlerin Kalite Kontroll 21

2.3. Geobacillus kaustophilus Hiicresel Yap1 ve Metabolizmasi 23

3. GEREC ve YONTEMLER 25
3.1. Geregler 25
3.1.1. Kullanilan Kimyasallar 25

Vil



3.1.2. Kullanilan Enzimler ve Tamponlar1
3.1.3. Kullanilan Kitler

3.1.4. Kullanilan DNA ve Protein Molekiiler Belirtecleri
3.1.5. Kullanilan Peptit ve Inhibitdrler
3.1.6. Kullanilan Niikleotitler

3.1.7. Kullanilan Antikorlar

3.1.8. Kullanilan Membranlar

3.1.9. Kullanilan Plazmit Vektorler
3.1.10. Kullanilan Saflagtirma Materyali
3.1.11. Kullanilan Bakteri Soylar1

3.1.12. Kullanilan Besiyeri ve Cozeltiler

3.1.13. Kullanilan Cihazlar

3.2. Yontemler

3.2.1. Geobacillus kaustaphilus’dan Kromozomal DNA Izolasyonu
3.2.2. Geobacillus kaustaphilus ftsH Geninin Restriksiyon Enzim
Haritasinin Cikartilmasi
3.2.3. Geobacillus kaustaphilus ftsH Geninin PCR ile Coglatilmas1
3.2.4. PCR Uriiniiniin Agaroz Jelden Saflastirilmasi
3.2.5. PCR ile Cogaltilan G. kaustophilus ftsH Geninin Klonlanmasi
3.25.1. PCR Uriniiniin ve Klonlama Vektorinin Ligasyona
Hazirlanmasi
3.2.5.2. Ligasyon Protokoli
3.2.5.3. Transformasyon
3.2.5.4. Rekombinant Kolonilerden Plazmit izolasyonu
3.2.6. ftsH Geninin pET-14b/ftsH Plazmitindeki Varliginin Ispatlanmasi
3.2.6.1. Rekombinant pET-14b/ftsH Plazmitinin  Restriksiyon
Endonikleaz ile Kesimi
3.2.6.2. ftsH Geninin Rekombinant pET-14b/ftsH plazmitinden PCR
ile Cogaltilmasi
3.2.6.3. Klonlanan ftsH Geninin Nikleotit Dizininin Belirlenmesi
3.2.7. pET-14b/ftsH Rekombinant Plazmitin E. coli BL21 (DE3)
Hicrelerine Transforme Edilmesi

3.2.8. FtsH Proteaz Enziminin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

viii

25
26
26
27
27
27
28
28
30
30
31
37
38
38

38
39
41
41

41
42
43
44
44

44

45
45

46
46



3.2.9. mRNA analizi
3.2.10. Inkliizyon Yapilarmin izolasyonu ve Protein Eldesi
3.2.11. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
3.2.12. Western Blot Analizi
3.2.13. Gk-FtsH Peptidaz Aktivitesinin Tayini
4. BULGULAR
4.1. G. kaustophilus ftsH Geninin PCR ile Cogaltilmasi ve PCR Fragmaninir
Klonlanmasi
4.1.1. ftsH Geninin G. kaustaphilus’dan PCR ile Cogaltilmasi
4.1.2. PCR Uriiniiniin ve Vektoriin Ligasyona Hazirlanmasi
4.1.3. G.kaustophilus ftsH Geninin pET-14b Vektoriine Ligasyonu ve
Transformasyonu
4.1.4. E. coli’ye Aktarilan pET-14b/ftsH Rekombinantinin Dogrulugunun
Belirlenmesi
4.1.4.1. Enzim Kesimi
4.1.4.2. pET-14b/ftsH Rekombinant Plazmitinden ftsH geninin PCR
Reaksiyonu ile Cogaltilmasi
4.1.4.3. Klonlanan ftsH Geninin Nukleotit Dizininin Belirlenmesi
4.1.5. Rekombinant pET-14b/ftsH Plazmitinin Ekspresyon Huicrelerine
Transformasyonu
4.1.6. FtsH Proteazin E. coli BL21 (DE3) Hicrelerinde Ekspresyonu ve
Ni-NTA Kolon Kullanilarak Saflagtirilmasi
4.1.7. RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi
4.1.8. Western Blot Analizi
4.1.9. Gk-FtsH Peptidaz Aktivitesi
5. TARTISMA ve SONUC

KAYNAKLAR
OZGECMIS

47
48
49
50
50
52

52
52
52

54

54
54

55
56

59

60
61
62
63
65

69
81



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZINi

Simaeler ve Aciklamalar

Kisaltmalar

~ . Yaklasik

a . Alfa

B . Beta

Y : Gama

o . Sigma

o> : RNA polimeraz faktor sigma 32
u : Mikron

ul . Mikrolitre

uM : Mikromolar

pmol . pikomol

Mg2+ : Magnezyum katyonu

MgCl, : Magnezyum klorur

MgSOq4 : Magnezyum sulfat

Zn** : Cinko

mL . Mililitre

mM . Milimolar

ng . nanogram

nm . nanometre

AAA" . ATPase associated with various cellular activities
ADP : Adenozin difosfat

adh . Alkol dehidrojenaz geni

Ala : Alanin

Amp - Ampisilin

APS : Amonyum persulfat

Arg . Arjinin

Asp . Aspartat

ATP : Adenozin trifosfat

BamHI : Bacillus amyloliquenfaciens H endoniikleaz
B¢ . Baz cifti



ClpA . Kazeinolitik Proteaz A

ClpP . Kazeinolitik Proteaz P

DMSO . Dimetilsulfoksit

DTT . Ditiyotreitol

E. coli . Escherichia coli

EDTA : N,N,N',N',-Tetrametiletildienamin
EtBr . Etidyum Bromdir

FtsH . Filamentation temperature sensitive H protein
Gk . Geobacillus kaustophilus

Glt . Glutaril

Gly . Glisin

HCI : Hidroklorik asit

HfIB : High frequency of lysogenization B
His . Histidin

HslU . Is1 soku bolgesi U

HslV . Is1 soku bolgesi V

IPTG . Izopropil-beta-D-tiyo-galaktopiranozid
K . Potasyum

Kan : Kanamisin

kDa . Kilodalton

L . Litre

LB . Luria Broth

Lon . Proteaz La

Lys . Lizin

M . Molar

MarA . Multipler antibiotics rezistance A
MNA . Metoksi-R-naftilamit

NaCl . Sodyum Klorir

NCBI : National Center for Biotechnology Information
Ndel . Neisseria denitrificans | endonukleaz
NaOH . Sodyum Hidroksit

Ni . Nikel

PAGE . Poliakrilamid jel elektroforezi

Phe . Fenilalanin

Xi


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Neisseria_denitrificans&action=edit&redlink=1

PMSF
RecA
Rpm
Ser

SDS
SOB
SOC
SoxS
SoxRS
SRH
SSD
Suc
TCA
TEMED
Thr

TSS
UDP-GIcN
U

\%

. Fenilmetansulfanilflorit

: Rekombinaz A

. Dakika bas1 doniis

. Serin

. Sodyum dodesilstlfat salt

. Superoptimal Brot

. SUperoptimal Brot (Katabolik Baskilama)
. Superoxide Stress

. Superoxide Response Stress

. Second Region of Homology

. Substat ayirici ve algilayic1 domain

: Suksinil

. Triklor asetik asit

. Tetrametiletilendiamin

. Treonin

. Toplam kat1 soliisyonu

. Uridine diphosphate-N-asetilglukozamine
: Unit

: Volt

Xii



SEKILLER DIZINI

Sekil No:

1.1:  AAA" proteazlarin cesitli hiicresel fonksiyonlari.

2.1:  FtsH proteaz enziminin fonksiyonel ve lokalizasyon bélgeleri.

2.2:  FtsH proteaz enziminin yapisi.

2.3:  Mitokondrial AAA proteaz.

2.4:  FtsH proteaz enziminin fonksiyonlarinin sematik gdsterimi.

2.5:  FtsH proteazin litik-lizogenik yola karar vermedeki fonksiyonu.

2.6: FtsH proteaz enziminin NH;" iin hiicreye alimindaki kontrol
mekanizmasi.

2.7: Gram (-) bakterilerde Lipit A biyosentezi yolu ve FtsH proteaz
enziminin metabolik yoldaki diizenleyici mekanizmasi.

2.8:  ¢®nin proteolitik yolunun sematik gdsterimi.

2.9:  Is1 sokuna cevabin kontroliinde FtsH proteazin gérevi.

2.10: FtsH proteaz ve etkilesime girdigi proteinlerin topolojisi.

2.11: Geobacillus kaustophilus’un Geobacillus cinsinin diger tiirlere gore
filogenetik yeri.

3.1:  Molekiler DNA belirtecleri.

3.2:  pET-14b ekspresyon vektoriiniin haritasi ve ac¢ik okuma cergevesi.

3.3:  pET-14b vektorinin klonlama ve ekspresyon bolgeleri.

3.4:  ftsH geninin restriksiyon enzim haritasi.

3.5:  FtsH Proteazin transmembran ve sitoplazmik bolgeleri.

4.1: PCR ile gogaltilan ftsH geninin % 1’lik agaroz jel elektroforezindeki
goruntasa.

4.2:  Ndel ve BamHI-HF restriksiyon enzimleri ile ¢ift kesimi yapilan ftsH
geninin saflagtirma sonrasi goriintiisti.

4.3. pET-14b/adh ekspresyon vektorinin Ndel ve BamHI-HF
restriksiyon enzimleriyle kesimleri sonucu olusan DNA fragmaninin
% 1’lik agaroz jelde gorintis.

4.4:  Miniprep yontemi ile izole edilen vektorlerin Ndel ve BamHI-HF

enzimleri ile ¢ift kesimi sonucu olusan DNA fragmanimin % 1°lik

agaroz jelde goruntdsu.

Xiii

Sayfa

10
11
13
17

18

19
20
22
24

26
27
29
39
39
52

53

54

55



4.5:

4.6:

4.7:

4.8:
4.9:
4.10:
4.11:

pET-14b/ftsH ve pET-14b/adh rekombinant plazmitlerinin kalip
olarak kullanildigi PCR reaksiyon drinlerinin % 1’lik agaroz jeldeki
goruntileri.

Gk-ftsH DSM 7263T ve Gk-ftsH HTA 426 nukleotid dizilerinin
karsilastirilmasi.

Ndel ve BamHI-HF restriksiyon enzimleri ile kesilen pET14b-ftsH
vektorinln % 1’lik agaroz jeldeki géruntusa.

Rekombinant ve kontrol BL21 (DE3) hiicrelerinin ftsH ekspresyonu.
6xHis-FtsH proteinlerinin saflagtirilmasi.

cDNA sentezi sonrasinda yapilan PCR goriintiisii.

Rekombinat ve rekombinat olmayan BL21 (DE3) hiicrelerinden izole
edilen inkliizyon yapilarinin Western Blot yontemi sonucu edilen

goruntasda.

Xiv

56

57

59

60
61
62
63



TABLOLAR DIiZiNi

Tablo No:

1.1: ATP-bagimli proteazlar, bulundugu organizma, konumu ve
iretildigi gen sayisi.

2.1 FtsH proteazin sitoplazmik substratlari.

2.2: FtsH proteazin membran substratlari.

3.1: PCR icin tasarlanan primerler.

3.2: Gk-ftsH PCR fragmani igin hazirlanan restriksiyon endonikleaz
reaksiyonu.

3.3: pET14b/adh vektorii i¢in hazirlanan restriksiyon endoniikleaz.

3.4: Rekombinant plazmitler i¢in hazirlanan PCR reaksiyonu.

3.5: Total RNA’dan cDNA sentezi i¢in hazirlanan PCR reaksiyonu

XV

Sayfa
5

12
21
40
41

42
45
48



1. GIRIS

Bakterilerin yasam alanlar1 olduk¢a farklilik goéstermekte olup ekstrem
sicaklik, pH ve yiiksek ozmolarite gibi ortam sartlarinda yasamalarina olanak
saglayacak mekanizmalar ile evrimlesmislerdir. Ekstremofil olmayan bakteri tirleri
de belli 6l¢iide bu zorlu ortam kosullarina dayanabilmektedir. Bu sebeple her 2 grup
bakteri de ani ¢evresel degisikliklere hizli cevap vermek zorundadir. Bakterilerin
gosterdigi stres cevaplart farklilik gostermekte olup mekanizmalari buna gore
evrimlesmistir. Habitattaki degisiklikler, besin kitlig1 ve kullanilabilirligi ya da
potansiyel konak ile etkilesim adaptasyonun saglanmasinda dolayisiyla hcresel
proteom tizerine olduk¢a etkili olmaktadir. Hicrelerde 6énemli metabolik kontrol
basamaklarinda gorevli proteinlerin seviyesi o proteinlerin yikimai ile diizenlenmekte,
bdylece hiicrelerin degisen ¢evre kosullarina ve metabolik ihtiyaglara karsi hizl
cevap verebilmeleri saglanmaktadir. Hlcreye 6zgi bu gereksinimler igin gen
ekspresyonu, proteom diizenlemesi icin farkli seviyelerde diizenlenmektedir. Bu
durum alternatif sigma faktorlerinin ve spesifik transkripsiyonel regilatérlerin
kullanim1  sonucu trankripsiyonun adaptasyonu ile saglanmaktadir. Ayrica
translasyonel mRNA’larin stabilitesi ya da yapist ile de diizenlenmektedir.
Proteolizin bu sekilde diizenlenmesi, protein miktarindaki dogrudan kontrol
acisindan oldukca 6nemlidir.

Protein kalite kontroliinde, bazi durumlar altinda, tolere edilebilir ya da
edilemez toksik proteinler hizli bir bigimde parcalanmaktadir. Bunun yaninda
regulator proteinler ve anahtar enzimler, acil ihtiyag durumuna gore stabilize
edilebilmektedir. Bu nedenle proteoliz, eksternal etkilere kars1 verilen hizli cevapta
regllator donguniin kontroliiniin degisken olarak ayarlanmasidir. Ayrica proteoliz ile
amino asitlerin yeniden dongiiye girmesinin saglanmasi ve bazi bozuk, fonksiyonel
olmayan enzimlerin par¢alanmasinin saglanmasi ile hiicresel protein kalite kontroli
saglanmaktadir. Hayati 6nem tasiyan proteoliz, proteaz adi verilen proteinler ile
gerceklesmekte olup bu enzimler peptit baglarinin yikimini katalizleyerek substrat
proteinleri hidrolize etmektedirler.

Bakterilerde enerji bagimli proteoliz AAA" proteazlar bagimli olup ATP-
bagimli bu proteazlar yikim siirecinde protein katlarinin agilmasini saglayarak, acilan

polipeptidi proteolitik alana aktarmaktadir. Enerji bagimli bu proteaz enzimleri



biyolojik olaylarda kimyasal enerjinin doniisiimiinde olduk¢a 6nemlidir. Gram (-)
model organizma olan E.coli’de CIpAP, ClpXP, HslUV, Lon ve FtsH olmak lzere 5
AAA" proteaz tanimlanmistir. Bu proteazlardan CIpAP, ClpXP ve HslUV’de
proteolitik bolge ve ATPaz bolgesi ayr1 genlerde kodlanirken Lon ve FtsH proteaz
ayni gen iizerinde kodlanmistir. Bu AAA" proteazlar hiicrede birgok 6nemli
fonksiyonlarda gorev alirken sadece FtsH proteaz E.coli canliligr i¢in gerekli olup
membrana bagli olmasiyla digerlerinden ayrilmaktadir [Ogura et al.,, 1999],
[Tomoyasu et al., 1995]. Bir¢cok organizmada korunmus bu proteaz hiicrede protein

kalite kontrolli yaninda global bir diizenleyici olarak gérev yapmaktadir.

1.1. Tez Calismasinin Amaci

Prokaryotlarda, arkealarda ve Okaryotlarda olmak iizere bir¢ok farkli
organizmada kesfedilmis olan FtsH proteazlarin yapilart ve g¢alisma prensipleri
devamli olarak aydinlatilmaya calisiimaktadir. Ozellikle FtsH proteazlarin hem hiicre
icindeki hem de hiicre membranindaki proteinlerin kalite kontrol mekanizmasinin
disinda, diger kontrol dongiilerinde de oynadigi onemli rollerin kesfedilmesi ile
birlikte bu ailenin iizerinde yapilan bilimsel ¢aligmalar daha da artmistir. Farkli
organizmalardan yeni FtsH proteazlarin izolasyonu, biyokimyasal ve genetik
nitelendirilmesinden elde edilecek veriler, bu 6zgin proteaz sisteminin hiicre icinde
oynadig1 biyolojik rolii ve ¢alisma prensiplerini anlamakta yarar saglayacaktir. Bu
tez calismasinda Geobacillus kaustophilus DSM 7263" FtsH proteaz enzimini
kodlayan transmembran segmenti icermeyen yaklasik 1530 b¢ uzunlugundaki ftsH
geninin ilk defa E. coli bakterisine klonlanmasi planlanmis ve yapilan ¢aligmalarda
G. kaustophilus ftsH geninin pET-14b vektoriine aktarilmasi, E. coli BL21(DE3)
hiicrelerinde eksprese edilmesi ve olusan 6xHis-FtsH flzyon proteininin

saflastirilmasi hedeflenmistir.

1.2. AAA" Protein Ailesi

AAA" siiper ailesi homolog ATPaz modiilii iceren, yiiziik seklinde oligomerlerden
meydana gelen ATPazlar (NTPaz) olup tim organizmalarda bulunmaktadir
[Confalonieri and Duguet 1995].



AAA" siiper ailesi iizerinde yapilan dizileme ve yapisal analiz ¢aligmalari
sonucu bu ailenin ¢ok eski kokenli ve korunmus oldugu, yapilan filogenetik
calismalar ise bu slper ailenin ¢ok sayida farkli kiiciik aileye ayrildigim
gostermektedir. Biitin AAA" proteazlar genel olarak benzer yapisal 6zelliklere
sahiptirler. Yapisal olarak her biri birbiriyle bitisik 6 veya 7 alt-birimden olusan, 4 ya
da 6 halkanin bir araya gelmesiyle olusturulan i¢i bos fic1 benzeri yapilara sahiptirler.
Yapilarinda bulunan proteolitik aktif bolgeler, hatali yikimi engellemek igin
proteazin silindirinin i¢ kisminda yer almaktadir. Bu proteazlarda, substratlar bu
proteolitik silindirin tek ya da her iki ucuna baglanmaktadir. Bu baglanmanin
ardindan substrat katlar1 agilir ve yikim igin substrat proteaz ¢emberinin i¢ kismina
katlar1 agilmig lineer polipeptit zinciri seklinde transfer edilir [Tomoyasu et al.,
2001]. Bu protein ailesinin bir tyesi olan AAA protein ailesi (ATPases associated
with various cellular activities; cesitli hiicresel aktiviteler ile iligskili ATPaz’lar), 200-
250 amino asitlik ATPaz domaini ve Walker B motifinin C-terminalinde yer alan
SRH motifi ile de tanimlanmaktadir [Confalonieri and Duguet, 1995].

Bu super ailede bulunan proteinler; membran flzyonu, transportu,
proteinlerin birbirinden ayristirilmasi, transkripsiyonel regulasyon, proteolizis, DNA
replikasyonu, DNA rekombinasyonu ve protein kalite kontrolini iceren genis
hlcresel faaliyetlerde gorev almaktadirlar (Sekil 1.1), [Neuwald et al., 1999].

Bu aileler birgok hiicresel yolagin yiiritilmesinde énemli ve etkin rol
oynamaktadir. Bu yolaklarin en &nemlilerinden biri de protein dongusidir ve bu

ailenin bir tyesi olan ATP-bagimli proteazlar tarafindan yonetilmektedir.



Endozomlar

Membran fuizyonu/transport

NSF/Sec18p Vps4p/SKD1

ER/Golginin yeniden
diizenlenmesi
pa7/NVCP/Cdc48p, NSF/Sect8p

Peroksizomlar

Pex1p, Pexép

Proteoliz

DNA Replikasyonu

proteasomal ATPases, FtsH r e g =
ClpA, ClpX, HslU, Lon Orc1,4,5, Mem2-7, Ric1-5

SV40 T antigen, DnaA

DNA
Rekombinasyonu/Tamir

RuvB, Rad17, Rfc2-5

Kloroplast/Plastitler

FtsH/Varz, Pfif, ClpC

Mitokondri

paraplegin, Yta10p, Ytai2p Transkripsiyon

Yme1p, Msp1p, Besip, Lon/Pimip

: y TIP49a.b. Nirc
ClpX, Hsp78 ]
f f proteasomal ATPases
Motorlar
dyneing Mitoz/Mayoz,apoptosis
- — - mikrotubul bolinmesi
Protein disagregasyonu/yeniden
katlanma Cdc48p/VCP/smallminded/MAC-1
Hsp104/Hsp78/ClpB katanin/MEI-1

Sekil 1.1: AAA" proteazlarin gesitli hiicresel fonksiyonlari.

1.3. ATP-Bagimh Proteazlar

ATP-bagimli proteazlar hiicrede bir¢ok farkli aktivite ile iliskili olan “AAA
Protein Ailesi” grubundan olup, farkli fonksiyonlar gosteren NTPaz siiper familyasi
olarak da ifade edilmektedirler. Bu proteazlarin yapilarinda korunmus niikleotit
baglanma modilii ve Kkatalitik modil ile karakterize edilen AAA modilu
bulunmaktadir. Prokaryotlarda bulunan Lon, HsIVU (ClpYQ), FtsH, CIpAP/ClpXP,
gibi ATP-bagimli proteazlar hem arkealar hem de Okaryotlar arasinda oldukca
yaygin olup hiicre sitoplazmasi, mitokondri ve kloroplastlarda bulunmaktadir
[Goldberg, 1990]. Bu proteazlar da kendi igerisinde 2 gruba ayrilabilmektedir.
ClpAP, ClpXP ve HslUV ilk grubu olustururken bu proteazlardaki AAA bolgesi ve
proteolitik bdlge ayri polipeptit zincirleri olarak kodlanmaktadir. ClpX, CIpA ve
HslU, AAA" modiiliinii temsil ederken, ClpP ve HslV proteaz alt tnitesini temsil
etmektedir. 2. Grubu ise Lon ve FtsH proteaz olusturmaktadir. Bu 2 proteazda AAA
modiilii ve proteolitik bolge ayni polipeptit zincirinden kodlanmaktadir (Tablo 1.1),
[Flhrer et al., 2005]. Her 2 grupta da AAA modili dogru katlanmamis proteinlerin
dogru bir sekilde katlanmasi igin saperon olarak gorev yapmaktadir. AAA moduli,
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proteolitik bolge ile hekzamerik ya da heptamerik yiiziik seklinde silindir bir yapi
olusturmaktadir. [Gottesman, 2003], [Sauer et al., 2004].

Tablo 1.1: ATP-bagimli proteazlar, bulundugu organizma,
konumu ve iiretildigi gen sayisi.

ATP Bagimli Proteazlar Organizma/Konumu Uret;:;ii gen
Proteozom Okaryotik sitoplazma ve
nikleus >32
Proteozom Arkebakteriyel sitoplazma Tanimlanmamis
HslUV Bakteriyel sitoplazma 2
ClpAP Bakteriyel sitoplazma 2
ClpXP Bakteriyel sitoplazma 2
ClpCP Bakteriyel sitoplazma, 2
kloroplast stroma
Lon (La) Bakteriyel sitoplazma 1
Pim1 (Lon) Mitokondrial matriks 1
FtsH Bakteriyel ic membran 1
I-AAA (Ymel) Mitokondriyal i¢ membran 1
m-AAA Mitokondriyal i¢c membran 2
(YtalO/Ytal2)

ATP-bagiml proteazlar benzer (homomerik) ya da farkli (heteromerik) alt
birimlerden meydana gelebilmektedir. Bu proteazlarda ATPaz aktivitesi ile
konformasyonel degisiklikler olusmakta ve protein yikimi tekrarlanan ATP
baglanmasi ve hidrolizleri ile gergeklesmektedir. Tekrarlanan ATP hidroliz dongiileri
ile olusan konformasyonel degisiklikler; protein substratlarinin katlarinin a¢ilmasini,
substratlarin proteolitik alana nakledilmesini ve proteolitik bolgenin aktiflesmesini
saglamaktadir. Yapilarindaki yiziik seklindeki oligomerik kompleksler hareket igin
esnek bir yap1 olusturmaktadir. Bu yapi ile katlanmamis proteinler, yanlis katlanmis
proteinler, DNA-protein komplekslerinin gevsemesi, paketlenmesi gibi degisim
durumlar1 makromolekiiler yap1 ya da molekiiler yikimin olusmasini saglamaktadir.
Sahip olduklari AAA" modiiliindeki modifikasyonlar ve yapisal motiflerle, farkli
hiicresel siireglerde gérev almaktadirlar [Snider and Houry 2008]. Bunlar icerisinde
katlanmamis proteinlerin ayirimi, yikimi, peroksizom biyosentezi, bakteriyoklorofil
biyosentezi, DNA replikasyonu, rekombinasyonu ve tamiri yer almaktadir [Lyer et
al., 2004], [Erzberger et al., 2006].



2. ATP-BAGIMLI FTSH PROTEAZ

FtsH proteaz, membrana bagli ATP-bagimli bir Zn2+-metaloparoteazd1r
[Tomoyasu et al., 1995]. ilk olarak E. coli’de tanimlanmistir [Ogura et al., 1991],
[Tomoyasu et al., 1993]. Bu proteazi kodlayan ftsH geni farkli 6zellikleri 4 farkli
grup tarafindan kesfedilmistir. Ik olarak 1974 yilinda Belford ve Wulff tarafindan
bakteriyofaj A’ nin E. coli’ de litik-lizogenik dongliye karar vermesinde bulunmus
olup bu geni hfIB olarak ifade etmislerdir. Santos ve arkadaslar1 ise 1975 yilinda
hicre bolunmesinde g0revli genlerle ilgilenmis ve yaptiklart mutasyon
caligmalarinda (sicakliga hassas mutantlarda) hiicre boliinmesinde gorevli geni ftsH
olarak ifade etmislerdir. Matsuzawa ve arkadaslari ise 1984’de Kolsisine (gut
hastaliginda kullanilan bir ilag) kars1 toleransli E. coli mutantlarini izole etmisler ve
bu kolsisin-tolerantli mutantlar1 tolZ olarak ifade etmislerdir. Kushner ve ¢alisma
arkadaglar1 1998 yilinda mRNA stabilitesinde gorevli degredasyondan sorumlu mrsC
genini bulmuslardir ve bu genin klonlanmasi ve sekanslanmasi sonucu genin ftsH
oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir [Wang et al., 1998]. Sonucta ftsH geni farkli
zamanlarda 4 farkli aktivitesi kesfedilen tek bir gen olup, hflB, tolZ ve mrsC olarak
da isimlendirilmektedir.

FtsH proteaz birgok bakteride ¢alisilmis ve ftsH geni tanimlanmistir. Bacillus
subtilis’de ftsH geni 3 farkli bagimsiz grup tarafindan tamimlanmistir [Geisler and
Schumann, 1993], [Herman et al., 1995], [Nakano et al., 1997]. Lactococcus
lactis’de ftsH geninin kesfi hipoksantin guanin fosforibozil transferaz proteinini
kodlayan ve ftsH genine komsu olan gen olan hpt geninin sekanslanmasi ve
klonlanmasi esnasinda tesadiifen bulunmustur [Nilsson et al., 1994]. E.coli’de
yapilan ¢aligmalarda ftsH geni, ilk geni ftsJ olan ve hiicre bolinmesini etkileyen
bisistronik ikinci gen olarak tespit edilmistir [Ogura et al., 1991].

Helicobacter pylori’de ftsH geninin tespiti protein sekresyonu ve membran
translokasyonu genel slireglerine ulagsmak amaciyla klonlanmis ve gen dizisi
belirlenmistir [Ge and Taylor, 1996]. Bunun disinda ftsH geninin Haemophilus
influenzae, Mycoplasma pnemoniae, Borrelia burgdorferi ve Aquifex aeolicus,
Helicobacter felis ve daha ¢ok sayida bakteride dizi analizi ve tanimlamasi

yapilmistir [Schumann, 1999].



Cesitli bakterilerde ftSH geni {izerinde yapilan ¢alismalarda bu genin mono, bi
ya da polisistronik yapida olabildigi ve bu genin hiicre canliligindaki roliinun ttire
gore degisebildigi rapor edilmistir. Ornegin E. coli, Helicobacter pylori, Lactococcus
lactis bakterileri icin ftsH geni hiicre canliligi i¢in gerekli iken Bacillus subtilis” de
ise gerekli olmadigi tespit edilmistir [Tomoyasu et al., 1993], [Nilsson et al., 1994],
[Ge and Taylor, 1996], [Deuerling et al., 1997].

Bitkilerde model organizma olan Arabidopsis thaliana’da plastidlerde 12
farkli FtsH proteaz izoformu bulunmustur. Bunlar hetero ya da homo kompleks
yapilar seklinde ve FtsH 1-12 olarak ifade edilmektedir. Bu proteazlar plastidlerde
o6nemli rol oynamakta birlikte bunlardan bazi FtsH proteaz izoformlarinin pleitropik
etkiye neden olduklar tespit edilmistir [Sakamato, 2006]. Ornegin FtsH2 ve FtsH5
mutantlar tilakoid gelisiminde defektlere yol agarak yapraklarin alacali bir fenotip
olusturmasina neden olmaktadir. Ayrica bir FtsH proteazin A. thaliana’da
fotoinhibisyon sonrasi hasarli D1 proteininin yikimi i¢in gerekli oldugu bulunmustur
[Lindahl et al., 2000]. D1 proteini fotosistem I1” nin (PS 11) reaksiyon merkezinin bir
pargasidir. A. thaliana’da PS II 1sik toplama kompleksi (LHC II) FtsH6’nin bir
substrat1 olarak tanimlanmistir [Zelisko et al., 2005].

FtsH proteazin baz1 homologlar1 diger dkaryotik hiicrelerde de bulunmustur.
Maya mitokondrisinde m-AAA-proteaz ve i-AAA proteaz olmak iizere 2 homologu
vardir. Insan paraplegi (felg) maya i-AAA ve m-AAA proteazlarla homolog olup bu
genlerdeki meydana gelen delesyon sonucunda olusmaktadir. Paraplegin
mutasyonlar1 tagiyan hastalarin mitokondrisinde solunum defekti g0zlemlenmis ve
benzer fenotip m-AAA proteaz eksik maya hiicrelerinde de gézlemlenmistir [Casari,
De Fusco et al. 1998].

2.1. FtsH Proteazin Y apisi

FtsH proteaz, E. coli’de ATP-bagimli proteazlar arasinda membrana bagl
tek proteazdir. Bu proteazin molekiiler agirligi 70 kDa ve 647 aminoasitten meydana
gelmektedir. Yapisal olarak diger AAA protein ailesi liyeleri gibi yiiziik seklinde
homo-hekzamer bir yapiya sahip olup, 2 kisa transmembran segment iceren N-
terminal bolge ile AAA™ bélgesi ve proteaz bolgesi iceren bilyiik sitozolik C-terminal
boélgeye sahiptir (Sekil 2.1), [Ito and Akiyama, 2005].



E. coli’de FtsH proteazinin 71 aminoasitlik rezidiisii uzun ilmek seklinde
periplazmanin i¢inde yer almaktadir ve bu hekzamerik proteaz monomer uzantisiyla
sitoplazma igerisine ¢ikinti yapacak sekilde 2 transmembran heliks tarafindan i¢
membrana demirlemistir. N-terminal bolge, proteinin homo-oligomerizasyonunda rol
almakta ve bu bolgenin 7 aminoasitlik kismi sitoplazma igerisine uzanmaktadir.
[Tomoyasu et al., 1993]. Transmebran segmentleri arasinda bulunan kisa periplazmik
boélge, HfIK ve HfIC proteinleri ile etkilesiminde 6nemlidir. Membrana baglanmis 2
transmembran bolgeyi ise uzun bir C terminal bolgesi izlemektedir [Akiyama et al.,
1998].
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Sekil 2.1: FtsH proteaz enziminin fonksiyonel ve lokalizasyon boélgeleri.

FtsH proteazin sitoplazmaya dogru uzanmis olan uzun C-terminal bolgesi
proteaz aktivitesinin gergeklestigi bolgedir ve yaklasik 520 rezidiilik kismi
sitoplazmada bulunmaktadir [Tomoyasu et al., 1993], [Kihara et al., 1998]. C-
terminal bolgesi iki alt bolgeden olugmaktadir. Bunlar, AAA-ATPaz bolgesi ve ¢inko
baglanma motifi (HEXXH) iceren proteaz bdlgesi olup her iki bolge de proteolitik
aktivite icin dnemlidir [Tomoyasu, et al. 1993], [Akiyama et al., 1996], [Karata et al.,
1999]. Sitoplazmada 144-398 rezidii iceren bolgeden olusan AAA® domaini ATPaz
aktivitesinden sorumlu bélgedir. Bu bolge tipik AAA bolgesi 6zelligi gostermektedir.
Bu ATPaz bolgesinde korunmus Walker A (G'*PPGTGKT?®?) ve Walker B
(I*°IFIDEID®") motiflerinin yaninda SRH (299-317 rezidileri) bolgesi
bulunmaktadir. Bu bélgeler AAA™ ailesi proteinlerinde AAA alt-sinifinda
karakteristik olup ATP baglanmasi ve hidrolizi igin gereklidir [Neuwald et al., 1999],



[Nijtmans et al., 2000]. SRH motifinin C-terminusdaki arjinin rezidust “arjinin
parmag1” olarak ifade edilir ve ATP hidrolizi igin ¢ok dnemlidir [Ogura et al., 2004].

ATPaz bélgesi, FtsH proteazin merkezi por girisini olusturmaktadir ve ¢ap1
yaklasik 15 A° kadardir. Por 228. pozisyonunda fenilalanin aminoasidi korunmustur.
Bu bolge substrat baglanmasinda olduk¢a onemlidir (Sekil 2.2), [Okuno et al.,
2006a]. Substratlarin katlarinin agilmasi ve proteolitik bolgeye nakledilmesi igin
ATP kullanilmaktadir. ATP enerjisi ayrica translokasyon icin de gereklidir [Yamada-
Inagawa et al., 2003], [Bieniossek et al., 2006], [Okuno et al., 2006].

Sekil 2.2: FtsH proteaz enziminin yapist.

FtsH proteazin C-terminal bolgesinin proteolitik bélgesinde 3 heliks yapisi ve
567., 574., 584. pozisyonda 3 korunmus 16sin rezidiisii bulunmaktadir. Ik 2 heliks
16sin fermuarini olustururken RpoH ve A CII proteinlerinin yikiminda oldukca
6nemlidir [Shotland et al., 2000]. C-terminal bolgede bulunan diger 6nemli yapilar
ise Zn**-metaloproteaz aktif bolge motifi (H417EAGH421), Zn** ligand rezidii E479
[Saikawa et al., 2002] ve coiled-coil (kivrilmis kangal) 16sin fermuari yapilaridir. Bu
rezidiiler de FtsH proteazin hem ATPaz hem de proteaz aktivitesinde 6nemli rol
oynamaktadir [Tomoyasu et al., 1995].

Maya mitokondrisinde FtsH proteazin m-AAA-proteaz ve i-AAA proteaz
olmak tizere 2 homologu vardir (Sekil 2.3), [Nolden et al., 2005], [Koppen and
Langer, 2007]. Bunlardan m-AAA proteaz, 2 transmembran segmenti ile i¢
membrana demirlemistir. Mitokondri matriks bdlgesinin i¢ ylizeyinde bulunan

YtalOp ve Ytal2p ise aktif bolgeyi olusturmaktadir [Arlt et al., 1996]. Buna kars i-



AAA proteaz Ymelp intermembran boslukta lokalize olmakta olup aktif bolgesi bu

intermembran bolgede bulunmaktadir.
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Sekil 2.3: Mitokondrial AAA proteaz.

m-AAA proteazin protein kalite kontrol aktivitesinin Phblp ve Phb2p
prohibitin kompleksleri ile diizenlendigi ve m-AAA proteazin mitokondriyel
ribozomal protein MrpL32’nin olgunlasmasinda gorev aldig: tespit edilmistir [Arlt et
al.,, 1996]. Ayrica maya hiicrelerinde yapilan c¢alismada, m-AAA proteaz
delesyonlariin solunum eksikligine neden oldugu goriilmiistiir [Arlt et al., 1996]. Bu
durumun MrpL32°nin olgunlasmasinda meydana gelen eksiklikten dolayr meydana
geldigi tespit edilmistir [Nolden et al., 2005]. Ayrica mitokondriyel i¢ membran
boyunca c¢ikan ve bir arada olgunlasan Ccpl, sitokrom c, peroksidazin m-AAA
bagimli oldugu bulunmustur. Ayrica Ccpl 06n sekansi igerisindeki 9 alanin
rezidisinin m-AAA ile ayrilma igin gerekli oldugu tespit edilmistir [Tatsuta et al.,
2007]. I-AAA proteaz igindeki FtsH korunmus por rezidiileri de benzer sekilde
substrat ile interaksiyonda onemlidir [Graef and Langer, 2006]. i-AAA proteazda
yapilan mutagenez ¢alismalarinda 2 helikal baglanma bdlgesi bulunmustur.
Proteolitik bolgedeki C-terminal heliksler proteolitik silindirin ylizeyinde kafes
benzeri bir yap1 olusturur ve 6zel substrat proteinlere kars1 baglanmay1 saglar. AAA
bolgesindeki N-terminal heliksler membran yiizeyine yakin lokalize olmustur ve
negatif yiklidiirler. Bu yap1 genel substrat baglanmasini saglamaktadir [Graef et al.,
2007].
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2.2. FtsH Proteazin Fizyolojik Fonksiyonlari ve Substratlar:

FtsH proteaz enzimi hicre igerisinde ve membranda bulunan bir¢ok proteini
yikima ugratarak ¢esitli hiicresel siire¢lerde diizenleyici rol oynamaktadir (Sekil 2.4),

[Krzywda et al., 2002].

DM Membran proteinlerin kalite Ft H Membran bilesenlerinin
kontrolii (SecY,Fya, YccA) SH, biyosentezinin kontrolii
N~ N O
ey i
IM "N\ T Katlanma/ i \
birlesme \A ATP LPS
T ADP +P, f
Anormal SsrA-
proteinlerin | isaretii - Lipit A fosfolipitler
kaldiriimasi | Proteinler '\
- / KdtA—>
Afajinin .
Litik/lizogenik yola |ACII LpxC—
karar verilmesi ACIN
SoxS RpoH Hidroksimiristol-ACP
Siiperoksit stres Is1 soku gen
cevabin ifadesinin
kapatiimasi kontrolii

Sekil 2.4: FtsH proteaz enziminin fonksiyonlarinin sematik gosterimi.

2.2.1. FtsH Proteazin Sitoplazmik Substratlar

FtsH proteazin E.coli’de bir¢ok diizenleyici fonksiyonu bulunmakta olup,
sitoplazmik substratlar1 ve yikim sinyalleri Tablo 2.1°de gosterilmistir [Flhrer et al.,
2005]. FtsH proteaz bu substralarini 2 farkli yikim prensibi ile tanimaktadir. Bunlar
LpxC’de oldugu gibi serbest u¢ digeri ise RpoH’da oldugu gibi yapisal 6zelliklerle

olmaktadir. Genellikle bu siniflandirmalarin gesitli varyasyonlar1 bulunmaktadir.
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Tablo 2.1: FtsH proteazin sitoplazmik substratlari.

Adantér Degredasyon
Substrat Organizma P P Sinyallerinin Referans
rotein i
Lokalizasyonu
Synechocystis .
GgpS sp. PCC 6803 Tanimlanmamis Stirnberg et al., 2007
Kihara et al., 1997,
ACII Faj ME. coli | HfIK/C, |C-Terminal 2001; Shotland et al.,
HfID 1997
ACIII Faj ME. coli Protein icinden Herman et al., 1997
. . . Leffers and
AXis Faj ME. coli Tanimlanmamis Gottesman, 1998
MarA E. coli N-Terminal Griffith et al., 2004
SoxS E. coli N-Terminal Griffith et al., 2005
DnaK/J . . .
3 . " [2.1 Dbolgesi ve Horikoshi et al., 2004;
o (RpoH) | E. coli (EBQOE'—/ bolgesi Obrist, 2006
6> (RpoH) |C. Crescentus Tanimlanmamis Fischer et al., 2002
F Alvarez-Martinez et
o C. Crescentus Tanimlanmamis al., 2006
oV B. Subtilis Tanimlanmamis Zellmeier et al., 2003
SpoVM B. Subtilis Protein icinden Cutting et al., 1997
GInK C. . Tanimlanmamis Strosser et al., 2004
Glutamicum
Flavodoksin | E. coli Protein icinden Okuno et al., 2006b
SsrA isaretli| = C-Terminal Herman et al., 1998
proteinler
. . Ogura et al., 1999;
LpxC E. coli C-Terminal Fahrer et al., 2006
FtsZ E. coli Internal Srinivasan et al., 2008

2.2.1.1. Faj A proteinleri

FtsH proteazin fonksiyonlarindan biri de viral enfeksiyonda rol oynamasidir
[Banuett et al., 1986]. E.coli’de faj A, 2 ayn fizyolojik yol ile konaga girmektedir.
Bunlardan biri litik yol olup, bu yolda faj replikasyonu olur ve konak hiicrede lizis
gerceklesir. Lizogenik yola girildiginde ise faj genomu konak genomuna entegre olur
ve faj Uretimi represyonu gozlenir. Litik ve lizogenik yola karar vermede, hiicre
biiyiime sartlari, tek hiicreyi enfekte eden faj sayist gibi stokastik ve deterministik
komponentleri iceren gesitli kompleks mekanizmalar etkilidir [Kourilsky, 1973],
[Kourilsky and Knapp, 1974], [Obuchowski et al., 1997], [St-Pierre and Endy, 2008].

Faj A proteinlerinin proteolizi ile FtsH proteaz litik ya da lizogenik yola karar
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vermede rol oynamaktadir (Sekil 2.5), [Herman et al., 1997]. A fajinin dongiistinde
Cl, CII, CllI ve Xis proteinleri dnemlidir ve ACII proteininin FtsH proteaz tarafindan
yikimi, A fajim litik yola yonlendirmektedir [Shotland et al., 1997]. ACII proteini
lizogenizasyonda ise ACI represorinin ekspresyonunu indiklemektedir. LpxC ve
SsrA isaretinde oldugu gibi ACII proteininin C-terminalinde non-polar rezidulerce
zengin yapisal olarak esnek yikim sinyali bulunmaktadir. Bu sinyal FtsH proteaz
tarafindan yikimin gergeklesmesinde etkindir [Kobiler et al., 2002], [Datta et al.,
2005]. Ayrica FtsH proteaz birincil olarak Lon proteaz ile kontrol edilen konak
genomuna entegre olan faj DNA’sinin kaldirilmasimi saglayan AXis excisionaz

yikimini saglamaktadir [Leffers and Gottesman, 1998].

FtsH hake
IM
HfID
/ \\_‘ L’/
AXis Ac
ACHl
» lysogenisation [«

Sekil 2.5: FtsH proteazin litik-lizogenik yola karar vermedeki fonksiyonu.

FtsH proteaz bazi substratlarini adaptdr proteinler aracilifiyla yikima
ugratmaktadir. Bunlardan HfID proteini, ACII proteininin yikimi i¢in adaptdr protein
olarak rol almaktadir. Bunun yaninda HfIK/C kompleksi ise lizis/lizogeni
degisiminde diizenleyici bir faktor olarak rol almaktadir [Kihara et al., 1997],
[Kihara et al., 2001], [Bandyopadhyay et al., 2010]. FtsH proteaz enziminin ACII
proteininin yikiminda, 54 amino asitlik bir protein olan ACIII proteini FtsH proteazin
yarismali inhibitorii olarak gorev yapmaktadir [Herman et al., 1997]. FtsH proteaz
enziminin inhibisyonunda protein oligomerizasyonu ve ACIII proteininin internal
amfipatik a-heliks rezidust énemli fonksiyon gostermektedir [Kornitzer et al., 1991],
[Kobiler et al., 2007]. ACIII proteininin kesilmis 14-41 arasi rezidiileri inhibitor
olarak etki gostermektedir ancak proteolizi 6nleyemedigi gdzlenmistir [Halder et al.,
2007].
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2.2.1.2. SoxS ve MarA

E.coli’de SoxS ve MarA regiilator yaniti oksidatif stres ya da salisilat gibi
sinyallerle tetiklenmekte ve eksprese olmaktadir. SoxRS ve Mar regiilonlari yan yana
olup SoxS ve MarA etkilerini dogrudan transkripsiyon aktivasyonu ile
gostermektedirler [Martin et al., 2000]. SoxRS/Mar regulonu indiksiyonu oksidatif
strese karsi savunma saglarken cesitli antibiyotiklere, agir metallere ve organik
coziiciilere kars1 yiiksek toleransi giiclendirmektedir. Her 2 proteinin de amino asit
dizisi % 45 oranda benzerdir ve yart omiirleri 2 dk. (SoxS) ve 1 dk. (MarA)’dur.
Proteolizin dlzenlenmesi superoksit ya da nitrik oksit stresi gibi gesitli stres
cevaplarin olusmasinda ya da bu cevabin kapatilmasinda rol oynamaktadir
[Greenberg et al., 1990], [Nunoshiba and Demple, 1993], [White et al., 1997]. Bu
strecte FtsH proteaz oksidatif strese cevabin kapatilmasinda da gorev almaktadir.
Stres cevabinin kapatilmasinda transkripsiyonel aktivatorlerin igsel diizensizlikleri
onemli olup bu dizensizlik neticesinde FtsH ve Lon proteaz enzimleri protein
yikimint gergeklestirirler. Oksidatif stres altinda diizenleyici SoxS cevap eksprese
olurken bu proteazlar tarafindan hizli bir seklide yikima ugratilarak yar1 omrii 1
dakikada tutulmaktadir. Boylece superoksit konsantrasyonu bazal dizeye
cekilmektedir [Griffith et al. 2004]. SoxR’nin oksidasyonu tek gen olan soxS’nin
transkripsiyonunu saglarken SoxS’de, sliperoksit regulonunun transkripsiyonunu
aktive etmektedir. [Nunoshiba et al., 1992], [Wu and Weiss, 1992], [Gaudu and
Weiss, 1996], [Gaudu et al., 1997]. SoxS proteininin yar1 émrii 2 dakikadan az olup
hlcresel seviyesi Lon proteaz ve minor olarak FtsH proteaz ile kontrol edilmektedir
[Griffith et al., 2004]. Bu proteinin DNA ve RNAP’ye baglanmasi Lon proteaz ile
proteolize karst korumaktadir [Shah and Wolf, 2006]. Ayrica SoxS ve MarA
proteinlerinin N-terminaline etiketlerin eklenmesi, bu proteinlerin FtsH ve Lon
proteaz tarafindan yikiminda stabilizasyon agisindan onemli bir faktordiir. Ornegin
SoxS proteinin N-terminaline etiketlerin ilavesi stabilizasyonunu saglarken N-
terminalin kesilmesi, protein stabilizasyonunu olumsuz etkileyerek FtsH ve Lon

proteaz tarafindan yikima ugramasina neden olmaktadir [Shah and Wolf, 2006].
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2.2.1.3. Flavodoksin (Fld)

E.coli’de FtsH proteazin bir baska substrati flavodoksin (Fld) olarak
tanimlanmustir. Flavodoksinin yapisinda flavin monontikleotit (FMN) bulunmaktadir
Bu protein kugcik elektron transfer proteinleri olarak gérev almasinin yaninda siklik
ve lineer elektron akisini saglamaktadir. Ayrica fotosistem I’deki (PSI) terminal
elektron akseptorii tarafindan rediiklenen ¢6ziiniir proteinlerdir. Flavodoksin elektron
transferindeki fonksiyonunu bir protein ve kiigiik organik bir kofaktdr arasindaki non
kovalent interaksiyon ile gergeklestirir [Setif, 2001]. Bu proteinler kug¢ik bakteriyel
flavoproteinler olup 6zellikle de diisiik potansiyelli elektron transferinde gorev alirlar
ve ¢oklu redoks reaksiyonlar1 olustururlar. Biitiin flavodoksinler non kovalent bir
bicimde flavin mononiikleotide baglanirlar [Watenpaugh et al., 1972]. In-vitro
yapilan calismalarda FMN igermeyen apo-flavodoksinin FtsH proteaz tarafindan
yikima ugratildigr bulunmustur [Okuno et al., 2006]. Buna karsin FMN igeren holo-
flavodoksin kompleksi proteolize karsi direnglidir. Flavodoksininin proteolizi
proteinin katlanma fazi ile iligskili olup FMN baglanmasi flavodoksinin yapisini
stabilize etmektedir [Ayuso-Tejedor et al., 2010]. Flavodoksin yapisinda spesifik
yikim sinyali icermezken, FtsH proteaz apo-FId proteinini C-terminal iginden N-
terminal yOniinde yikima ugratmaktadir [Okuno et al., 2006]. Apo-flavodoksinin
yikimi proteinin internal bolgesinden baslayabilmektedir ve yikim i¢in terminal

bolgeye gerek duymaz [Okuno et al., 2006].

2.2.1.4. FtsZ

E.coli’de FtsH proteazin in vitro substratlarindan biri, hlicre bolinme proteini
olan FtsZ proteinidir. GTPaz FtsZ proteini, prokaryotik tiibilin homologu olup
bolunme bolgesinde Z-yiiziigi (veya halkasi) yapist olusturur [Bi and Lutkenhaus
1991]. FtsZ proteininin in vitro proteolizi terminal sekanslardan bagimsizdir ve GTP
baglanma durumu ile diizenlenir [Srinivasan et al., 2007], [Srinivasan et al., 2008].
FtsH proteaz ile FtsZ’nin in-vivoda yikiminin 6lgimii basarisiz olmustur [Srinivasan
and Ajitkumar, 2007]. Buna karsin in vivo da FtsZ, ClpXP sisteminin substrati olarak
gozlemlenmistir. [Kelly et al., 1998], [Weart et al., 2005].
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2.2.1.5. SsrA-isaretli Substratlar

E.coli’de zamansiz sonlanan mRNA translasyonu sonucu olusan kesilmis
proteinlerin C-terminaline “Ssr-A isaretleme” olarak ifade edilen 11 rezidi
(AANDENYALAA) eklenir. Bu isaretleme yoluyla hatali proteinler ClpAP/XP
proteazlar yoluyla hizli bir bicimde yikima ugratilmaktadir [Keiler et al., 1996],
[Gottesman et al., 1998]. Bir ribozomla iliskili protein olan SspB proteini Ssr-A
isaretli bolgeye baglanarak substratin ClpXP tarafindan taninma ilgisini arttirir
[Levchenko et al., 2000]. SspB disinda ClpA ya da ClpX’ de Ssr-A isaretli spesifik
tanima bolgesine baglanir [Flynn et al., 2001].

FtsH proteaz enzimi de Acl-SsrA model substratinda oldugu gibi Ssr-A isaretli
substratlart tanir ve etkili bi¢imde yikima ugratir. Represor bir protein olan Acl
proteininin C-terminal bolgesine eklenen non polar aminoasitlerce zengin rezidi
proteinin kararsizligini artirir ve FtsH proteazin substratini taninmasinda 6nemli islev

gobrmektedir [Herman et al., 1998].

2.2.1.6. GInK Proteini

FtsH proteaz Corynebacterium glutamicum’ da GInK proteinini yikima
ugratarak nitrojen metabolizmasinda gorev almaktadir. Nitrojen agligi esnasinda
GInK adenillenir ve global repressor protein AmtR ile interaksiyona girerek nitrojen
acligt  genlerinin  eksprese olmasma olanak saglar.  Yiiksek nitrojen
konsantrasyonunda GInK sitozolik membrana dogru yaklasir ve AmtB transporter ile
interaksiyona girerek amonyum aliminit bloke eder. GInK, FtsH proteaz yaninda Clp

proteazlar tarafindan da yikima ugratilmaktadir (Sekil 2.6), [Strosser et al., 2004].

16



A B

Diisiik NH,* konsantrasyonu yiiksek NH,* konsantrasyonu
L !
; )
—— AmtB —— :[ AmtB J= Fts|——
I 695 :

GinKy GINKs~AMP;
GInKs~AMP;

T
AmtR
transkripsiyonu-
amtB iceren
genlerin kontrolii

Sekil 2.6: FtsH proteaz enziminin NH;"iin hiicreye alimindaki kontrol mekanizmast.

2.2.1.7. Sporulasyon Faktori SpoVM

FtsH proteaz, sitoplazmik substrati olan alternatif sigma faktorlerinin
proteolitik diizenlemesinde gorev almaktadir. Caulobacter crescentus’da duragan
fazda oksidatif strese cevapta gorevli ekstra sitoplazmik fonksiyon (ECF) sigma
faktorii SigF (c7)’nin  hiicresel seviyesi FtsH proteaz ile ayarlanmaktadir [Alvarez-
Martinez ve ark., 2006]. Zellmeier ve arkadaslar1 B. subtilis’ de ise ECF sigma faktor
6"’nin FtsH proteazin substrati oldugunu 6ne siirmiislerdir (2003). FtsH proteaz
ayrica B. subtilis’ de 6 sigma faktorii ve kompleks protein agnin gorev aldigi
endospor gelisiminde gérev almaktadir [Kroos and Yu 2000]. Endospor gelisiminde
SpoOE bir fosfataz olup SpoOA’nin diizenlenmesinde goérev alirken, SpoVM bir
FtsH inhibitorii olup yavas bir sekilde yikima ugratilmaktadir [Cutting et al., 1997].
FtsH proteaz her 2 proteinin yikimi ile sporulasyonun erken ve geg fazlarinda gorev
almaktadir [Cutting et al., 1997], [Le and Schumann, 2009].

2.2.1.8. LpxC

FtsH proteaz. E. coli’ de ve diger Gram (-) bakterilerde lipit A biyosentezinde
anahtar enzim olan LpxC proteininin yitkiminda gorev almaktadir (Sekil 2.7), [Chen
and Eliora, 2008].
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Sekil 2.7: Gram (-) bakterilerde Lipit A biyosentezi yolu ve
FtsH proteaz enziminin metabolik yoldaki diizenleyici mekanizmasi.

LPS biyosentezi Lipit A olusumu ile baglamaktadir. Lipit A’ nin ¢ok fazla ya
da ¢ok az miktar1 E. coli’ de toksik etkiye sebep olmaktadir. Bu sebeple hiicre
canliligi igin LpxC seviyesinin diizenlenmesi oldukca 6nemlidir. FtsH proteaz AAA
proteazlar icerisinde membran lipitlerin biyosentezinin diizenlenmesinde goérev
almaktadir. E. coli’de ftsH mutant hiicrelerde yapilan ¢aligmada lipit A
biyosentezinde ilk basamagi katalizleyen enzim olan UDP-3-O-agil-N-
asetilglukozamin deasetilaz (LpxC) birikimi oldugu gézlenmistir. LpxC’nin bu
akiimiilasyonu Lipit A oraninda diizensizlige sebep olmaktadir [Ogura et al., 1999].
Lipit A biyosentezinde ilk basamak (R)-3-hidroksimiristol-ACP’nin acil grubunun
UDP-GIcN’e, LpxA araciligiyla transferidir. UDP-GICN peptidoglikan biyosentezi
icin gerekli olup, (R)-3-hidroksimiristol-ACP fosfolipit (PL) biyosentezi igin
prekiirsor molekiildiir. Lipit A biyosentezinde islenmis ilk reaksiyon ikinci enzim
olan LpxC tarafindan katalizlenir [Young et al., 1995]. Bu reaksiyon LPS
biyosentezinde hiz sinirlayici ya da iiriin sinirlayict basamak olup bu reaksiyonu

katalizleyen enzim olan LpxC, FtsH proteaz ile yikima ugratilmaktadir.
2.2.1.9. RpoH (¢%)

E.coli ’de FtsH proteaz sitoplazmik substratlarindan biri olan sigma

faktorlerinin yikimi ile 1s1 soku gen ekspresyonunu kontrol etmektedir. Is1 soku
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esnasinda hiicrede katlanmamis proteinler bir araya gelerek kiimelesme meydana
getirmektedir. Inaktif proteinlerin birikimini énlemek icin RpoH (c%?) alternatif
sigma faktoriiniin indiiklemesiyle 1s1 soku proteinleri eksprese olmaktadir. RpoH
regilonunun ekspresyonu sadece sicakligin artmasiyla olmamaktadir. Bunun yaninda
etanol ilavesi gibi gesitli stres durumlari yanlig protein katlanmalarima ve RpoH
ekspresyonuna neden olmaktadir [VanBogelen et al., 1987], [Gross et al., 1996].
RpoH bagimli promotorlar DnaK/J, GroEL/ES, kii¢ilk HSPs benzeri IbpA/B, gibi
saperon benzeri molekiillerin transkripsiyonu yaninda ClpXP, HslUV, Lon ve FtsH
gibi proteazlarin transkripsiyonunu da saglamaktadir [Cowing et al., 1985], [Chin et
al., 1988], [Chuang et al., 1993], [Herman et al., 1995], Herman et al., 1995], [Li et
al., 2000], [Nonaka et al., 2006]. Kii¢iik HSPs benzeri IbpA/B, katlanmaya elverisli
durumda denatiire olmus proteinleri korur ve agregasyonu engeller. Saperon benzeri
DnaK/J ve GroEL/ES ise katlanmamis proteinlerin ya da yanlis katlanmis proteinleri
yeniden dogru katlanmalarina olanak saglamaktadir. Olgunlasmamis proteinlerin
yeniden katlanmasi degradasyon yerine tercih edilen bir durumdur (Richmond,

Glasner et al. 1999).
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Sekil 2.8: 6**’nin proteolitik yolunun sematik gosterimi.

RpoH diizeyi fizyolojik sartlara gore kompleks transkripsiyonel,
translasyonel, post-translasyonel mekanizmalarla ve FtsH proteaz tarafindan sigma
faktorlerinin yikimi ile ayarlanmaktadir [Fischer et al., 2002], [da Silva et al., 2003].
FtsH proteazin sitoplazmik substrat1 olan 1s1 soku sigma faktorii 5>2"nin yar1 Omrii

kisadir ve 1s1 soku ya da diger stres sartlar1 yoklugunda hizli bir sekilde yikima
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ugratilmaktadir (Sekil 2.8), [Herman et al., 1995], [Tomoyasu et al., 1995]. Bu
substratin yar1 émrii FtsH proteaz yaninda diger ATP bagiml proteazlar tarafindan
da etkilenmektedir [Kanemori et al., 1997]. Saflastirilmis reaksiyon sisteminde FtsH
proteaz, Zn** ve ATP bagimh bir seklide caz’yi yikima ugrattig1 tespit edilmistir
[Tomoyasu et al., 1995], [Okuno et al., 2004].

Sicakligin artmasiyla birlikte denatiire olmus protein miktariyla duyarlilik
artar. Boylece sigma faktoriin stabilitesi artar ve RNAP bagli RpoH, HS genlerinin
transkripsiyonunu saglar. HS sonrasi translasyonun ve stabilitenin artmasiyla RpoH
miktar1 4 dakika iginde 17 kat artar fakat 15 dakika sonra yeni duragan fazda
seviyede 5 kat diislis olur [Straus et al., 1987]. Yani HS cevap gegicidir ve HSPs
sentezi, hiicresel protein katlanma fazi iizerinde negatif bir feedback ile
koordinelidir. Saperon sistemin kullanilmayan molekiilleri RpoH’ya baglanir.
Saperon baglanmast muhtemelen RpoH inaktivasyonuna neden olur ve RpoH
proteolizi i¢in hedeflendirilir. Bu sekilde HS genlerinin ekspresyonu i¢in hassas bir
ayarlama yapilmaktadir [Yura et al., 2007]. DnaJ molekili RpoH proteininin 2.1
bolgesine baglandiginda molekiilde meydana gelen konformasyonel degisikler
DnaK’nin baglanmasina olanak saglar. DnaK molekiiliiniin RpoH nin 3.2 bdlgesine
baglanmas1 molekiiliin yapisal olarak destabilize olmasina neden olur ve FtsH

proteaza taginmasina yol acar (Sekil 2.9), [Obrist, 2006].
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Sekil 2.9: Is1 sokuna cevabin kontroliinde FtsH proteazin gorevi.
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2.2.2. Membran Proteinlerin Kalite Kontroli

E.coli’de kodlanan proteinlerin yaklastk % 21’i membranda lokalize
olmaktadir. Bu nedenle membranda lokalize olan FtsH proteaz, sitoplazmik
membran proteinlerin kalite kontroliinde énemli rol oynar [Akiyama, 2009], (Tablo
1.3), [Fuhrer et al., 2005] .

Tablo 2.2: FtsH proteazin membran substratlari.

Substrat Organizma Referans

SecY E. coli Kihara et al., 1995
AtpA E. coli Akiyama et al., 1996
YcCcA E. coli Kihara et al., 1998
FtsZ E. coli Anilkumar et al., 2001
D1 Synechocystis sp. PCC 6803 | Silva et al., 2003

D2 Synechocystis sp. PCC 6803 | Komenda et al., 2006
CP47 Synechocystis sp. PCC 6803 | Komenda et al., 2007

FtsH proteazin membran bagli substratlar1 arasinda SecEGY translokaz ile
kompleks olusturmamis Sec Y [Kihara et al., 1995], ATP sintaz ile kompleks
olusturmamis ATPaz proton o (FOa) alt {initesi [Akiyama et al., 1995] ve fonksiyonu
tam bilinmeyen 7 transmembran segmente sahip YccA proteini bulunmaktadir
[Kihara et al., 1998]. Sec Y alt Unitesi ve Foa alt iinitesi yardimci proteinlerle
bulunmadigi zaman hizli bir sekilde yikima ugrarken hiicresel fonksiyonu
bilinmeyen YccA proteini daha yavas yikima ugramaktadir [Akiyama and Ito, 2000].

SecY proteini yapisal olarak pseudosimetrik yapida ve membran integral
proteini olup SecE ile iligkilidir [Van den Berg et al., 2004]. SecY, SeckE ve SecG ile
birlikte stabil translokon kompleksini olusturmaktadir ve bu kompleks dinamik bir
yapidadir. Bu yapi, 6ncii proteinlerin transbilayer hareketine olanak saglarken bunun
yaninda yeni sentezlenmis membran proteinlerin lipit bilayer tabakasina
biitiinlesmesine olanak saglamaktadir. Translokon kompleksinin ayri olmasi hicre
i¢in zararli bir durum olusturur ve SecE olmadan SecY alt (initesi FtsH" hiicrelerde
yikima ugratilir. Bunun sonucunda translokaz bloke olur ve protein translokasyonu
engellenir [Akiyama et al., 1994], [van Stelten et al., 2009]. Ayrica ayr1 durumda

iken yapisinin stabil olmadigi, yar1 omriiniin ~2 dakika oldugu ve ftsH mutant
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hiicrelerde SecY akiimiilasyonu oldugu gozlemlenmistir [Kihara et al., 1995]. In
vitro caligmalarda deterjanla ¢6zme, enzim saflastirilmasi ve substrat kullanilarak
FtsH proteazin SecY proteinini Zn** ve ATP hidrolizi ile yikima ugrattigi
gbzlemlenmistir [Akiyama et al., 1996].

Proton ATPazda ise Fo partikilinin alt {initesi o proteini (yart 6mrii ~2 dk.)
hizl1 bir bicimde FtsH proteaz tarafindan yikima ugratilmaktadir. Yikim olay1 diger
alt tinite olan Fo yoklugunda gergeklestirilirken bu durum hem in vivo hem de in
vitro’da gozlemlenmistir [Akiyama et al., 1996]. Boylece FtsH proteaz kompleks
olusturmamis hiicre i¢in zararli proteinleri yikima ugratarak hiicre canliliginda gorev
yapmaktadir [Ito and Akiyama, 2005].

ATP-bagimsiz ve c¢inko bagimli endopeptidaz HtpX’in FtsH proteazin
komplementeri olarak gorev yaptigi in vitro’da SecY proteininin ayrilmasi ve FtsH
proteazin kaybinda esensiyel olarak gorev yapmasinda tespit edilmistir [Shimohata et
al., 2002], [Sakoh et al., 2005]. Boylece HtpX’in bir roliiniin FtsH proteaz tarafindan
terminal bolgenin agiga ¢ikmasi ve taninmasi sonucu membran proteinlerin 6n
ayrilmasiyla protein kalite kontroliine katki sagladigi 6n goriilmektedir (Sekil 2.10),
[Sakoh et al., 2005], [Akiyama, 2009].
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Sekil 2.10: FtsH proteaz ve etkilesime girdigi proteinlerin topolojisi.

Mitokondri i¢ membraninda FtsH benzeri 2 proteaz bulunmaktadir.
Bunlardan m-AAA matriks igerisine dogru aktif iken i-AAA bu yapinin karsisinda
intermembran igerisine dogru c¢ikintt yapacak sekilde bulunmaktadir. HtpX
homologu Omal, m-AAA ile birlikte fonksiyon gostermektedir ve Oxal substratin
ayrilmasinda bilinmeyen bir mekanizma ile rol oynamaktadir [Kaser et al., 2003].
Prohibitin benzeri proteinler ile FtsH proteazin interaksiyonu korunmustur.
Mitokondrideki prohibitinlerin kesin fonksiyonu ¢ogunlukla bilinmemektedir. Ancak
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bu proteinler m-AAA proteaz ile proteolitik aktivitesinin dizenlenmesinde rol
oynamaktadir [Steglich et al., 1999],[Tatsuta et al., 2005]. E.coli’de bulunan 2
prohibitin benzeri protein olan HIfC ve QmcA, FtsH proteaz ile interaksiyona
girmektedir. HFIC ve QmcA i¢ membranda kars1 oryantasyona sahiptir. Bu proteinler
sirastyla HfIC ve YbblJ ile bir operonda kodlanmaktadir [Kihara et al., 1996], [Chiba
et al., 2006]. Protein kompleksi HIfK/C, FtsH proteazin SecY kars1 diizenlenmesinde
gorev alir fakat QmcA i¢in bir roliiniin oldugu rapor edilmemistir [Kihara et al.,
1996]. Ilging bir sekilde FtsHg(HfIK/C)s’dan olusan FtsH holoenzimi olgunlasmamis
membran proteinlerin lokasyonlari ve membran proteinlerin bir araya gelmesinde rol
alan YidC proteini ile etkilesime girmektedir. Bu durum membran proteinlerin
eklenmesi ve katlanmasindaki ¢ok Onceki basamaklarda kalite kontroldeki roliine
isaret etmektedir [van Bloois et al., 2008]. HfIK/C ve QmcA/YbbJ’nin her ikisi de
FtsH ve HtpX eksik E.coli hiicrelerinde ¢ok kopyali supresor olarak gorev alir. Bu
nedenle bu proteinler mitokondrial prohibitin olarak bilinen membran saperonu
olarak fonksiyon gostermektedirler [Nijtmans et al., 2000], [Chiba et al., 2006].
Mitokondrial i-AAA ve FtsH saperon fonksiyonlarina sahiptir [Akiyama et al., 1994],
[Shirai et al., 1996], [Leonhard et al., 1999], [Herman et al., 2003], [Rainey et al.,
2006], [Inwood et al., 2009].

2.3. Geobacillus kaustophilus Hiicresel Yapi ve
Metabolizmasi

Bacillus genusunun yeniden siniflandirilmaya baglanmasindan bu yana, daha
once Bacillus tiyesi olarak bilinen birgok tiirden yola c¢ikilarak yeni genuslar
olusturulmustur. 1990’lardan sonra ekstrem ortamlarda kesfedilen, endospor
olusturan halofil, asidofil ve termofiller giderek blylyen bir grup olarak ortaya
cikmistir. 16S rRNA gen dizisi karsilastirmalar1 sonucu bu ekstremofillerin gogunun
Bacillus ile yakin akraba oldugu anlasilmistir (Sekil 2.11), [Leow et al., 2007].
Geobacillus genusuna ait tirlerin tayini de yine bu yéntem ile yapilmistir.

Geobacillus kaustophilus (HTA 426), Pasifik okyanusundaki Maria
Cukuru’nun derin deniz sedimentlerinden izole edilmistir [Takami et al., 2004].
Optimal biiyiime sicakligit 60 °C olmakla beraber, 70 °C’de da biyiiyebilen

termofilik bir bakteridir. G. kaustophilus’un yasam alani akuatik ortamlardir. Bu
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genusa ait diger tiirler ayn1 zamanda petrol rezervlerinin bulundugu ortamlarda da

gorilmektedirler. Buylime igin uygun pH araligi 6.2-7.5’dir.

G. kaustophilus, bir membran ve flagellaya sahip olmakla beraber cubuk

sekilli yap1 gosterir. Hiicreler koloni halinde biiyiidiigiinde disbikey ve seffaf bir

goriintiiye sahiptirler. Bu tiir, ayn1 zamanda endospor olusturan, aerobik, Gram (+)

bir bakteridir. 1,5 uM x 3,5 uM biyukluginde hareket etmeyen, oval ya da silindirik

sporlar riizgarla tasinabilir (Bacillus Stock Center Catalog of Strains).
G. kaustophilus, 3,54 Mb buyikliginde halkasal bir kromozom ve 47.9 kb

biylkliglnde halkasal plazmit DNA’sina sahiptir. Genom dizisi agiga ¢ikarildiktan

sonra, G. kaustophilus’ta 3498 adet protein kodlayan dizi bulunmustur. Bu kodlayici

dizilerin, genomun % 86’sina denk geldigi belirlenmistir [Takami et al., 2004].

G.thermoteovorans DSM 53667
G.kaustophilus DSM 72637
G.zalhae T1T

G.vulcani DSM 131747
G.fituanicus DSM 153257
G.thermoc atenulatus DSM 7307
@.gargensis DSM 153787

. stearthermaphiius NCDO 17687
G uzenensis DSM 135517

G. jurassicus DSM 157267
G.sublerraneus DSM 135527
G.thermodenitrific ans DSM 4657
G.caldaxyiositicus ATCC 7003567
G.toebi DSM 145907

G.thermoghx osidasivs ATCC 437427
. tepidamans DSM 163257

G. caicoproteokticus DSM 157307

G. pailicus DSM 36707
G. debills DSM 160167

E.colf

002

Sekil 2.11: Geobacillus kaustophilus’un Geobacillus cinsinin diger tiirlere gore

filogenetik yeri.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1.Kullanilan Kimyasallar

2-propanol (C3HgO), Asetik Asit (AcOH), Etanol (EtOH), B-Merkaptoetanol
(C2H60S), Sodyum Klorir (NaCl), Sodyum Hidroksit (NaOH), Hidroklorik Asit
(HCI), Fenol (CgHsOH), Kloroform (CHCIs), Izoamilalkol (CsH1.0), Siikroz
(C12H22011), Metanol (CH4O), Sodyum Dodesil Sulfat (SDS), Coomassie Brillant
Blue R250, Magnezyum Fosfat (MgCl,.6H,0), Lityum Klortr (LiCl), Agaroz,
Sodyum Asetat (C,H3NaO;), PEG (6000), Magnezyum Klorir (MgCl,) kimyasallar
Merck (Germany) firmasindan; Ampisilin, Kanamisin, Etidyum Bromid(EtBr),
Ditiotreitol (DTT), TEMED (CgH1sN2), Akrilamid (C3HsNO), Triklor Asetik Asit
(TCA), imidazol (C3HsN,), Metoksi-B-naftilamit (MNA), PMSF (C;H;FO,S), Ure
(CH4N20), Glikoz (CgH1206) kimyasallart Sigma-Aldrich (USA) firmasindan;
Tritron X-100 (Cs4Hg2011), Bisakrilamid (C;H130N20,), Amonyum Persiilfat
((NH4),S,0g), Glisin (C;HsNO,) Applichem (Germany) firmasindan, DMSO
(C2H60S), Sodyum fosfat (NaH,PO,), Potasyum Klorur (KCI) Riedel de Haen
(Germany) firmasindan; Bakto Tripton (BD), Bakto Maya 0zutl (BD) BD (France)
firmasindan; Agar ((C12H1809)x), Magnezyum Sulfat (MgSO,) Fluka (Switzerland)
firmasindan; IPTG (CgH1505S) MBI Fermentas (USA) firmasindan; Ni-NTA agaroz
Qiagen (USA) firmasindan; EDTA (C1oH16N2Og) Alfa aesar (Germany) firmasindan;

Tris (C4H11NO3) Roche (Germany) firmasindan temin edilmistir.
3.1.2. Kullanilan Enzimler ve Tamponlari

Lizozim Roche (Germany) firmasindan, RNaz A Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA) firmasindan, BamHI Restriksiyon Endonikleaz, 10X Tampon 4, Ndel

Restriksiyon Endoniikleaz NEBbiolabs (USA) firmasindan, T4 DNA Ligaz, 1X
Ligasyon Tamponu ve DNazl, MBI Fermantas AB (Vilniues, Lithuania USA)
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firmasinan, Reverse Transkriptaz ve 10X Accuscript RT Tamponu Agilent
Technology (USA) firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Kullanilan Kitler

Mini Plazmit Izolasyon Kiti (High Pure Plasmid Isolation Kit), Roche
(Germany) firmasindan, Jelden DNA Saflastirma Kiti (GeneJET'™ PCR Purification
Kit), Fermentas (USA) firmasindan, Total RNA Izolasyon Kiti (innuPREP RNA
Mini Kit), Analytikjena Biometra (Germany) firmasindan, cDNA Sentez Kiti
(Accuscript™ High Fidelity 1st Strand cDNA Synthesis Kit), Agilent Technology

(USA) firmasindan temin edilmistir.
3.1.4. Kullanmilan DNA ve Protein Molekiiler Belirtecleri
Molekiiler DNA Belirteci (MBI Fermantas, O’GeneRuler™ 1 kb DNA Marker,

SMO0311 ve SM0101) (Sekil 3.1), Molekiiler Protein Belirteci (invitrogen P7710S ve
Fermentas SM0671), (Sekil 3.2).

GeneRuler” 1kb DNA Ladder Lambda DNA/Hindlll Marker, 2
a) b)
bp ng/0.549 % bp ng/0.5pg %
23130" 2384 47.7
7
10000 200 4.0 /9-’1?6 97.1 19.4
800 240 43 @57 676 135
) 300 60 4361 450
00 80 4361 45.0 9.0
3500 51.0 102
880 176 —2322 239 48
335 6.7 - —2027 209 42
920 184 >
240 48 =
*
100 20 2
: =}
215 43 ;:‘ — 24 58 1?
P 145 29 =
S 5
2 250 215 43 2 —125 13 03
0.5p/lane =
8cm length gel, 0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7V/cm, 45min 1XTAE, 7 Vicm, 45 min

Sekil 3.1: Molekiiler DNA Belirtegleri.
a) Fermentas SM0311, b) Fermentas SM0101
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kDa - Lot specific MW, kDa

a) 230 b
— 150
170
L 100 130
*|— 80 — 3:7 =

e 72
— 60 o
95 —
— 50
— 43

— 40

— 34 —
B _— — 26
—— — 25
|00 — 7=
—15
10
Invitrogen - =
Novex 10-20% 3 =
Tris-glycine ) )
SDS-PAGE gel. 4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Sekil 3.2: Molekdler Protein Belirtegleri.
a) Invitrogen P7710S b) Fermentas SM0671

3.1.5. Kullanilan Peptit ve inhibitorler

N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-Amido-4-Methylcoumarin ~ (N-Suc-Leu-Leu-
Val-Tyr-7-AMC) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) firmasindan temin edilmistir.

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

temin edilmistir.

3.1.7. Kullanilan Antikorlar

Primer Sigma-aldrich Anti-His Anti-mouse monoclonal antibody, sekonder
cell signaling Anti Mouse 1gG HRP-linked Antibody Sigma-Aldrich (St. Louis,

USA) firmasindan temin edilmistir.
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3.1.8. Kullanilan Membranlar

Western Blot igin Immobilon-P Transfer Membran 26.5x3.75 m Roll PVDF
0.45 pm (EMD milipore) ve inkliizyon yapilar i¢in Spectrum Specta/por membran
(Tubing Molecularporous Spectra/por Membrane MVCO0:12-14.000) firmasindan

temin edilmistir.

3.1.9. Kullanilan Plazmit Vektorler

pET vektorleri rekombinant proteinlerin E. coli’ye klonlanmasi, ekspresyonu ve
saflastirilmast igin gelistirilmis ¢ok etkili sistemlerdir (Studier ve ark., 1990). Bu
vektorlerde klonlanan genlerin transkripsiyonu giclu bakteriyofaj promotoru T7
kontrolli altinda ger¢eklesmektedir. pET-14b ekspresyon vektorl N-terminal His-
Tag/thrombin/T7-Tag bolgesi icermektedir ve rekombinant proteinler N-terminal
histidin kuyruk uzantisi ile eksprese olmaktadirlar (Sekil 3.3). Rekombinant proteine
eklenmis histidin kuyruk (6xHis) Ni-NTA agaroz kullanilarak gerceklestirilen afinite
kromatografisi ile rekombinant proteinin yliksek oranda saflastirilabilmesine olanak
saglamaktadir. pET-14b vektorii Dog. Dr. Ferruh OZCAN’1mn laboratuarindan temin
edilmistir. pET-14b vektori Ndel ve BamHI kesim bolgelerinden bagli adh (alkol
dehidrojenaz) geni igeren durumda temin edilmis olup pET-14b vektdérinin bu
sekilde kullanilmasi klonlama ¢alismasinda kolaylik saglamistir. ftsH geni pET-14b
vektorii disinda pET-28a(+), pET-22b  vektorlerinde ¢esitli  insert/vektor
konsantrasyonlarinda klonlamaya calisilmis fakat sonu¢ alinamamistir. pET-14b
vektoriine klonlanmis olan adh geni aymi kesim bdlgelerine sahip ftsH genini bu

vektore klonlamada kolaylik saglamistir.
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a
) (4669) EcoRI - Xapl Bsul5I - Clal (24)

(4598) Aatll HindIII (29)
(4596) Zral Nhel (229)
(4480) Sspl Bmtl - BspOI (233)

Blpl - Bpul1021 (458)
BamHI (510)
PspXI - XhoI (515)
Ndel (522)

Ncol (s80)
Xbal (619)
Bolll (577)
Sgral (718)

(4156) Scal

(4046) Pwul
(3921) Pstl

_ Pael - Sphl (874}
EcoNI - Xagl (934)
Sall (959)

(867¢); Eam11051 BoxI - PshAT (1024)

pET-14b
4671 bp

Eagl - Eco521 (1247)
f Bsp68I - Nrul (1282)
f—— BStAPI (1359)
BspMI - Bvel (1362)

\\
(3199) AlWNI - Cail ~

Mval2691 (1667)
(2783) AfIII - Pscl MIST* - Mscl* (1754)
(2667) Loul - Sapl

(2554) Bst11071 - BstZ171 ¢ . Bpu1D1, (1885)
(2535) BsaAl - Ppu21I Bsgl* (1943)
(2526) Psyl

(2425) Pfol

(2424) BsmBI - Esp31 Pyull (2374)
b)
T7 promoter primer #69348-3
Balll T7 promoter Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTIGTTTAACTT TAAGAAG .
Xhol BamH |

His<Tag

A

eull

sretl

\\al.t.. Py 3
T7 terminator

_
thrombin

CCATAACCCCTTICCCCCETETARACCEETCTTCACGEETTTITT
WGLATAALCCLC GLLLLLITLTARALGLLGILT T GAGLLL il !

T7 terminator primer #69337-3

Sekil 3.3: pET-14b vektortunin klonlama ve ekspresyon bolgeleri.
a) Enzim kesim bolgeleri, b) ekspresyon bolgesi.

PET-14b vektorinde T7 ve lac promotorlarinin yani sira; ¢oklu klonlama
bolgesi, N-terminal His-Tag, trombin, ampisilin direng, pBR322 ve fl1 orijin
bolgeleri de bulunmaktadir.

pET-14b vektoriinde T7 RNA polimeraz geni lacUV5 promotorunun kontroli
altindadir. Bu promotor lac promotorunun mutasyonla degistirilmis bir versiyonudur.
lacUVS5 bir laktoz analogu olan IPTG (izopropil B-D tiogalaktozid) ile uyarilir.
Ortama IPTG ilave edildigi zaman, T7 RNA polimeraz eksprese olmakta ve
klonlanmis hedef genin transkripsiyonunu gergeklestirmektedir. Boylece N-terminal

histidin kuyruk iceren hedef proteininin de ekspresyonu ger¢eklesmektedir.
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3.1.10. Kullanilan Saflastirma Materyali

Immobilize metal afinite kromatografisi (IMAC), aminoasitler ile metal
iyonlar1 arasinda olusan kovalent baglara dayanarak gelistirilmis bir protein
saflagtirma teknigidir. IMAC yonteminde histidin iceren proteinleri ya da peptidleri
saflagtirmak i¢in kobalt, nikel ya da bakir gibi immobilize metal iyonlar1 igeren
saflagtirma materyalleri; fosforlanmis protein ya da peptidlerin saflastirilmasi i¢in ise
demir, ¢inko gibi metal iyonlar1 iceren saflagtirma materyalleri tercih edilmektedir.
IMAC yontemi ile saflastirilacak olan proteinlere kolon materyalinde bulunan metal
iyonlarna kars1 afinite gostermelerini saglayacak bazi1 ek peptit dizileri
eklenmektedir. Kolondaki metal iyonlarina tutunmus olan proteinler pH
degistirilmesi ya da kolona imidazol gibi bir rekabet¢i eklenmesi ile saf bir sekilde
kolondan elde edilmektedirler.

Nikel-Nitrilotriasetik Asit (NTA) agaroz (Qiagen, Stanford, USA) IMAC igin
siklikla tercih edilen bir saflastirma materyali olup Ni-NTA, polihistidin kuyruk
tastyan proteinlerin bakteriyel lizatlardan saflagtirilmasi i¢in kullanilan bir metal
afinite kromatografi matriksidir. Matrikste bulunan Ni*?iyonlari, saflastirilacak hedef
proteinlere ekli halde bulunan histidin aminoasitleri ile kovalent olarak baglanmakta
ve 6xHis kuyrugu bagl proteinlerin kolonda bagli kalmasini saglamaktadir. Kolonda
tutunmus proteinler histidin rezidiilerine kars1 daha yiiksek afinite gosteren imidazol

iceren elusyon tamponlari ile kolondan indirilmektedir.

3.1.11. Kullanilan Bakteri Soylar:

Tez ¢alismasinda Geobacillus kaustophilus ftsH geninin pET-14b vektoriine
klonlanmasi sirasinda E. coli JM109 hiicre soyu kullanmilmistir. E. coli JM109
rekombinant DNA ¢aligsmalari i¢in oldukg¢a kullanisli bir soy olup bu bakteriler hiicre
ici endoniikleaz A1 mutantidir ve bu sayede hiicrelerdeki plazmit kararlilig1 oldukca
yuksektir. Ayrica E. coli JM109 hicrelerinde hsdR17 mutasyonu ile EcoKI
restriksiyon-modifikasyon sistemi ortadan kaldirilmistir; boylece DNA’nin
metilasyona bagli yikimi engellenmektedir. Bu hiicrelerin diger bir 6zelligi ise RecA
mutanti  olmalaridir ve bu sayede homolog rekombinasyon, plazmit

multimerizasyonu ve yapisal delesyonlarin olusmasi engellenmektedir. E. coli
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JM109 hiicre kiiltiir stoklar1 % 20 gliserol iceren Luria Broth besiyerindeki -80 °C’de
saklanmiglardir.

Tez ¢alismasinin daha sonraki basamaginda G. kaustophilus FtsH proteazin
yuksek oranda ekspresyonunun saglanmasi amaciyla pET-14b/ftsH DNA’s1
kompetan E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine aktarilmistir. Laboratuvarimizda daha
onceden de kullanilmis olan E. coli BL21 CodonPlus (DE3) hiicreleri National Bio-
Research Project, National Institue of Genetics (NIG) (Japan)’dan temin edilmistir.
Bu hiicreler pET-14b gibi T7 promotoru kontrolii altinda olan plazmitlerden yiiksek
oranda protein ekspresyonuna olanak saglar. Ayrica E. coli BL21 (DE3) hticreleri bir
dis membran proteaz kodlayan ompT geninde mutasyon tasirlar ve boylece eksprese
olan rekombinant protein hiicrede uzun sure istikrarli kalir. Bu nedenle E. coli BL21
(DE3) protein ekspresyon caligmalarinda yiiksek oranda tercih edilen bir hiicre
soyudur. Konake1 E. coli soylarinda kaynak hiicrelerde bulunan bazi tRNA’larin az
miktarda bulunmasi heterolog proteinlerin ekspresyonunu smirlamaktadir. BL21-
CodonPlus (DE3) hiicreleri bu nadir bulunan tRNA genlerinin fazladan kopyalarini
tagirlar ve bu sayede hiicrelerde olusabilecek tRNA eksikligi engellenmis olur.
BL21-Codon Plus (DE3) hiicreleri -80 °C’de bulunan gliserol stoklardan alinarak
cogaltilmiglardir. Bu bakteri soyu disinda ekspresyon calismalarinda E. coli BL21
(DE3) Gold, E. coli XL-1 Blue, E. coli DH5a suslar1 da kullanilmustur.

3.1.12. Kullanilan Besiyeri ve Cozeltiler

Hazirlanan ¢ozeltiler, besiyerleri ve soliisyonlar 121 °C’de 20 dakika siire ile

otoklavlanarak sterilize edilmislerdir.

e Luria Broth (1 L, pH: 7.5)
—Tripton: 10 ¢
—Maya Oziitii: 5 g
—NaCl: 10 g

dH20 ile 1 L’ye tamamlanir ve otoklavlanir.
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e SOB Medyum (1 L)
— Tripton: % 2
— Maya Oziitii: % 0.5
—NaCl: 10 mM
- KCIl: 25 mM
— MgCl,: 10 mM
— MgS0Oq4: 10 MM

dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir ve otoklavlanir.

e SOC Medyum (1 L)
— SOB medyuma son konsantrasyon 20 mM olacak sekilde Glikoz eklenir ve

otoklavlanir.

e Ampisilin (5 ml, 100 mg/ml)
—0.5 g Ampisilin dH,0 ile 5 ml’ye tamamlanir. Filtreden gecirilerek sterilize

edilir.

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

edilir.

¢ IPTG (100 mM, 10 ml)
—0.238 g IPTG 10 ml dH0 ile ¢ozullr. Filtreden gegirilerek sterilize edilir.

e Plazmit izolasyonu I¢in Kullanilan Soliisyonlar:
e STET Tamponu (pH: 8.0)
— Stikroz: % 8
— Tritron X-100: % 5
—EDTA: 50 mM
— Tris: 50 mM

dH20 ile 1 L’ye tamamlanir ve otoklavlanir.
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e Lizozim (5 ml, 10 mg/ml)
—5mg Lizozim 10 mM Tris-EDTA (pH: 8.0) icinde ¢Ozullr.

o Alkali Lizis- Solisyon I (pH: 8.0)
—Tris: 25 mM
— Glikoz: 50 mM
—EDTA: 10 mM

dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir ve otoklavlanir.

o Alkali Lizis- Soltsyon 11 (1 L)
—NaOH: 0.2 N
—SDS: % 1

dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir ve otoklavlanir.

e Solusyon 111 (100 mL)
— 5 M Potasyum Asetat: 60 ml
—43.5 M Glasiyal Asetik Asit: 11.5 ml
—dH,0: 28.5 ml

Soliisyon otoklavlanir.

e Kloroform-izoamilalkol (50 ml)
— Kloroform: 48 ml

— Izoamilalkol: 12 ml

e Transformasyon I¢in Kullanilan Soliisyon:
e TSS Tamponu (pH: 6.5)
— PEG (6000 g/mol): % 10
- DMSO: % 5
— MgCl,: 50 mM
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Soliisyon otoklavlanir.

e Ni-NTA Saflastirma I¢in Kullanilan Soliisyonlar:
e Lizis Tamponu (pH: 8.0)
— NaHPO4: 50 mM
—NaCl: 300 mM
— Imidazol: 5 mM

Soliisyon otoklavlanir.

e Yikama Tamponu (pH: 8.0)
— NaH;PO4: 50 mM
— NaCl: 300 mM
— Imidazol: 20 mM

Soliisyon otoklavlanir.
e Ellisyon Tamponu (pH: 8.0)
— NaH,PO,4: 50 mM
— NaCl: 300 mM
— Imidazol: 250 mM

Soliisyon otoklavlanir.

e 200 mM MgCl; (50 ml)

—2.03 g MgCly, dH,0 ile 50 ml'ye tamamlanur.

e Inkliizyon Yapulari icin Kullanilan Soliisyonlar:
e Buffer A Solisyonu
— DTT (taze): 1 mM
— PMSF (taze): 1 mM
-EDTA: 0.2 mM
—NaCl: 1 M
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— Tris, pH: 8.0, 50 mM

¢ Buffer B Sollisyonu
-DTT: 1 mM
— NaCl: 100 mM
—EDTA: 0.2 mM
—Ure: X)M
— Gliserol (v/iv): % 10
- PMSF: 1 mM
— Tris, pH: 8.0, 50 mM

e Agaroz Jel Elektroforezi I¢in Kullanilan Soliisyonlar:
e 50X TAE Tamponu (1L)
—Tris: 242 ¢
— Glasiyal Asetik Asit: 57.1 ml
—0.5M EDTA (pH: 8.0): 100 ml

¢ % 0.8’lik Agaroz Jel (40 ml)
— Agaroz: 0.32 ¢
— EtBr (10pg/pl stoktan): 3 pl
— 1X TAE Tamponu: 40 ml

e SDS-PAGE i¢in Kullanilan Soliisyonlar:
e 4X Ornek Tamponu (Laemmli Tamponu, pH: 6.8)
—SDS: % 4
— Gliserol: % 20
— 2-merkaptoetanol: % 10
— Bromofenol Mavisi: % 0.004
— Tris HCI: 0.125 M
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e 10X SDS Yiritme Tamponu (1 L)
—Tris: 151.5¢g
—Glisin: 720 g
—SDS: 50 g

dH.0 ile 1 L’ye tamamlanur.

¢ %30 Akrilamid-Bisakrilamid Sollsyonu (pH: 7.0)
— Akrilamid: 290 g
— N.N'-Metilbisakrilamid: 10 g

dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir, +4 °C’de saklanir.

e Coomassie Blue Boyama Solusyonu (1 L)
— Coomassie Blue R-250: 1 g
— Metanol: 450 ml
— Glasiyal asetik asit: 100 ml
— dH,0: 450 ml

¢ Boyadan Arindirma Soliisyonu (1L)
— Metanol: 400 ml
— Glasiyal Asetik Asit: 100 ml
— dH,0: 500 mi

e Western Blot i¢in Kullanilan Soliisyonlar:
e Islak Transfer Tamponu
—Tris: 3.03 gr
— Glisin: 144 gr
— SDS: 1ml %10
— Metanol: % 10

Son hacim dH20 ile 1 L’ye tamamlanir ve otoklavlanir.
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e 10X SDS-jel Elektroforez Tamponu
—Tris: 30.3 gr
— Glisin: 144 gr
— SDS: 10 gr

Son hacim dH20 ile 1 L’ye tamamlanir ve otoklavlanir. Kullanilirken 1X olarak

seyreltilir.

e 10X TBS Tamponu
—Tris: 30 gr
— NacCl: 80 gr
—KCI: 2 gr

Son hacim 1 L’ye dH2O ile tamamlanir pH: 8.0 olarak ayarlanir. Kullanilirken
1X olarak pH: 7.6 olarak ayarlanir.

e TBS-Tween Sollsyonu
— 9% 0.1’lik Tween-20, 1X TBS soltisyonuna eklenir.

¢ Bloklama Sollisyonu
—% 5 (w/v) yagsiz sit tozu, % 0.1 Tween-20, 1X TBS icerisinde ¢oziilerek

taze hazirland.

3.1.13. Kullanilan Cihazlar

+4 °C ve -20 °C Buzdolab1 (Arcelik), -80 °C derin dondurucu (Thermo, Forma -
86 °C ULT Freezer), Steril Kabin (Heraeus, HP48), Masa Ustii Santriflij (Heraeus,
Labofuge 400R), Ultrasantrifij (Beckman Coulter™ Avanti™ J-301 Centrifuge),
Masa Ustii Santrifilj (BACKMAN COULTER, Microfuge 22R), Spektrofotmetre
(BIO-RAD, Smartspec 3000), Yatay Elektroforez Sistemi (BIO-RAD, Mini-Sab Cell
CT), Gii¢ kaynag1 (BIO-RAD, PowerPac Basic), Otoklav (HIRAYAMA, HICLA
HVE-50), UV Goriintilleme Cihazi (Vilmer Loumart), Dikey Elektroforez Sistemi
(Bio-Rad Mini-Sab Cell CT), UV Goriintileme Cihazi (Vilmer Lourmart),

37



Spektrofotmetre (BIO-RAD, Smartspec 3000), BioSpec-nano (Shimadzu/biotech),
pH Metre (Hana Instruments, pH 211 Microprocessor pH Meter), Su banyosu
(TECHNE, TE-10A Tempette), Buz makinesi (BAR-LINE BF85), Floresans
Spektrofotometre (VARIAN, EClipse), UV Spektrofotometre (Beckman Coulter DU
530), Mikrodalga Firin (Kumtel), Western Blot Transfer Tanki (Hoefer TE22),
Western Blot Yiirlitme Tanki (Hoefer SE260), Western Blot Gii¢ Kaynag1 (Hoefer
RS300 B), Jel Goriintiileme Cihazi (Biorad).

3.2. Yontemler

3.2.1. Geobacillus kaustaphilus’dan Kromozomal DNA izolasyonu

Geobacillus kaustophilus kromozomal DNA’s1, Ronimus ve arkadaslarinin
(1997) gelistirdigi yontem kullanilarak izole edilmistir. izolasyondan sonra DNA
ornekleri, TE tamponu (pH: 6-7) ile doyurulmus fenol ile 1 kez, fenol:kloroform
(1:1, v/v) karisimi ile 2 kez Oziitleme yapildiktan sonra 1/10 hacminde 3 M
sodyumasetat (pH: 5.2) ve % 99,9’luk etanol ile ¢oktirtilmis ve % 70°lik alkol ile
yikanmistir. DNA konsantrasyonu, spektrofotometrik olarak 260 nm’de absorbans
Ol¢timii yapilarak belirlenmistir. DNA konsantrasyonu 1 A260 Unitesinin 50 ug/ml
esit oldugu kabul edilerek hesaplanmistir. Protein icerigi ise OD260/0D280 orani
dikkate alinarak saptanmistir [Sambrook ve ark., 1989].

3.2.2. Geobacillus kaustaphilus ftsH Geninin Restriksiyon Enzim
Haritasimin Cikartilmasi

Geobacillus kaustaphilus genomundaki (NCBI Gene Databank, NC_006510)
ftsH geninin (ftsH, GenelD: 3183828) restriksiyon enzim haritas1 Snapgene programi
ile hazirlanmistir. Gen dizisindeki rekstriksiyon enzim kesim boélgeleri belirlendikten
(Sekil 3.4) sonra klonlama ve ekspresyon galismalari i¢in uygun vektor se¢ilmis ve
klonlanacak gen icin bu vektorlerin ¢oklu klonlama bdlgelerine eklenmesini

saglayacak ileri ve geri primerler tasarlanmistir.
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Sekil 3.4: Gk-ftsH geninin restriksiyon enzim haritasi.

3.2.3. Geobacillus kaustaphilus ftsH Geninin PCR ile Coglatilmasi

Klonlama ve ekpresyon calismalarinda kullanilacak ftsH genine ait DNA

fragmanlari, G. kaustophilus DSM 7263"™'den elde edilen kromozomal DNA’nin
kalip olarak kullanildigi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilmistir. G.
kaustophilus HTA 426 genom dizisi (NCBI Gene Databank NC_006510) dikkate
alinarak ftsH gen dizisini (Gene ID: 3183828) iceren bdlgeyi cogaltmak (zere
primerler tasarlanmistir (Tablo 3.1). G. kaustophilus HTA 426 ftsH geni 1898 bg
uzunlugunda olup ilk 396 b¢ transmembran bolgeyi olusturmaktadir (Sekil 3.5). Bu

tez caligmasinda primerler Gk-ftsH geninin transmembran kismi disindaki proteaz

aktivitesi gosteren sitoplazmik bdlgeyi yani 393-1898 bg arasinda yer alan bolgeyi

cogaltacak sekilde tasarlanmistir.

ATP binding zite
Halker R mobif [
Halker B mobif [

AAA superfamily

1 100 200 300 400 00 600 632
—— i b —— ——— ' ————————————
. —;

arginine finger

Peptidase_M41
Peptidase_M41 superfamily

Sekil 3.5: FtsH Proteazin transmembran ve sitoplazmik bolgeleri.

39



Olugsacak PCR fiirlinliniin vektor ile ligasyonu saglamasi igin ileri ve geri
primerlerin 5 ucuna, kullanilan ekspresyon vektoriiniin ¢oklu klonlama bdlgesine
uygun sekilde yerlestirmesini saglayacak Ndel ve BamHI restriksiyon
endoniikleazlarina ait tanima dizileri (Ndel-5’-CATATG-3’ ve BamHI-5"-CCTAGG-
3’) eklenmistir. Restriksiyon endoniikleazlarin segiminde, kullanilacak enzimlerin
ftsH geninde kesim yapmamasina ve vektoriin ¢oklu klonlama bolgesinde kesim
bolgesinin olmasina dikkat edilmistir. Ayrica primer tasariminda primerlerin 5’
ucuna enzimlerin kesim aktivitesini arttirmak igin eklenecek bazlar NEBbiolabs
firmasinin (Cleavage Close to the End of DNA Fragments) katalogundan bakilarak

secilmistir.

Tablo 3.1: PCR i¢in tasarlanan primerler.

RESTRIKSIYON
ENDONUKLEAZ

PRIMERLER

BamHI-HF

(geri primer)

5-CGCGGATCCTTACTCCTCTTTCTTTTGGATGTT-3’

5-GGGAATTCCATATGTTTATTTTGTTCTTCTTCCTT-3 | Ndel (ileri primer)

PCR reaksiyon karigimi 50 pul 1X PCR tamponunda (750 mM Tris-HCI, pH:
8.8; 200 mM (NH4),S0q4; % 0,1 Tween 20), 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, (her
birisi icin) 10 pmol ileri ve geri primerler, 2.5 U Taq DNA Polimeraz (MBI
Fermentas AB, Vilnius Lithuania) ve 20 ng kalip DNA igermektedir. Reaksiyon, bir
termal dongli (MJ Research INC, PTC-200 USA) cihazinda toplam 35 dongii olarak
yurutilmustar. 35 kez tekrarlanan bir PCR dongusundeki asamalar sdyledir;
denatiirasyon igin 94 °C’de 1 dakika, primer baglanmasi igin 60 °C’de 1 dakika ve
polimerizasyon icin 72 °C’de 2 dakika. Reaksiyon, baslangicta 94 °C‘de 2.5
dakikalik denatiirasyon dongiisii baslatilmis ve 72 °C’da 10 dakikalik ek bir
polimerizasyon dongiisii ile tamamlanmistir.

PCR drlnleri % 1’lik agaroz jel elektroforezi ile godzlenmistir. DNA
fragmanlarimin biiyiiklig 1 kb molekiler DNA belirteci (MBI Fermentas, 1 kb
DNA marker, O'GeneRuler™ 1 kb, SMO0311) standart olarak kullanilarak

belirlenmistir. Jel fotograflari, jel dokiimasyon sistemi kullanilarak gortnttlenmistir.
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3.2.4. PCR Urununin Agaroz Jelden Saflastirilmasi

PCR ile cogaltilan ftsH genine ait DNA fragmani, % 1’lik agaroz jele
yuklenmis ve jeldeki fragman vyaklasik bir saat 85 V’da elektroforez ile
yurutilmustir. Elektroforezden sonra, jel goriintiileme cihazi (UV 1sik altinda) ile
gorlintiilenen uygun bantlar steril bistiiri ile kesilerek ependorf tiiplere aktarilmistir.
Kesilen jel parcaciklarinda bulunan DNA fragmanini saflastirmak igin Jelden DNA
Saflastirma Kiti kullanilmistir (GeneJET™ PCR Purification Kit, Fermentas). Uretici
firmanin tavsiye ettigi sekilde saflastirilan DNA, konsantrasyonu o6lglldikten sonra -
20 °C’de saklanmustir.

3.2.5. PCRile Cogaltilan G. kaustophilus ftsH Geninin Klonlanmasi

3.2.5.1. PCR Urininin ve Klonlama Vektérinin Ligasyona
Hazirlanmasi

Jelden izole edilen Geobacillus kaustaphilus ftsH geninin, pET-14b
ekspresyon vektoriine ligasyonunu saglamak amaciyla PCR fragmanlari primere
eklenen restriksiyon kesim bolgelerinden Ndel ve BamHI restriksiyon enzimleriyle

kesilmistir. Bu sayede PCR fragmentlerinde yapiskan uglar olusturulmustur (Tablo
3.2).

Tablo 3.2: Gk-ftsH PCR fragmani i¢in hazirlanan restriksiyon
endonukleaz reaksiyonu.

Restriksiyon Bilesenleri | Son Konsantrasyon
Gk-ftsH PCR Urunu 6500ng
Ndel (NEBbiolabs) 20 Unite
BamHI (NEBbiolabs) 20 Unite
Tampon 4 (NEBbiolabs) 1X
dH.0 1.5l
TOPLAM 75 ul
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Ndel ve BamHI enzimleri icin tek reaksiyonda ortak tampon olan Tampon 4
(NEBbiolabs, Buffer4) kullanilmistir. Kesim islemi 37 "C’de su banyosunda 2.5 saat
inklibe edildikten sonra reaksiyon karisimi % 1°lik agaroz jele yiiklenmistir. Elde
edilen DNA fragmanlarmin biyiikligi, 1 Kb molekiler DNA belirteci ile
karsilagtirilarak dogrulanmistir. Jelden izole edilen DNA fragmanlari klonlama
calismalarinda kullanilmak {izere -20 'C’de saklanmistr.

PCR iriiniiniin klonlanacagi pET-14b/adh vektéri BamHI ve Ndel

restriksiyon endoniikleazlar ile tek reaksiyonda kesilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: pET14b/adh vekt6ri i¢in hazirlanan restriksiyon endoniikleaz reaksiyonu.

Restriksiyon Bilesenleri | Son Konsantrasyon
pET14b/adh plazmit DNA 6300 ng
Ndel (NEBbiolabs) 100 Unite
BamHI (NEBbiolabs) 100 unite
Tampon 4 (NEBbiolabs) 1X
dH.0 2.5 ul
TOPLAM 75 ul

Reaksiyon Grini % 0.8’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmis ve
molekiler buyuklikleri 1Kb molekiiler DNA belirteci ile Kkarsilastirilarak
dogrulanmistir. Restriksiyon endoniikleazlarla dogrusal hale getirilmis pET-14b
plazmiti jelden DNA saflastirma kiti kullanilarak saflastirilmigtir. Ayrica yaklasik
1500 b¢ uzunlugundaki adh geni jelde gorulmiistiir. Saf olarak elde edilen dogrusal
pET-14b plazmit DNA’s1 ligasyon reaksiyonunda kullamlmak iizere -20 °C’de

saklanmuistir.

3.2.5.2. Ligasyon Protokolt

Ndel ve BamHI-HF restriksiyon endoniikleazlar ile kesilen Gk-ftsH geni ayni
restriksiyon enzimleri ile kesilip dogrusal hale getirilen pET-14b vektoriine
aktarilmistir. Bunun i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi 2X ligasyon tamponu
icerisinde 100 ng pET-14b plazmit DNA’s1, 300 ng PCR fragmani ve 3 U T4 DNA

Ligaz iceren reaksiyon karisimlari +16 °C’de gece boyunca inkiibe edilmistir.
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Ligasyon reaksiyonu hazirlanirken insert ve vektor oranlart 1:3, 1:5 ve 1:8 olacak
sekilde kurulmus ve hesaplamalar1 asagidaki verilen formul baz alinarak yapilmistir
(Denklem 3.1).

ng (vektor) x insert bg
ng (insert) = (3.1)
vektor be

3.2.5.3. Transformasyon

Klonlama c¢aligmalarinda konak¢i olarak E. coli JM109 hicreleri
kullanilmistir. Hucrelerinin kompetan hale getirilmesi ve transformasyonu igin
Chung ve arkadaslar1 (1989) tarafindan 6nerilen yontem kullanilmistir. Bu prosediire
gore, kompetan hale getirilecek hicreler 5 ml sivi LB’ye ekilmis ve gece boyu
inkidbe edilmistir. Ertesi gin 100 ul’lik donkdltdr, 10 m1’lik taze sivi LB’ye ekilmistir.
Hucrelerin biylime miktarlar1 spektrofotometre ile 600 nm’de o6lgulerek, istenilen
OD degerine (0.4-0.5) gelmesi beklenmistir. Kiltr istenilen OD’ye gelince +4 °C’de
3000 rpm’de 5 dakika santriflij edilmis ve siipernatant atilmistir. OD &lgiimlerinden
sonra kalan kultir hacminin % 10’u kadar TSS eklenmis ve pellet buz icinde
¢oziildiikten sonra hiicreler transformasyon i¢in kullanilmistir.

Daha once buzda tutulup sogutulan eppendorf tiplere ligasyon
reaksiyonundan 10 ul konulduktan sonra yeni hazirlanan kompetan E.coli JM109
hicrelerinden 50 ul eklenmistir. Tiipler yavasca karistirildiktan sonra buz da 30
dakika bekletilmis ve hemen ardindan hiicrelere 42 °C’de 45 saniyelik 1s1 Soku
uygulanmis ve buzda 2 dakika bekletilmistir. Her bir tipe 950 pul SOC medyum
eklenip 37 °C’de, 150 rpm’de 80 dakika inkiibe edilmistir. Transformasyonun
ardindan seyreltilen hiicreler LB/Ampisilin (50 pg/ml amp) iceren besiyerine tek
koloniler elde etmek Uzere ekilmislerdir. 37 °C’de gece boyu inkiibasyondan sonra
LB/Ampisilin (50 pg/ml amp) iceren besiyerinde reyen olasi rekombinant hiicreler
toplanmis ve yeni ortama ¢izilerek saf kiltiir hazirlanmistir. Bu kilturlerden
miniprep yotemi ile plazmit izolasyonu yapilmis [Sambrook et. al., 1989] ve elde
edilen plazmitler Ndel ve BamHI-HF restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesilerek

rekombinant plazmiti igeren koloni tespit edilmistir.
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3.2.5.4. Rekombinant Kolonilerden Plazmit izolasyonu

pET-14b/ftsH plazmitini tasiyan rekombinant koloniden Mini Plazmit
izolasyon Kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapilmustir. Izole edilen
rekombinant plazmitler uygun restriksiyon endonikleazlar (BamHI-Ndel) ile
kesilerek irdelenmistir. Agaroz jel elektroforezi ile dogrulanan, ftsH genini tasiyan

PET-14b/ftsH plazmiti, ekspresyon ve saflastirma ¢aligmalarinda kullanilmustir.

3.2.6. ftsH Geninin pET-14b/ftsH Plazmitindeki Varhginin
Ispatlanmasi

PET14b ekspresyon vektoriine klonlanan ftsH geninin vektor Gzerindeki
varligi; enzim kesim reaksiyonu, plazmit tzerinden ftsH geninin PCR ile ¢ogaltilmas1

ve dizi analizi yontemleri ile dogrulanmistir.

3.2.6.1. Rekombinant pET-14b/ftsH Plazmitinin Restriksiyon
Endonukleaz ile Kesimi

Olas1 rekombinant plazmit (pET14b/ftsH) E. coli JM109 hicrelerinden Mini
Plazmit Izolasyon Kiti (High Pure Plasmid Isolation Kit, Roche) kullanilarak izole
edilmistir. Secilen E. coli JM109 hicrelerinin ftsH genini tasidiklar1 tek (pET-
14b/ftsH BamHI-HF ya da Ndel) ve cift (pET14b/ftsH BamHI-HF ve Ndel)
restriksiyon endoniikleaz kesimleri ile belirlenmistir. Tek enzim kesimleri i¢in 100
ng pET-14b/ftsH DNA’s1, 1X tampon (Buffer 4), 20 U endontikleaz Ndel igeren 10
ul’lik reaksiyon karisimi 37 °C’de 2 saat boyunca kesilmistir. Cift kesim reaksiyonu
icin ise 100 ng pET-14b/ftsH DNA’s1, 1X tampon (Buffer 4), 20 U endoniikleaz Ndel
ve 20 U endoniikleaz BamHI-HF igeren 10 pl’lik reaksiyon karisimi 37 °C’de 2 saat
boyunca kesilmistir. Kesim reaksiyonu bittikten sonra reaksiyon karisimi % 0.8’lik
agaroz jele, molekiler DNA belirteci varliginda yiiklenmis ve 85 V’da 1 saat

yiiriitiilerek genin varligi UV altinda goriintiilenmistir.
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3.2.6.2. ftsH Geninin Rekombinant pET-14b/ftsH plazmitinden PCR
ile Cogaltilmasi

Rekombinant pET-14b/ftsH plazmiti kalip olarak kullanilarak ftsH geni PCR
reaksiyonu ile ¢ogaltilmistir. PCR’da primer olarak G. haustophilus ftsH geni igin

hazirlanan ileri ve geri primerler kullanilmistir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4: Rekombinant plazmitler igin hazirlanan PCR reaksiyonu.

PCR Bilesenleri Son Konsantrasyon

pET14b/ftsh,pET14b/adh 100 ng
Ileri Primer 2 uM
Geri Primer 2 UM

dNTP Karigimi 0.2mM

MgCl, 2.5 mM

Tagq DNA Polimeraz Tamponu 1X

Tag DNA Polimeraz 2.5 Unite
Deiyonize Su 10.5 ul
TOPLAM 20 pl

35 kez tekrarlanan PCR dongusiindeki asamalar soyledir; denatiirasyon igin 94
°C’de 1 dakika, primer baglanmasi igin 60 °C’de 1 dakika ve polimerizasyon icin 72
°C’de 2 dakika. Reaksiyon, baslangigta 94 °C’de 2.5 dakikalik denatiirasyon dongiisii
baslatilmis ve 72 °C’de 10 dakikalik ek bir polimerizasyon dongiisii ile

tamamlanmustir.

3.2.6.3. Klonlanan ftsH Geninin Nukleotit Dizininin Belirlenmesi

E. coli JM109 hucrelerine transforme edilen PpET-14b/ftsH rekombinat
plazmitindeki ftsH geninin nikleotid dizisi Sagem Hayat Teknolojileri Ltd. Sti.

firmasina yaptirilan dizi analizi ile belirlenmistir.
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3.2.7. pET-14b/ftsH Rekombinant Plazmitin E. coli BL21 (DE?3)
Hucrelerine Transforme Edilmesi

E. coli JM109 hicrelerinden izole edilen pET-14b/ftsH DNA’s1 ftsH geninin
ekspresyonu i¢in uygun konak¢i olan E. coli BL21 (DE3) hiicresine aktarilmustir.
Transformasyon i¢in yukarida anlatildig1 sekilde Chung ve arkadaslarinin gelistirdigi
yontem (1989) kullanilarak E. coli, BL21 (DE3) hicreleri kompetan hale
getirilmistir. Kompetan hicrelere pET-14b/ftsH DNA’sinin aktarimi 1s1 soku
transformasyonu ile gerceklestirilmistir. Gece boyu biiyiitiilen transformant BL21
(DE23) hiicrelerinden olas1 klonlar se¢ilmistir.

Secilen BL21 hiicrelerinin ftsH genini tasidiklar1 tek (pET-14b/ftsH BamHI-HF
ya da Ndel) ve cift (pET-14b/ftsH BamHI-HF ve Ndel) restriksiyon endonikleaz
kesimleri ile belirlenmistir. Tek enzim kesimleri i¢cin 60 ng pET-14b/ftsH DNA’s1,
2X tampon (Buffer4), 20 U endonilkleaz BamHI-HF iceren 10 ul’lik reaksiyon
karisimi 37 °C’de 2 saat boyunca kesilmistir. Cift enzim kesimlerinde ise 90 ng pET-
14b/ftsH DNA’s1 2X Buffer 4, 20 U endonukleaz BamHI-HF, 20 U endonukleaz
Ndel iceren 10 pl’lik reaksiyon karisimi 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Kesim
reaksiyonlar1 sona erdikten sonra reaksiyon karisimi % 0.8’lik agaroz jele 1 kb
molekiiler DNA belirteci varliginda yiiklenmis ve klonlamanin dogrulugu enzim

kesimleri ile de kesinlestirilmistir.

3.2.8. FtsH Proteaz Enziminin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

pET-14b plazmiti Uzerinde Gk-ftsH genini iceren rekombinant BL21 (DE3)
E.coli hucreleri ampisilin (50 pg/ml amp) iceren sivi LB’de gece boyu buyutildikten
sonra 1/20 oraninda taze LB besiyerine ekilmislerdir. Ikincil kiiltiirler 37 "C’de, 200
rpm’de, optik yogunluklar1 600 nm’de 0.6’ya gelene kadar biylimeye
birakilmiglardir. Kiiltiirler istenen OD degerine ulastigi zaman kiiltiir son
konsantrasyonu 0.4 mM olacak sekilde IPTG ile uyarilmistir. Kultirlerden her saat
bast 1’er ml 6rnek alinarak 37 °C’de, 200 rpm’de 4 saat biiyiitiilmistiir. Kontrol
grubu olarak ftsH geni icermeyen E. coli hicreleri benzer sekilde 0.4 mM IPTG ile
uyarilarak 4 saat biiyiitiilmiistiir. Kiiltiirlerin IPTG ile uyarilmasindan 6nceki ve

sonraki protein ekspresyon profilleri % 12’lik SDS-PAGE’de gozlenmistir.
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Rekombinant 6xHis-FtsH proteinini bulunduran hiicre &zitleri  Ni®*-
Nitrilotriasetik asit (Ni-NTA) kolonunda immobilize metal afinite kromatografisi ile
tek basamakta iireticinin Onerdigi sekilde saflastirma islemi uygulanmistir. Hiicre
Oziitleri 0.45 um filtreden gegirildikten sonra her 4 ml hiicre 6ziitii i¢cin 1 ml olacak
sekilde Ni-NTA agaroz rezin ile karigtirllmis ve +4 °C’de 200 rpm’de 1 saat
calkalanmistir. Ni-NTA ile karismis hiicre 6ziitii kolona yiiklenmistir ve kolon 20
mM imidazol igeren 4 ml yikama tamponu ile 2 kez yikanarak baglanmayan
proteinlerin tamamen uzaklastirilmas: saglanmistir. Ni-NTA’ya baglanmis 6xHis-
FtsH proteinlerinin elde edilmesi icin kolondan 250 mM imidazol iceren eliisyon
tamponu geg¢irilmistir. Saflagtirmadan sonra toplanan fraksiyonlar 280 nm dalga
boyunda spektrofotometre ile Slgiilmiistiir FtSH proteazin saflastirma profili SDS-

PAGE ile goriintiilenmistir.

3.2.9. mRNA analizi

pET-14b plazmiti Gzerinde bulunan ftsH geninin transkribe olup olmadigini
belirlemek amaciyla total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapilmistir. Bunun igin
PET-14b plazmiti Gzerinde Gk-ftsH genini igceren rekombinant E.coli BL21 (DE3)
hicreleri ampisilin (50pg/ml amp) iceren 3 ml sivi LB’de 225 rpm’de 30 °C gece
boyu buyutildikten sonra 1/20 oraninda taze 50 ml LB (50 pg/mL amp) besiyerine
ekilmistir. Ayn1 sekilde kontrol olarak pET-14b plazmiti Gzerinde Gk-ftsH genini
icermeyen E.coli BL21 (DE3) hiicreleri kullamlmustir. Ikincil kiiltiirler 37 'C’de, 225
rpm’de, optik yogunluklar1 600 nm’de 0.6’ya gelene kadar biylimeye
birakilmiglardir. Kiiltiirler istenen OD degerine ulastigi zaman son konsantrasyonu
0.4 mM olacak sekilde IPTG ile uyarilmistir. Ornekler 3 saat 37 °C’de 225 rpm’de
inkibasyona birakilmis, inkibasyon sonunda her 2 kiltirden 1 ml 6rnek alinarak
innuPREP RNA Mini Kit kullanilarak total RNA izolasyonu yapilmis, bu izolasyon
neticesinde rekombinat BL21 (DE3) hiicrelerinden elde edilen total RNA miktart
nanodrop cihazinda 6l¢tilmiistUr.

Elde edilen total RNA’lardan daha sonra cDNA Sentez Kiti kullanilarak
cDNA sentezi yapilmistir. cDNA sentezlerinin ardindan her 2 6rnek icin GKk-ftsH
genini ¢ogaltmak i¢in kullandigimiz PCR reaksiyonu kullanilmistir (Tablo 3.5). PCR
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reaksiyonu sonucunda Ornekler % 1’lik agaroz jelde 1,5 saat ydrutilerek

goriintiilenmistir.

Tablo 3.5: Total RNA’dan cDNA sentezi igin hazirlanan PCR reaksiyonu.

PCR Bilesenleri Son Konsantrasyon
cDNA (2 6rnek) ~90ng
Ileri Primer 2 UM
Geri Primer 2 UM
dNTP Karigsimi 0.2mM
MgCl, 2.5 mM
Tagq DNA Polimeraz Tamponu 1X
Taq DNA Polimeraz 2.5 Uinite
Deiyonize Su -
TOPLAM 20 pl

3.2.10. Inkliizyon Yapilarimin izolasyonu ve Protein Eldesi

SDS-PAGE’de protein ekspresyonu gozlenmeyen ancak transkripsiyonu tespit
edilen rekombinant FtsH proteininin hiicrede inkliizyon yapisi olusturabilecegi
diistincesiyle BL21 (DE3) hiicrelerinden inkliizyon yapilarininin izolasyonu ve
protein elde edilmesi yoluna gidilmistir. Bu amacgla 2 ml LB olacak sekilde
hazirlanan BL21 hiicreleri ve 2 ml LB (50pg/mlamp) rekombinant BL21 (DE3) pET-
14b/ftsh hicreleri bir gece 6ncesinden 220 rpm’de 30 °C’de gece boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin hiicreler 500 ml LB ve 500 ml LB (50 pg/ml
Amp) olacak sekilde biiyilk Olgege gecilmisti. Bu asamada oOnkiltur taze
besiyerlerine inokiile edilmistir. Hiicreler 220 rpm’de 37 °C’de biiyiitiilmiis ODgoonm
0.55 degeri spektrofotometrede 6lgiildiigiinde ortama son konsantrasyonu 0.4 mM
olacak sekilde IPTG eklenmistir ve 3 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonunun sonucunda her 2 Kiiltiirde 7000 rpm’de 10 dakika +4 °C’de santrifij
edilmistir. Siipernatant atilarak her 500 ml kiiltiirden elde edilen pelet i¢in {izerine 15
ml soguk Buffer A ve 100 pul (10 pg/ml) lizozim eklenip pelet pipetleme yapilmak
suretiyle ¢ozdiiriilmiis, 15 dakika buzda inkiibe edilmistir. Elde edilen her 2 6rnekte

5 saniyede 8 kez % 30 altitude olacak sekilde sonikasyona maruz birakilmistir.
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Sonikasyondan sonra hticreler 90000 X g’de +4 °C’de 30 dakika santrifiij edilip
stipernatant uzaklastirilmistir. Elde edilen hiicre peletlerine son konsantrasyonu 1 M
olacak sekilde Ure iceren Buffer A eklenip peletler pipetleme yapilmak suretiyle
¢oziilmiis ve 5 saniye siireyle sonikasyon yapilmistir. Orneklerin icerisinde pelet
bulunmasini énlemek amaciyla 6rnekler 18 gauge siringalar kullanilarak pipetleme
yapilmak suretiyle muamele edilerek +4 °C’de 100 rpm’de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 drnekler 90000 X g’de +4 °C’de 30 dakika santrifiij
edilip siipernatant uzaklastirilmistir. Elde edilen peletlere son konsantrasyonu 6 M
tire olacak sekilde Buffer A eklenip peletler pipetleme yapilmak suretiyle ¢oziilmiis
ve +4 °C’de 100 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyona sonrasinda &rnekler
90000 X g’de +4 °C’de 30 dakika santrifiij edilip siipernatantlar toplanmuistir.
Stipernatantlar sirasiyla son konsantrasyonlar1 4 M, 2 M, 1 M olacak sekilde Buffer
B ¢ozeltilerinde ve sonrasinda iire icermeyen Buffer B ¢ozeltisinde 50:1 oraninda
olmak iizere 2.5 saat siireyle diyaliz edilmistir. Bu siire¢ sonrasinda elde edilen

ornekler % 12’lik SDS-PAGE’de yuritulmistiir.

3.2.11. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Sodyum dodesil silfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) % 0,1
aniyonik deterjan SDS varliginda, Laemli (1970) tarafindan tanimlanan % 12 ayirma
jeli ve % 5 yiikkleme jeli tizerinde gergeklestirilmistir. Dikey jel elektroforezi igin
Bio-Rad Mini-Slab Cell CT kullanilmustir.

10 pl enzim Ornekleri % 1 SDS iceren 4X Ornek tamponu ile karistirilarak
kaynar suda 5 dakika bekletilmisglerdir. Daha sonra protein Ornekleri molekdler
agirhik belirteci ile birlikte jele yiiklenmistir ve jel 90 V’da yiiriitilmistiir.
Elektroforez tamamlandiktan sonra jel Coomassie Brillant Blue-R250 ile boyanmis
ve daha sonra boyadan arindirma c¢ozeltisi ile birkag kez yikanarak boyadan
arindirilmigtir.  Proteinlerin  olusturdugu bantlar molekiiler agirlik belirtecindeki
agirhgr bilinen protein bantlar1 ile karsilagtirllmis ve proteinlerin  molekiiler
agirliklart belirlenmistir. Her proteinin goreceli mobilitesi (Rf) ayirma jelinin en ist
noktasindan protein bandinin merkezine kadar olan mesafe ile Olglilmiistiir. Rf

degerleri protein belirtecinin bilinen molekiiler agirliklarina karsi logaritmik bir
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grafik ile yerlestirilmistir ve bir standart egri olusturulmustur. Proteinlerin molekuler

biiyiikliiklerinin hesaplanmasi i¢in bu egri kullanilmistir.

3.2.12. Western Blot Analizi

pET-14b/ftsH plazmitini tasiyan ve tasimayan BL21 (DE3) hucrelerinden
inklizyon yapilarinin izolasyonu sonucunda inkliizyon olusturan protein yapilari
acilmis, sonrasinda Western Blot analizi i¢in kullanilmigtir. Bu amagla esit hacimde
20 pl olarak alinan 6rnekler ayni hacimde % 5 B-merkaptoetanol iceren 5X SDS jel
elektroforez tamponunda 100 °C’de 5 dk maruz birakilmis ve 2 dk buzda
inkibasyona yapilarak 5 dk santrifiij yapilmistir. Her 2 Ornekte SDS jel
elektroforezinde 30 dk. 90 V ve sonrasinda 120 dk 120 V’da yiiriitilmistiir. Elde
edilen jel Immobilon-P PVDF transfer membranma 70 dk 400 mA’de transfer
edilmistir. Transfer edilen membran % 0.01 TSB-Tween iceren % 5 yagsiz siit
tozunda +4 °C’de gece boyu inkiibasyona birakilarak bloklama yapilmistir. Ertesi
gun membrana birincil antikor olan Anti-his anti-mouse monoclonal antikor
eklenerek 2 saat boyunca 100 rpm’de oda sicakliginda inkiibasyon yapilmis, bu
stirenin sonunda % 1’lik TSB-Tween sollisyonunda 4x10 dk (5dk, 15dk, 5dk, 5 dk)
yikama yapilmistir. {lk yikamanin ardindan ikincil antikor olan anti-mouse 1gG HRP-
linked antibody eklenerek +4 °C’de 2 saat 100 rpm’de inkiibasyona birakilmis, bu
strenin sonunda 3x10 dk (5dk, 5dk, 5dk) olacak sekilde % 1°’lik TSB-Tween
soliisyonunda yikama yapilmistir. Ornekler Signal FireTM ECL Reagent

coOzeltisinden 1:1 eklenerek goriintiillenmistir.

3.2.13. Gk-FtsH Peptidaz Aktivitesinin Tayini

Saflastirilmis 6xHis ekli G. kaustophilus FtsH proteinin in vitro ortamda
peptidaz aktivitesinin belirlenmesi icin bir florojenik peptit olan Suc-leu-leu-val-tyr-
AMC (succinyl-leu-leu-val-tyr-7-amino-4-methylcoumarin) kullanilmistir. 5 pg FtsH
proteaz, toplam hacim 100 upl olacak sekilde 50 mM Tris-HCI iceren deney
tamponunda, 5 mM MgCl,, 25 pM Zn(C;H30,).2H,0, 50 mM KClI ile birlikte, 5
mM ATP varliginda ve yoklugunda, 10 dakika oda sicakliginda 6n inkiibasyona tabi

tutulmustur. Peptidaz aktivitesi, son yogunlugu 0.3 mM olacak sekilde substrat
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ilavesi ile baslatilmistir. 55 °C’de 20 dakika siire ile gergeklestirilen reaksiyon, 900
ul % 1 SDS eklenmesi ile durdurulmustur. Serbest kalan MNA miktart 335 nm
eksitasyon ve 415 nm emisyon dalga boyunda floresans spektrofotometrede

Olgiilmiistiir.
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4. BULGULAR

4.1. G. kaustophilus ftsH Geninin PCR ile Cogaltilmasi ve
PCR Fragmaninin Klonlanmasi

4.1.1. ftsH Geninin G. kaustaphilus’dan PCR ile Cogaltilmasi

Transmembran segmenti icermeyen ftsH geni, Geobacillus kaustophilus DSM
72637 genom dizisine gore hazirlanan ileri ve geri primerler kullanilarak PCR ile
cogaltilmistir. 110 ng/pl kalip DNA kullanilarak yapilan PCR ¢alismasi sonucunda
55 'C tutunma sicakliginda ~1530 bg¢ uzunlugunda 6zgiil bir ftsH fragman
gbzlemlenmistir (Sekil 4.1).

2322 be
2027 be
Gk-ftsH

(1530 bg) >

« M: DNA belirteci (Fermentas, SM0101).
+ 1: Ghk-fisH fragmani.

Sekil 4.1: PCR ile gogaltilan ftsH geninin % 1’lik
agaroz jel elektroforezindeki gorintusu.

4.1.2. PCR Urininin ve Vektoriun Ligasyona Hazirlanmasi

PCR ile ¢ogaltilan Gk-ftsH geni klonlama amaciyla sirasiyla 5° ve 3’
uclarindan Ndel ve BamHI i¢in kesim bolgelerinden yapiskan uglar olusturmak iizere

Ndel ve BamHI-HF restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmis ve yapiskan
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uclara sahip ~1530 bg¢ uzunlugundaki PCR f{iriinii jelden saflastirma kiti ile

saflagtirilmistir (Sekil 4.2).

Gh-ftsH
~1530 bg

« 1-2-3: ¢ift kesim yapilan fisH geni.

« M: DNA belirteci (Fermentas, SM0311).

2000 be

1500 b

1000 b

Sekil 4.2: Ndel ve BamHI-HF restriksiyon enzimleri ile ¢ift kesimi yapilan

Gk-ftsH geninin saflastirma sonrasi goriintiisii.

Klonlama, ekspresyon ve saflastirma basamaklarinda sagladigi kolaylik

dolayisiyla segilen pET-14b vektorii, Ndel ve BamHI enzim kesim bdlgelerinden

klonlanmis adh geni tasimaktadir. ftsH gen fragmaninin klonlanmasi igin kullanilan

pET-14b/adh vektori (~6171 bg), Ndel ve BamHI-HF enzimleri ile kesilerek

yapiskan uclar igeren dogrusal DNA haline getirilmis bdylece yaklasik 1500 bg

iceren adh (alkol dehidrojenaz) geni ve 4671 bg iceren pET14b vektor birbirinden

ayrilmigtir. Daha sonra restriksiyon enzimleri ile yapilan kesimlerden elde edilen

yapiskan uglara sahip dogrusal pET-14b DNA’s1 jelden kit ile saflastirilmigtir (Sekil

4.3).
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Kesilmemis
pET-14b/adh

9416 bg

Ndel ve BamHI-HF 6557 be
ile kesilen

pET-14b 4361 bg

« M: DNA belirteci (Fermentas SM0101).
o 1: Ndel ve BamHI-HF ile kegilmis dogrusal pET-14b vektorii.
« 2: Kesilmemis pET-14b/adh.

Sekil 4.3: pET-14b/adh ekspresyon vektoriunin Ndel ve BamHI-HF
restriksiyon enzimleriyle kesimleri sonucu olusan DNA
fragmaninin % 1°lik agaroz jelde goriintiisii.

4.1.3. G.kaustophilus ftsH Geninin pET-14b Vektorine Ligasyonu ve
Transformasyonu

PCR ile ¢ogaltilan, 5’ ve 3’ uglar1 sirastyla Ndel ve BamHI-HF restriksiyon
enzimleri icin kesim bolgeleri iceren ~ 1530 b¢ uzunlugundaki, transmembran
segmenti icermeyen ftsH gen fragmani, ayn1 kesim bolgelerinden kesilmis, yaklasik
4671 b¢ uzunlugundaki pET-14b ekspresyon vektoriine ligasyon ile baglanmustir.
Elde edilen rekombinant pET-14b/ftsH vektori kompetan E.coli JM109 hucrelerine

aktartlmistir.

4.1.4. E. coli’ye Aktarilan pET-14b/ftsH Rekombinantinin
Dogrulugunun Belirlenmesi

4.1.4.1. Enzim Kesimi

Ligasyon reaksiyonlar1 sonucunda 1:5 oraninda (insert/vektor) olacak sekilde
ligasyon reaksiyonu hazirlanan ve E. coli JM109 hiicrelerine transformasyonu

yapilan petride yaklasik 150 koloni elde edilmistir. Bu kolonilerden rasgele secilen
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orneklerden yapilan miniprep sonucunda (Sekil 4.4) elde edilen DNA 0Ornekleri Ndel
ve BamHI-HF restriksiyon endontkleazlar ile ¢ift kesim reaksiyonlar1 ile kesilmis
ftsH fragmanini tasiyan kolonide ~1500 b¢ uzunlugunda ftsH fragmani ve ~4660 bg

uzunlugunda pET-14b fragmani gézlemlenmistir.

pET-14b fragmanu
~4660 be

2000 bg

1500 bg

1000 be

JisH fragmani
~1530 bg

o M: Marker (Fermentas SMO0311).
o la-2a-3a-4a-5a-6a: ¢ift kesim vektérler.
o 1b-2b-3b-4b-5b-6b: kesilmemis vektorler.

Sekil 4.4: Miniprep yontemi ile izole edilen vektorlerin Ndel ve
BamHI-HF enzimleri ile ¢ift kesimi sonucu olusan DNA
fragmaninin % 1’lik agaroz jelde goriintiisii.

4.1.4.2. pET-14b/ftsH Rekombinant Plazmitinden ftsH geninin PCR
Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

ftsH geninin pET-14b/ftsH vektori Uzerindeki varlig: ¢ift kesim restriksiyon
endonukleaz kesimleri ile dogrulandiktan sonra pET-14b/ftsH rekombinant plazmiti
Mini Plazmit Izolasyon Kiti (High Pure Plasmid Isolation Kit, Roche) kullanilarak
izole edilmistir. Daha sonra ftsH geni, pET-14b/ftsH (100 ng/pl) kalip olarak
kullanilarak PCR reaksiyonu ile g¢ogaltilmistir. Kontrol olarak ftsH geni icermeyen
pET-14b/adh rekombinat plazmiti kullanilmistir. pET-14b/ftsH plazmitinin kalip
olarak kullanildigi PCR reaksiyonlart sonucunda ~1500 bg¢ biiyiikliigiinde DNA
fragmenti goOzlemlenirken pET-14b/adh plazmitinin kalip olarak kullanildigt

reaksiyonda herhangi bir bant gézlemlenmemistir (Sekil 4.5).
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2000 bg

Gh-ftsH

A e 1500 bg

1000 bg

« M: Marker (Fermentas, SM0311).
o 1: pET-14b/ftsH kalip DNA.
o 2: pET-14b/adh kalip DNA.

Sekil 4.5: pET-14b/ftsH ve pET-14b/adh rekombinant plazmitlerinin kalip olarak
kullanildig1 PCR reaksiyon iiriinlerinin % 1’lik agaroz jeldeki gorunttleri.

4.1.4.3. Klonlanan ftsH Geninin Nikleotit Dizininin Belirlenmesi

Dizi analizi sonucunda Gk-ftsH geninin pET-14b vektérine dogru bir
bicimde (in frame) yerlestigi gosterilmistir. Nikleotit dizisi tespit edilen G.
kaupstophilus DSM 7263 ftsH gen dizisinin Takami ve arkadaslari tarafindan rapor
edilen G. kaustophilus genomundaki (NCBI Gene Databank NC_006510) gen dizisi
ile % 99 uygunluk gostermistir. 2 dizi arasindaki benzerlik Bioedit Sequence

Aligment Editor programi kullanilarak belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Gk-DSM

Gk-HTA

Gk-DSM

Gk-HTA

Gk-DSM

Gk-HTA

Gk-DSM

Gk-HTA

Gk -DEM

Gk-HTA

Gk-DSM

Gk-HTA

Gk-DEM

Gk-HTA

Gk-DSM

Gk-HTA

Gk-DSM

Gk-HTA

Gk-DSM

Gk-HTA

Gk-DSM

Gk-HTA

Gk-DSM

Gk-HTA

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

fisH

fisH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

rtsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

TCGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCOCOCOGCAGE GTTCTTCTTC|

M e S SRR N-E RS 5 r Lo WC B OB B S M BT L3 E E
His-tag (93-108) Trombin (119-136)  Ndel (137-143)
170 ien 150 200 210 220 230 240

ACCAGGCACAGCGCOGCGCGCACGCCGCGTCATCAATTTC AARGCCGGGCGCGOCTGTATACGCATCACAA

L L B Q 2 0 3 3 » 5 BN M N ¥ > K. S R A4 R L ¥ T B B E
CTTTTCAACCAGGCACAGGGCGGCGGCAGCCGGGTCATCAATTTCGGCAAAAGCCGGGCGCGGCTGTATACGCATCACAA)
M F' & K3 R A R L Y T B B E

250 280 270 280 230 300 310 320

GCGCAAAGTCCGCTTCCGCCATGTGGCTGGGGCACATCAGCARAAGCAACAGTTGGTGCARATCGTCCAGTTTTIAARAG
B.-KE. ¥ R-.F B D A &6 A K E & K E-E L E 1 ¥ B ¥ 1 E
GCCGCAAAGTCCGCTTCCGCCAT CTGCGGCACATCAGCAAAAGCAACAGTTG CABATCCTCCAGTTTTIAAAAG

B E N B F R B ¥ A B2 B -E F K F-E L ¥ FE I ¥'E F L E

330 340 350 380 370 380 330 400

BRI B K 6 ¥ o8 PP % T & BT

TTGCGCAACTTGGCOL GCATTCCCAAAGGGGTATTGCTCGTTGGGCCGCCTGCAACCGGCARRACG

B P B E F A E L F & B- I P K AR st R T = O P T F K T
Walker A motifi (380-400)

410 4z0 450 480 470 480

CTGTTCGCGCGCGE AGCGGGCGTGCCGTITTTTCTCCATCAGCGGGTCGCATTTICGTGCARATGTTCGT
Toh BC R @ B e R B NP R ¥ S a s §.o5 N E IR W R
CTGTTGGCGCGCGCGETTGCCGEACAAGCGGGCGTGCCGTTTTTCTCCATCAGCGGGTCGCATTTCGTGCARATGTTCGT
L4 B A R e B E B P FE S IS B85 BF IR N E X

430 500 510 540 550 5&0

CGGGOTCCGGGCATCGCGGGTCCGCCACTIGTTTCACACGGCCARARARAATCCCCCCTGCATCATCTTCATTCATCACA
> ¥ & B S RN R- B 1L F E T & E K N A& P & I I F I B B

CGGGGTCOGGGCATCGCGGGTGCGCCACTTGTTTCACACGGCCAARAARAAATGCCCCGTGCATCATCTTCATTCATCACA)

A S R ¥V R D L F ET A KZEKUNA GBG®PGECTITITFTIDE
Walker B motifi (541-559)

GTCGGCCGCCAGCGCGGCGCCOGCCTTGGO ATCACCAGCGTCAGC

¥ & RO R G AL ¢ 8 & K E RETD
GTCGGCCECCAGCGCGECCCCEGCCTTCCCGECGECCATCACCAGCGTCAGCACA

I ETe DR LA L SE R EFEEDITL YL
650 660 &70 &80 &30 700 710 720

T1AACGGCAACCAAGGCATCATTATIATCGCGGCCAC
¥k Mol § ¥R 6§ HOE oL Ll Sl & STF R B oL B0 B

CACGTCAAAGGGCGCCAAGCGGTGCTGCGCG

L L R P ., B Wl BoBCd T W B P B W E > B.E & YV L R
GCTGTTGCGCCCGGGTCGCTTCCACCGOCACATTACCGTCCACCGCCCGCACGTCAAAGGGCOCCAAGCGOTGCTGCGCG
L, L R P 5 R-FBR B OQ I T ¥ B B P B ¥V K 6 R E A ¥V L R
Arjinin parmag (737-739)
810 8z0 830 840 850 8&0 870 880

s et e P e e s e P faa g fraes s v fusn e e s
TGCATGCCCGCAACARGCCGCTCCATCAATCCGTTCACCTCAACACCATCGCCATGCGCACGCCTGEATTITCCOGCECT
LN B oo s ol Lo Ton RO RTT B e e B3

COCAACAACCCCCTCCATCAATCCCTTCACCTCAACACCATCCCCATCCCCACGCCTCCATTTITCCCGGCGCC

¥ B A B I E P K EFE S ¥8 L ET I B2 8 BT P G F 5 & A
Peptidaz _M41 (944-1573)

830 800 810 820 530 540 850 980

CACTTGCAABACTTGCTCAATCAGCCGCCOCTCGTTGCAGCCCGCCCCAACARAAACARARTTCATATCACCCACATCCA)

D 1. E 1} L L B E 2 A& L ¥ B A B R N EKE K K I B M S5 B I B
CACTTGCAARACTTGCTCAATCAGGCGGCGCTCGTTGCAGCGT BAATTCATATCAGCCACATC
B L E N L L H E & 32 L ¥ A & R B N K E E I B ¥ 5 B I B

Sekil 4.6: Gk-ftsH DSM 7263T ve Gk-ftsH HTA 426 nukleotid dizilerinin

karsilastirilmast.
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Gk-DsM

Gk-HTA

Gk-DsM

Gk-HTA

Gk-DsM

Gk-HTA

Gk-DsM

Gk-HTA

Gk-DsM

Gk-HTA

Gk-DSM

Gk-HTA

Gk-DsM

Gk-HTA

Gk-DsM

Gk-HTA

Gk-DsM

Gk-HTA

Gk-DsM

Gk-HTA

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

ftsH

1210 1220

1230 1240 1250 1z80

1110 11z0

1250 1200

1210 1320 1330 1240

1250 1280

R.'—.:'.:.'—.RR

C‘C‘[‘I"CAI PF'AT ATI"LuI"Lut"Lut"t"[‘CATC‘C‘TCA["C‘CAC‘TTTL‘C"[F!TCA[‘ CAAAAGCTTGGTCCGCTTC

1450 1480

I"\'__'E: H:'EK:.':E'_

1470 1480 1450 1500

1510 1520

1650 1700

K. 5 D 6 B ¥V E I 1 I ; K K
smp{mm 1672)
1710 1720 1730 1740

* vV eeCcCHER®*AaTI 5

T7 terminatir primer (1723-1741)

BamHI (1673-1678)

Sekil 4.6: devamu.
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4.1.5. Rekombinant pET-14b/ftsH Plazmitinin Ekspresyon
Hucrelerine Transformasyonu

Elde edilen rekombinant pET-14b/ftsH plazmiti, gen ekspresyonu icin daha
uygun olan E. coli BL21(DE3) hiicrelerine aktarilmistir. E. coli BL21(DE3)
hiicrelerine aktarilan pET14b/ftsH, Mini Plazmit izolasyon Kiti (High Pure Plasmid
Isolation Kit, Roche) kullanilarak izole edilmis ve elde edilen rekombinat plazmit
(100 ng/ul) Ndel ve BamHI-HF enzimleriyle tek kesim ve c¢ift kesim yapilarak %
1’lik agaroz jelde goriintiilenmistir. pET14b/ftsH plazmitinin Ndel ve BamHI-HF
enzimleriyle tek kesim reaksiyonlart neticesinde yaklasik 6200 b¢ uzunlugunda bir
fragment gozlenirken ayni vektoriin Ndel ve BamHI-HF enzimleriyle ¢ift kesim
reaksiyonu neticesinde yaklasik 1500 bg¢ uzunlugundaki ftsH geni ve yaklasik 4600
b¢ uzunlugundaki pET14b agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.7).

pET-14b ~ 4660 bg

6000 be
5000 be
4000 be

2000 bg

1500 bg

fisH ~ 1530 be

1000 be

« M: DNA belirteci (Fermentas SM0311).

o 1: kesilmemis pET 14b/adh.

: pET14b-fisH/Ndel kesim sonucu goriintiisii.

: pET14b-fisH/BamHI-HF kesim sonucu goriintiisii.

: pET14b-ftsH/Ndel/BamHI-HF kesim sonucu gorlintiisii.

.
oW N

Sekil 4.7: Ndel ve BamHI-HF restriksiyon enzimleri ile kesilen
PET14b-ftsH vektorunin % 1’lik agaroz jeldeki goruntisa.
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4.1.6. FtsH Proteazin E. coli BL21 (DE3) Hucrelerinde Ekspresyonu
ve Ni-NTA Kolon Kullanilarak Saflastirilmasi

pET-14b ekspresyon vektoriine klonlanan ¢inko metalloproteaz FtsH geninin
E. coli BL21(DE3) konakg1 hiicresinde ekspresyon deneyi gerceklestirilmis ancak N-
terminalinde 6xHistidin iceren yaklasik 70 kDa biiyiikliigiinde olmasi beklenen FtsH
proteini SDS-PAGE jel gorintisunde gozlenmemistir (Sekil 4.8).

pET-14b/ftsH plazmiti iceren rekombinant BL21(DE3) hucreleri ile
yaptigimiz ekspresyon calismalarinda  sicaklik, IPTG ve Zn*'gibi cesitli
parametrelerinin degistirilmesine ragmen SDS-PAGE analizlerinde olumlu bir sonug
elde edilmemistir. Ayrica pET14b/ftsH rekombinant plazmiti E. coli BL21 Gold, XL-
1 Blue, DH5a, JM109 hiicrelerine transforme edilmis ancak ekspresyon ¢alismalari

sonu¢ vermemistir.

0. saat 1. saat 2. saat 3. saat 4. saat 0. saat 1. saat 2. saat 3. saat

o« M: Marker (Fermentas SM0671).

Sekil 4.8: Rekombinant ve kontrol BL21(DES3) hiicrelerinin ftsH ekspresyonu.

ftsH geninin, pET-14b/ftsH plazmiti iceren rekombinant BL21(DE3)
hiicrelerinde SDS-PAGE’de gbzlenmeyecek olgiide eksprese olabilecegi diisiiniilerek
afinite kromatografisi ile saflagtirilmistir. Bu amagla, amino terminalinde 6xHis
rezidil iceren G. kaustophilus FtsH proteini bir immobilize metal afinite kromatografi
yontemi (IMAC) olan Ni-NTA kullanilarak saflastirma islemi yapilmustir.
Saflastirmadan sonra toplanan fraksiyonlar SDS-PAGE’de yiiklenmistir.
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6xHis
Gk-FtsH 7
~70 kDa

-———

170 kDa <«
130kDa €——
95kDa €&—m—
72kDa €——r
S5kDa €———

43kDa €———
34KkDa €———

26 kDa €———

| —

« M: Marker (Fermentas SM0671).

+ 1: Kolona baglanmayan fraksiyonlar.

« 2: Baglanmayan protein yikama érnegi.
¢ 3-9: 6xHis-FtsH eliisyon érnekleri.

Sekil 4.9: 6xHis-FtsH proteinlerinin saflagtirilmasi.

Saflastirma islemi sonunda N-terminalinde 6xHistidin igeren yaklasik 70 kDa
biiyiikliigiinde FtsH proteini SDS-PAGE jel goriintiisiinde goézlenmistir (Sekil 4.9).
Bu ornekler daha sonra enzim aktivite deneyinde ve Western Blot analizinde

kullanilmak tizere -20 °C’ye kaldirilmistir.

4.1.7. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Rekombiant ftsH geninin ekspresyon g¢alismalarinda SDS-PAGE’de belirgin
bir sonu¢ alamadigimiz i¢in pET-14b plazmiti Gzerinde bulunan ftsH geninin
transkribe olup olmadigini belirlemek amaciyla total RNA izolasyonu ve cDNA
sentezi yapilmistir.

PET-14b/ftsH plazmitini iceren BL21 (DE3) ve bu plazmiti tasimayan kontrol
grubu olan BL21 (DE3) hiicrelerinden innuPREP RNA Mini Kit kullanilarak total
RNA izolasyonu ve cDNA Sentez Kiti kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir. Elde
edilen cDNA’lar kullanilarak Gk-ftsH genini ¢ogaltmak i¢in kullanilan PCR
reaksiyonu hazirlanmis ve elde edilen sonuglar % 1°lik agaroz jelde goriintiilenmistir

(Sekil 4.10). pET-14b/ftsH tasiyan BL21 (DE3) hiicrelerinden elde edilen cDNA’nin
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kullanildigi PCR reaksiyonunda ~ 1500 b¢ uzunlugunda ftsH fragmani1 g6zlenirken,
Gk-ftsH geni tasimayan E. coli BL21 (DE3) kontrol grubu ile yapilan PCR
reaksiyonunda ftsH fragmani gozlemlenmemistir. Ayrica 16S rRNA primerleri
kullanilarak total c¢DNA’dan PCR yapilarak RNA izolasyonu ve PCR

reaksiyonlarinin dogrulugu gosterilmistir.

2000 be

1500 be
fisH ~1530 be

1000 be

750 be

500 be

¢ M: Marker (Fermentas, SM0311).

e 1: pET 14b/ftsH rekombinanti tasiyan BL21 (DE3) hiicrelerinden elde
edilen cDNA’dan yapilan PCR.

¢ 2: 16S rRNA kontrolii.

e 3: pET14b/ftsH rekombinanti tasimayan BL21 (DE3) hucrelerinden
elde edilen cDNA’dan yapilan PCR.

Sekil 4.10: cDNA sentezi sonrasinda yapilan PCR goriintiisii.

4.1.8. Western Blot Analizi

Gk-ftsH geninin hem ekspresyon hem de inkluzyon deneylerininin SDS-
PAGE analizlerinde belirgin olarak FtsH bandi goriilmemistir. Bunun Uzerine
transkripsiyonel duzeyde N-terminalindeki 6xHistidin ile birlikte ifade edilen ftsH
geninin disiik diizeyde eksprese olabilecegi diisiincesiyle Westen Blot analizi

yapilmistir. Bu ¢aligmada hem saflastirma hem de inkliizyon calismalarindan elde

62



ettigimiz Ornekler kullanilmis ve &rneklerin His-tag antikoru ile hibridizasyonuna
bakilmistir. Elde ettigimiz Western Blot analizi sonuclarina goére FtsH proteini
olabilecegini diislindligiimiiz yaklasik 70 kDa biiyiikliigiinde bant ile birlikte fakli
biuydkliklerde 3 bant gézlemlenmistir (Sekil 4.11).

~ kDa
— 230
230 kd
150
150 kd
100
100 kd 80
60
80 kd
6xHis 50
GKk-FtsH
~70 kDa
60 kd 40
30
50 kd
25
40 K m—
20
30 Kd —
15
25kd 10
o M: Marker P7710S (Invitrogen)
¢ 1: Rekombinant olmayan BL21 (DE3) hiicrelerinden elde
edilen inkliizyon vapilarinin Western Blot gortintiisti
¢ 2: Rekombinant BL21 (DE3) hiicrelerinden elde edilen
inklizyon yapilarinin Western Blot goriintiisii.

Sekil 4.11: Rekombinant ve rekombinant olmayan BL21 (DE3) hiicrelerinden izole
edilen inkliizyon yapilarinin Western Blot yontemi sonucu elde edilen goriintiisii.

4.1.9. Gk-FtsH Peptidaz Aktivitesi

Saflastirilan 6xHis-FtsH proteinin in vitro’da aktif peptidaz aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla daha 6nceki caligmalarda FtsH tarafindan etkin olarak yikima
ugratildig1 belirlenen florojenik bir substrat olan Suc-leu-leu-val-tyr-AMC (succinyl-
leu-leu-val-tyr-7-amino-4-methylcoumarin) kullanilmigtir. Reaksiyonlar gere¢ ve

yontemlerde belirlenen kosullarda olusturulmus ve FtH proteazin, ATP varlig1 ve
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yoklugunda peptit yikim aktivitesi incelenmistir. Ayni1 zamanda bir protein substrat
olan a-kazein kullanilarak peptidaz aktivitesi incelenmistir. Ancak her iki substratla

da enzimatik aktivite gézlenmemistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

ATP-bagimli proteazlar yanlis katlanmis proteinlerin ya da kisa omiirli
diizenleyici proteinlerin yikimini katalizleyerek gen ekspresyonunun diizenlenmesi,
protein kalite kontrolii ve g¢evresel kosullara goére hiicre i¢i protein seviyelerinin
duzenlenmesi gibi birgok hiicresel siiregte rol oynamaktadirlar. ATP-bagimli FtsH
proteaz enziminin bir¢ok organizmada bulunmasi ve hiicrede homeostaside gorev
alan onemli bir regiilatér olmasi, bu enzimin yap1 ve fonksiyonlarinin ¢alisilmasini
cazip hale getirmektedir. Bu enzim hiicrede kloroplastta, hiicre membraninda ve
mitokondride membrana bagli halde bulunan bir ¢inko metaloproteaz olup
substratlar1 sitoplazmik ve membran proteinleridir [Tomoyasu et al., 1993]. FtsH
proteazin kisa olan N-terminal bolgesi membrana demirlenmis olarak bulunurken
uzun olan C-terminal bdlgesi sitoplazmaya dogru uzanmis konumdadir. Bu proteazin
sitoplazmik bolgede yer alan C-terminalinde ATPaz ve proteolitik bolgelerini iceren
yaklasik 520 rezidiilikk kistm bulunmaktadir [Tomoyasu et al., 1993].

FtsH proteazin ¢esitli fonksiyonlar1 ve yapisal 6zellikleri simdiye kadar farkli
birgok organizmada ¢alisilmis olmakla beraber bu tez ¢alismasinda FtsH proteaz ilk
kez Geobacillus kaustophilus DSM 7263" susunda ¢alisilmistir. Bu calismada, FtsH
proteazin proteolitik ve ATPaz aktivitesinin detayli olarak ¢alisilmasi amaglanmustir.
Bu amagcla hiicre membranmin sitoplazmik kisminda yer almasi, eksprese edilen
proteinin tekrar membrana baglanmasinin engellemesi ve proteinin saflagtirilmasinda
kolaylik saglamasi amaciyla ftsH geninden transmembran bdélge c¢ikarilmistir.
Oncelikle Geobacillus kaustophilus HTA 426 genom dizisi (NCBI Gene Databank
NC _006510) dikkate alinarak 1899 b¢ uzunlugunda olan ftsH geninin transmembran
bolgeyi olusturan ilk 369 baz cifti iceren bolgesi ¢ikarilmistir. Bu dogrultuda
transmembran bolgeyi icermeyen 1530 bg¢’lik gen bolgesini ¢ogaltacak ileri ve geri
primerler tasarlanmustir.

PCR ile ¢ogaltilan ve 5’ ve 3’ ucunda sirasiyla Ndel ve BamHI enzim kesim
bélgeleri iceren Geobacillus kaustophilus DSM 7263 ftsH DNA fragman ilk olarak
pET-28a vektorine klonlanmak istenmistir. Ancak ayni enzimlerle gesitli siirelerde
kesilmis olan Gk-ftsH ve pET-28a fragmami farkli oranlarda insert/vektor orani
iceren ligasyon reaksiyonlar1 gerceklestirilmis ancak basarili ligasyon elde

edilmemistir. Yine ayni islemler ayn1 enzim kesim bdlgelerine sahip pET-22b
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vektorii ile denenmis ancak ligasyon gozlemlenmemistir. Son olarak, klonlama
calismasi i¢in yine bir pET vektorii olan ancak BamHI ve Ndel enzim kesim
bolgelerinden baglanmis yaklasik 1500 b¢ uzunlugunda adh geni iceren pET-14b
vektort kullanilmistir. Bu vektor tizerindeki BamHI ve Ndel kesim bdlgelerine sahip
adh geni ¢ikarilarak Gk-ftsH geni basariyla E. coli JM109 hiicrelerine klonlanmistir.
pET-28a vektoriinde BamHI (198) ve Ndel (238) enzim kesim bolgeleri arasinda 40
baz bulunurken pET-22b vektoriinde ise Ndel (288) ve BamHI (198) enzim kesim
bolgeleri arasinda 90 baz bulunmaktadir. Yaptigimiz ligasyon deneylerinde vektor
tizerinde ¢ift enzim kesim bolgelerinin arasindaki baz sayisinin az olmasinin enzim
kesimi {iizerinde olumsuz bir etki oldugu disliniilmistir. Yaptigimiz literatiir
calismasinda Shang ve ark. tarafindan 2014 yilinda yapilan bir calisma bu
diistincemizi destekler niteliktedir. Bu calismada, en yaygin olarak kullanilan 13
restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilmis ve enzim kesim bdlgeleri arasindaki
mesafenin 500 b¢’den az oldugu durumda enzim kesiminin DNA konsantrasyonuna
bagli olarak azaldigi goriilirken, 500 bg¢’den fazla mesafede DNA
konsantrasyonunun etkisi olmaksizin enzim kesiminin arttigi goriilmistiir [Shang et
al., 2014].

pPET14b ekspresyon vektoriine klonlanan Gk-ftsH geninin vektor Gzerindeki
varligi; enzim kesim reaksiyonu, plazmit iizerinden ftsH geninin PCR ile ¢ogaltilmas1
ve dizi analizi yontemleri ile dogrulanmistir. BamHI ve Ndel enzimleri ile yapilan
kesim reaksiyonlar1 sonucunda yaklasik 4660 b¢ uzunlugundaki pET-14b vektorl ve
yaklagik 1530 b¢ uzunlugundaki ftsH fragmanlari gozlemlenmistir. Ayrica
rekombinant plazmit {izerinden yapilan PCR sonucunda yaklasik 1530 bg
uzunlugundaki ftsH geninin varhigi gosterilmistir. pET-14b vektoriine aktardigimizi
diistindiigiimiiz Gk-ftsH geninin dogru bir bi¢imde (in frame) yerlestigini belirlemek
amaciyla yapilan dizi analizi sonucunda, klonlanan Gk-ftsH geninin Takami ve
arkadagslar1 tarafindan rapor edilen G. kaustophilus genomundaki (NCBI Gene
Databank NC_006510) FtsH gen dizisi (Gene ID: 3183828) ile % 99 uygunluk
gosterdigi tespit edilmistir.

PET-14b vektorii iizerinde varligi tespit edilen Gk-ftsH geni ekspresyon
caligmalari i¢in E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine transforme edilmistir. E. coli BL21
(DE3) hiicrelerine aktarilan ve ftsH genini iceren pET-14b vektori ekspresyonu T7
promotoru kontrolii altindadir. T7 promotorunun ardinda bulunan T7 RNA polimeraz

ekspresyonu IPTG ile uyarilmistir ve boylece ortaya ¢ikan T7 RNA polimerazin Gk-
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ftsH genini eksprese etmesi beklenmistir. Rekombinant E. coli BL21 (DE3) hucreleri
IPTG ile uyarildiktan sonra farkli zamanlarda ornekler alinmis ve Gk-ftsH geni
tasimayan kontrol grubu ile birlikte SDS-PAGE jelde goriintiilenmis ancak
ekspresyon diizeyinde belirgin bir farklilik goriillmemistir. Aymi calisma IPTG
konsantrasyonunun, inkiibasyon sicakliginin ve konak hiicrenin degistirilmesi ile
tekrar edilmistir fakat sonu¢ degismemistir.

pET-14b/ftsH vektorinl iceren rekombiant E. coli BL21 (DE3) hicrelerinde
Gk-ftsH geninin ekspresyon ¢alismalarindan bir sonug¢ alamadigimiz ig¢in E. coli
BL21 (DE3) huicrelerinde pET-14b plazmiti tizerinde bulunan ftsH geninin transkribe
olup olmadigini belirlemek amaciyla total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
yapilmistir. Kalip olarak ¢cDNA 6rneklerinin kullanildigit PCR’da kromozomal Gk-
ftsH genini ¢ogaltmak i¢in ileri ve geri primerler kullanilmistir. PCR reaksiyonlari
sonucunda rekombinant olmayan kontroli ile karsilastirildiginda yaklasik 1530 bg
uzunlugundaki ftSH geninin transkripsiyonel olarak ifade edildigi gosterilmistir.

Aktif olarak transkribe edilen ftsH geninin translasyonu sonucunda olusan
polipeptit zincirinden aktif proteinin olusabilmesi i¢in dogru bir bigimde katlanmasi
gerekmektedir. Cesitli stres sartlar1 altinda bozulan proteinler inkliizyon yapist adi
verilen “amorf protein graniili” olarak adlandirilan yapilar1  olusturma
egilimindedirler [Villaverde and Carrio, 2003]. inkliizyon cisimciklerinin yapis1 ve
olusum mekanizmasi ile ilgili bilgiler kisithdir. Inkliizyon cisimcikleri genellikle
strese kargt bir cevap olusturulurken yiiksek oranda rekombinant proteinlerin
eksprese oldugu durumlarda olusan kompleks yapili agregatlardir. Ozellikle E.
coli’de sitoplazma icerisinde 200-300 mg/ml konsantrasyonda olasan yiiksek
dizeyde rekombinant protein ekspresyonu, istenmeyen protein katlanmalarina sebep
olabilmektedir (Van den Berg et al. 2004). E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine
klonladigimiz Gk-ftsH geninin ekpresyon sonrasi hiicrede inkliizyon yapist
olusturabileceginden dolay1 rekombinant E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinden kontrol
grubu ile birlikte inkliizyon izolasyonu yapilmis ve bu yapilarda protein eldesi
saglanmistir. Ancak elde ettigimiz proteinlerin SDS-PAGE jel analizinde beklenen
diizeyde bant goriilmemistir.

E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine aktarilan pET14-b/ftsH vektoriniin tzerinde
bulunan ftsH geninin transkripsiyonel olarak ifade edildigi goriilmiistir ancak
ekspresyon c¢alismalarinda SDS-PAGE jel (zerinde istenilen dlizeyde bant
gorilmemesi (zerine Nikel-Nitrilotriasetik Asit (NTA) agaroz IMAC ile Gk-ftsH
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proteininin saflastirilmast yoluna gidilmistir. Ni-NTA polihistidin kuyruk tasiyan
proteinlerin bakteriyel lizatlardan saflastirilmasi i¢in kullanilan bir metal afinite
kromatografi matriksi olup bu matrikste bulunan Ni*? iyonlar saflastirilacak hedef
proteinlere ekli halde bulunan histidin aminoasitlerine kovalent olarak baglanmakta
ve 6xHis kuyrugu bagl proteinlerin kolonda bagli kalmasini saglamaktadir. Kolonda
tutunmus proteinler histidin rezidiilerine kars1 daha yiiksek afinite gosteren imidazol
iceren ellisyon tamponlari ile kolondan indirilmektedir. pET-14b vektorl Gzerine
aktarilan ftsH geni Oniinde bulunan 6xHis yapisi nedeniyle eksprese olan flizyon
proteinde histidin etiketli olacagindan Ni**-NTA IMAC yontemi ile Gk-6xHis-ftsH
flizyon proteininin saflagtirilmas: islemi kontrol grubu ile birlikte yapilmis, elde
edilen ornekler SDS-PAGE analizinde goriintiilenmistir. Yapilan analizde yaklasik
70 kDa agirliginda Gk-FtsH ile ayni biiyiikliikte bant gozlemlenmistir.

PET-14b vektori lizerine aktarilan ftSH geni 6niinde bulunan 6xHis yapisi
nedeniyle eksprese olan proteinde histidin etiketli olacagindan histidin antikorlar
kullanilarak inkliizyon yapilarindan elde edilen proteinler ve Ni?*-NTA IMAC ile
saflagtirilan Ornekler Western analizinde kullanilmistir. Kontrol grubu ile birlikte
yapilan Western analizinde inkliizyon yapilarindan elde edilen proteinlerin
kullanildig1 negatif kontrolde herhangi bir bant gdézlemlenmezken rekombinant
hiicrelerden yapilan analizde istedigimiz ve FtsH proteaz oldugunu diisiindiiglimiiz
~70 kd agirhiginda bant goriintiillenmistir. Ayni analiz Ni**-NTA IMAC ile
saflastirilan Orneklerde de yapilmistir ancak hem rekombinant hem de kontrol
grubunda bant gézlemlenmemistir.

Inkliizyon izolasyonundan elde edilen ve Ni**-NTA IMAC ile saflastirilan
proteinler icin, flourojenik bir substrat olan N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-Amido-
4-Methylcoumarin kullanilarak FtsH proteazin peptidaz aktivitesine bakilmis ancak
aktivite gozlemlenmemistir. Makino ve ark. tarafindan 1999 yilinda yapilan bir
calismada, E. coli K-12 susundaki transmembran bolgesi ¢ikarilmis FtsH proteazda
proteolitik aktivitenin ¢ok az ya da olmadigini géstermislerdir [Makino, 1999]. Buna
karsin Bieniossek ve arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda Thermotoga maritima’da
yapilan ¢alismada 2 transmembran heliks ¢ikarilarak yapilan ¢alismada Gk-FtsH
proteaz aktivitesi gozlemlemislerdir. Bu durum in vitro’da FtsH proteaz enziminin
transmembran segmentinin enzimin aktivitesi Uzerindeki etkisinin tirlere gore

degisebilecegini diisiindiirmektedir.
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