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OZET

TEZ BASLIGI : ATP-bagimhi proteaz HsIVU genlerinin Geobacillus
kaustophilus’tan klonlanmasi, DNA dizisinin belirlenmesi ve
ekspresyonu

YAZAR ADI : Kemal AVICAN

Hem okaryotik hem de prokaryotik hiicrede, bir ¢ok hiicre i¢i protein yikimi
ATP bagiml proteazlar ile baslatilmaktadir. En biiyiilk ATP-bagimli proteaz olarak
bilinen Okaryotik proteazomlar ‘ubiquitin ile konjuge olmus’ ya da olmamis
proteinlerin yikimini katalize eden multikatalitik proteaz kompleksleridir. Okaryotik
organizmalarin yani sira Archea’larda da bulunan proteazomlar, hiicre i¢inde stres
yaniti, hiicre farklilagsmasi ve metabolik adaptasyon gibi 6nemli fizyolojik rollere

sahiptir ve bu nedenle medikal uygulamalar i¢in 6nemli bir potansiyele sahiptirler.

Son yillarda tamimlanan ve izole edilen ‘heat-shock locus VU’ (HsIVU) bir
ATP-bagimli proteolitik sistem olup, Okaryotik ve arkeal proteazomun prokaryotik
homologudur. iki bilesenli ATP-bagimli proteaz olan HslVU, proteazom-baglantili
peptidaz aktivitesi gosteren HsIV (B-altbirimi) ve ATPaz ve saperon aktivitesi
gosteren HslU’dan olusmustur. Genomik ve kristal yapi caligmalar1 sonunda HsIVU
proteazlar hakkinda oldukg¢a genis bilgi saglamakla birlikte, sahip olduklar katalitik

aktivite ve fonksiyonlar1 hakkindaki bilgiler sinirhidir.

Bu tez ¢alismasinda, termofilik bir bakteri olan Geobacillus kaustophilus’un
HsIVU proteazi ilk defa Escherichia coli ‘de klonlanmig ve eksprese edilmistir. Asl/V
ve hslU altbirim genleri dnce bir klonlama vektorii olan pGEM-T vektore klonlama ve
daha sonra pGEX 6P-1 vektoriine alt-klonlama yapilarak E. coli’ye aktarilmistir.
Yaklasik 19 kDa biiyiikliigindeki HslV ve 50 kDa biiytikligiindeki HslU altbirimleri
glutatiyon S-transferaz (GST 26 kDa) proteinleri ile fiizyon halinde E.coli BL21
(DE3)’de eksprese edilmislerdir. Yiiksek diizeyde eksprese olan rekombinant
proteinlerin enzimatik aktivitelerinin degerlendirilmesi icin yapilan ¢aligmalar, kiiltiir
hiicre oziitleri kullanilarak yapilmistir. Buna gore, HsIVU proteazin kazein hidrolizi
igin optimum sicaklik araligi 55-70 °C ve optimum pH araligi 5.0-7.0 olarak

saptanmigtir.
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SUMMARY

THESIS TITLE : Cloning, sequencing and expression of genes encoding ATP-
dependent protease HsIVU from Geobacillus kaustophilus
AUTHOR : Kemal AVICAN

Degradations of many cellular proteins are initiated by ATP-dependent
proteases in both eukaryotic and prokarytic cells. Eukaryotic proteasomes, major
ATP-dependent proteases, are the multicatalytic complexes which -catalyse
degradation of ubiquitin conjugated or non-conjugated proteins. Proteasomes, exist in
eukaryotic organisms and Archeabacteria have important roles in cellular metabolism
such as stress respons, cell differentiation and metabolic adaptation. Therefore,

proteasomes have important potantial for medical applications.

Recently isolated and identified heat-shock locus VU (HslVU) is an ATP-
dependent proteolytic system which is the prokaryotic homolog of eukaryotic and
archeal proteasomes. HsIVU consists of two different subunits HslV which has
proteasom related peptidase activity (B-subunits) and HsIU having ATPase and
chaperone activities. Genomic and crystal structure studies provided a lot of
information, however the knowledge about catalytic activity and functions of HsIVU

proteases is still limited.

In this study, Geobacillus kaustophilus ATP dependent HsIVU protease first
time cloned and expressed in E. coli. hslV and hslU subunits genes cloned into
pGEM-T cloning vector then subcloned into pGEX 6P-1 in E. coli. HslV (19 kDa)
and HslU (50 kDa) were expressed with glutathione S-transferaz (GST 26 kDa) as a
fusion protein. Preliminary characterization studies were achieved by using cell free
extracts containing overexpressed recombinant proteins. Optimal temperature for
HsIVU protease activity was observed at 55-70 °C range by using cazein as a protein

substrate and optimal pH determined at 5.0-7.0 range.
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1. GIRIS

Proteazlar, proteinlerdeki peptit baglarmin yikimini katalizleyen enzimlerdir
ve tim canli formlarinda bulunurlar. Evrimsel gelisim siirecinde proteazlar, ilk basta
sadece yikim aktivitesine sahipken daha sonralari fizyolojik yolaklarda farkli 6zgil ve

kompleks gorevlere adapte olmusglardir.

Peptit baglarinin hidrolizi ekzergonik bir tepkimedir ve proteinlerin geleneksel
proteazlarla yikim yiiksek enerjili kofaktorlere ihtiyag duymamaktadir (Goldberg ve
St.Jhon, 1976). Ancak, fonksiyonel olabilmeleri i¢in niikleotit trifosfat (NTP, tipik
olarak ATP ve GTP) baglanmasina ya da hidrolizine ihtiya¢ duyan 6nemli bir proteaz
grubu daha bulunmaktadir. ATP-bagiml proteazlar, proteolitik aktiviteden sorumlu
bir peptidaz ve ATP baglanmasi ya da hidrolizinden sorumlu olan ATPaz domaini ya

da altbiriminden olusan ¢ok altbirimli kompleks proteinlerdir (Goldberg, 1992).

NTPazlarin en bilinen smifinda, NTP baglanmasinda ve hidrolizinde ¢ok
onemli roller oynayan iki korunmus protein motifi bulunmaktadir; Walker A motifi
(P-loop) ve Walker B (Magnezyum baglama) motifi. Walker motifleri iceren
ATPazlardaki ATP hidrolizi, baglanan ATP molekiiliiniin y-fosfatina saldiran aktif su
molekiilii tarafindan baslatilmaktadir. Bu motif, Gly-(X)4-Gly-Lys-Thr (X=herhangi
bir amino asit) dizisi seklinde tanimlanmistir. Walker B motifi ise (¢)s-Asp-Glu-(X),
(¢ =hidrofobik amino asit, X=herhangi bir amino asit) dizisi seklinde tanimlanmastir.
Bu motifteki aspartat residiisii magnezyum iyonunun yerlesimine yardimei olurken
glutamat residiisii, atak i¢in bir su molekiiliinii aktive etmektedir (Guenther ve ark.,

1997, Walker ve ark., 1982).

AAA alt-ailesi (ATPases associated with various cellular activities, Cesitli
hiicresel aktiviteler ile iligskili ATPaz’lar), 200-250 amino asitlik ATPaz domaini ve
Walker B motifin C-terminalinde yer alan second region of homology (ikinci
homolog bolge, SRH) ile de tanimlanmaktadir (Confalonieri ve Douget, 1995). Son
yillarda yapilan karsilastirmali dizi analizleri, SRHya sahip olmayan ve AAA" olarak
siiflandirilan bir ATPaz alt-ailesi ortaya ¢ikarmustir (Neuwald ve ark., 1999). AAA™

alt-ailesi iiyeleri; membran filizyon, transport, proteinlerin birbirinden ayristirilmast,



transkripsiyon, proteolizis, DNA replikasyonu ve DNA rekombinasyonunu igeren

genis hiicresel faaliyetlerde gorev almaktadirlar (Sekil-1.1) (Neuwald ve ark., 1999).

Membran Flizyon/Transport

NSF/Sec18p Vps4p/SKD1

ER/Golgi Dlizenlenmesi ~ Peroksizomlar

peTNCPICde48p, NSF/Sect8p Pex1p, PexBp

Proteoiizis DNA Replikasyonu

Proteozomal ATPaz'lar, FisH

ClpA, ClpX, HslU, Lor Orci,4,5, Mcm2-7, Rfc1-5
: . ; SV40 T antigen, DnaA

Kloroplast/Plastidler

DNA RekcmbinasyonufTamiril
FtsH/Var2, Pftf, ClpC

RuvB, Rad17, Ric2-5

Transkripsiyon

TIP49a.b. Nirc
Proteazomal ATPaz'lar

Mitokondri

paraplegin, Yta10p, Yiai2p
Ymelp, Mspip, Beslp, Lon/Pimip
ClpX, Hsp78

[ Motorlar—

aacin|
dynein

Mitoz/Mayoz, Apoptozis,
Mikrotiiblllerin Ayrilmasi

Proteinlerin Ayrigtinimasi/Katlanmasi|

Cde48p/VCP/smallminded/MAC-1
Hsp104/Hsp78/ClpB katanin™E-1

Sekil-1.1. AAA”™ ATPaz’larin farkli hiicresel fonksiyonlari. AAA" proteinlerin hiicresel
konumlar1 ve fonksiyonlari. Kirmizi ile yazilanlar AAA ATPaz ailesi iiyesi ve geri kalanlar

AAA" ATPaz alt-ailesi iiyesidirler (Ogura ve Wilkinson, 2001).

ATP-bagimli proteazlar, c¢esitli fizyolojik fonksiyonlar icin gerekli olan
proteolitik aktiviteye sahiptirler ve belirli bir siire icinde yikima ugrayacak 6zgiil
proteinlerin yikimini saglamak {izere dikkatlice diizenlenirler. Istenmeyen ya da
zararli proteinlerin hiicreden uzaklastirilmasini igeren hedefli protein yikiminin bir¢ok
yarar1 bulunmaktadir. Ozgiil proteinlerin hiicresel seviyeleri, ¢evresel sartlara bagh
olarak degisiklik gostermektedir. Ornegin stres kosullari (1s1 soku, besin yoklugu, asit
ya da oksidatif stres) altinda hiicre i¢inde varolan proteinler; katlanmalarinin acilmasi,
agregasyon, kimyasal modifikasyon ya da tamamlanmayan biyosentez sirasinda
cogunlukla zarar goriirler. Islevsel olmayan bu proteinler, onarilmadiklar takdirde
potansiyel zararli proteinler olarak yikima ugratilirlar. Bununla beraber stres kosullar
altinda olusan transkripsiyonel yanitlar, hiicrenin stres kosullartyla basa ¢ikacak,
yikimi azaltacak yeni ve farkli protein tiplerinin sentezlenmesiyle sonuglanir.

Cevresel stres olustugunda proteomun, proteolizisi hiicresel islev ve fizyolojiyi



normal duruma dondiirmek ic¢in transkripsiyonel degisiklikler ile yeniden
diizenlemesi gerekmektedir. Normal biiylime sirasinda proteolizis, belirli proteinlerin
hiicresel konsantrasyonlarini belirli bir seviyede tutmak ya da kismi proteolizis
oncesinde etkin olmayan aktivitelerin serbest birakilmasi i¢in kullanilmaktadir. Bu
nedenle, proteolizis; ¢esitli yolaklardaki aktivitenin ve post-translasyonel protein

seviyesinin diizenlenmesi i¢in olanak saglar.

Biitin AAA" proteazlar genel olarak benzer yapisal ozelliklere sahiptirler.
Birbiriyle bitisik 6 veya 7 altbirimden olusan, 4 veya 6 halkanin bir araya gelmesiyle
olusturulan i¢i bos fic1 benzeri yapilara sahiptirler. Proteolitik aktif bolgeler, hatali
yikimi engellemek i¢in i¢ c¢ember icinde gizlenmis olarak bulunmaktadirlar.
Hekzamerik AAA" ATPaz’lar, proteaz silindirlerinin bir ya da her iki ucuna baglamr
ve subtratlar1 tamiyarak dogal substrat katlanmalarini agip, yikim igin proteaz
¢emberinin i¢ kismina transfer ederler (Wenzel ve Baumeister., 1995, Van Melderen
ve ark., 1996). Korunmus AAA" domainleri bu ortak aktivitelerden sorumluyken
0zgiil domainler siklikla adaptor ya da substrat taninmasinda gorev almaktadirlar

(Mogk ve ark., 2004).

Her bir ATPaz altbiriminin AAA" modiilii, biiyiik ap domain ve kiigiik o-
helikal domainden olusmaktadir. Niikleotit baglanmasi, komsu altbirimlerin birbirine
bakan bolgelerinde ger¢eklesmektedir. Birka¢ korunmus amino asit rezidisii,
niikleotit hidrolizinde rol oynamaktadir. Walker B motifinde olduk¢a korunmus olan
glutamik asit rezidiisiiniin mutasyonu, AAA" proteinin ATP hidrolizini bozmak i¢in
yeterlidir. Buna ilave olarak, korunmus arjinin rezidiileri, ATP baglanmas1 ve
hidrolizine eglik eden konformasyonel degisikliklerin yaratilmasinda kritik rol

oynamaktadirlar (Ogura ve Wilkinson, 2001, Ogura ve ark., 2004).

Cogu AAA" proteinler zarar gormiis, yikima ugrayacak ya da translasyondan
sonra degistirilmesi gereken proteinlerin katlanmalarinin acgilmasinda veya tekrar
katlanmasinda islevseldirler. Bazi AAA" proteinler ayn1 zamanda saperon rolii de
gormektedirler. Clp/Hspl100 ailesine ait olan ClpB, polipeptidleri agregatlardan
uzaklastirip katlanmalarimi agtiktan sonra katlanmalarinin yeniden diizenlenmesi i¢in
DnaK gibi kosaperonlarla etkilesimine olanak saglamaktadir (Goloubinoff ve ark.,

1999).



1.1. ATP Bagimh Proteazlar

Okaryotlardaki en biiyiik ATP-bagimli proteaz; ubikitinasyon ile hedeflenmis
proteolizisden sorumlu olan 26S (20S proteazom ve 19S diizenleyici partikiil)
proteazomdur. Obakteriler, 26S proteazom ve ubikitinlerden yoksun olmalarina
ragmen CIpAP, ClpXP, HsIVU, Lon ve membrana baglh FtsH olmak {izere bes farkl
ATP-bagimli proteaza sahiptirler (Tablo-1.1). Benzer proteazlar ayni zamanda
mitokondri ve kloroplastlarda da mevcutturlar. ClpAP/ClpXP ve HslIVU’da peptidaz
ve ATPaz aktiviteleri farkl altbirimlerde goriilmektedir, bu yapilanmalar1 nedeniyle
26S proteazoma yapisal ve fonksiyonel anlamda benzerlik gostermektedirler. Lon ve
FtsH’da peptidaz ve ATPaz aktiviteleri tek bir polipeptit zincirinin farklh
domainlerinde goriilmektedir. Tiim bu ATP-bagimli proteaz komplekslerindeki
ATPaz altbirimlerinin ¢ogu (ClpX, HslU, Lon, FtsH, 19S), tek bir ATP baglama
domainine sahip olmakla birlikte ClpA altbirimi iki ATP baglama domainine sahiptir

ve yine de bir AAA" ATPaz alt-ailesi iiyesidir (Gottesman, 2003).

Tablo-1.1. ATP-bagimli proteazlarin genel 6zellikleri.

Peptidaz ATPaz
Kompleksi AAA Kompleksi
Aile Peptidaz  Aktif Bolge mpeis ATPaz  domain mpeis
Oligomerik Oligomerik
sayisl
Yap1 Yap1
Tetradekamer
Hetero- ClpAP ClpP Ser Proteaz, 2 ClpA 2 Hekzamer
oligomerler heptamerik
halka)
Tetradekamer
2
ClpXP ClpP Ser Proteaz heptamerik CIpX 1 Hekzamer
halka)
26S 20S Thr Proteaz 198 1 Hekzamer
Proteazom Proteazom
Dodekamer
HsIVU HslV Thr Proteaz (2 . HslU 1 Hekzamer
heptamerik
halka)
Homo- Lon ¢ . Ser Proteaz Hekzamer Merkezi 1 Hekzamer
ligomerler termmgl bolge
olig bolgesi
FtsH - . Zn" Hekzamer Merkezi 1 Hekzamer
terminal i
o Metalloproteaz: bolge
bolgesi




1.1.1. Proteaz La (Lon)

Proteaz La (Lon), /on geni tarafindan kodlanan bir 1s1 soku proteinidir
(Goldberg, 1992; Maurizi, 1992; Chung, 1993, Chung ve ark., 1996). E. coli Lon
proteaz, ilk tamimlanan ATP-bagimli proteazdir. 784 amino asitten olusan tek
polipeptitin ¢oklu domainler olusturdugu oligomerik bir enzimdir. Bu enzim, her biri
87 kDa molekiiler agirligindaki altbirimlerden olusan bir hekzamer (400-450 kDa)
olarak karakterize edilmistir. Lon proteaz, hetero-oligomer olusturan diger ATP-
bagimli proteazlardan ve Clp/Hspl00 ailesi proteinlerinden farkli olarak homo-

oligomer yapidadir (Goldberg ve ark., 1994).

Her bir altbirim N-terminal domain, merkezde konumlanan ATP-baglama
(ATPaz) domaini ve aktif Ser rezidiisiiniin konumlandigi C-terminal domainden
olusmaktadir. FE. coli’de bu enzimler DNA hasar ile uyarilan hiicre boéliinmesi
inhibitorii olan SulA proteini, kapsiil sentezinin pozitif diizenleyicisi olan RscA
proteini ve A N poteinleri gibi kisa Omiirlii proteinlerin ve anormal proteinlerin

yikimimi kataliz etmektedir (Torres-Cassaba ve Gottesman, 1987).

1.1.2. Proteaz Ti (Clp, Caseinolytc Proteaz)

Fizyolojileri ve calisma mekanizmalar1 bakimindan en iyi karakterize edilen
ATP-bagimh proteazlar; E. coli’deki CIpAP ve ClpXP kompleksleridir. ClpP,
katalitik @iliiye (Ser’’, His'** ve Asp'’") sahip bir Ser proteazdir. ClpP, toplamda 14
aktif bolgeye sahip iki heptamerik halkadan meydana gelen i¢i bos silindirik bir
yapiya sahiptir (Sekil-1.2) (Wang ve ark., 1997).

ClpP tek basina, kiiciik peptitleri (en fazla 6 amino asit biiyiikliigiindeki)
yikabilme yetenegine sahipken, biiyiikk peptit veya proteinleri tek basina
yikamamaktadir. Zira bu molekiillerin silindirik yapinin i¢ bolgesindeki proteolitik
merkezi oyuga gegmesi igin Oncelikle kiigiik aksial porlardan ge¢mesi gerekmektedir.
Biiyiik polipeptitlerin yikimi, birer AAA™ ATP alt-ailesi iiyesi olan hekzamerik ClpA
ve ClpX halkalarinin ClpP’ye baglanip kompleks olusturmasiyla, ATP-bagimli bir



sekilde gergeklestirilmektedir (Hwang ve ark., 1988, Woo ve ark., 1989, Thompson
ve ark., 1994) (Sekil-1.2). Bu ATPazlar, substrat taninmasi, substrat katlanmalarinin
acilmas1 ve katlanmalar1 agilan substratlarin proteolitik bolgeye transferinden
sorumludurlar (Singh ve ark., 2000). Gergekte CIpA ve ClpX; ClpP’nin farkli
uclarma baglanarak daha fazla hiicresel substrat baglayabilen karmasik CIpAPX
kompleksleri olusturabilme potansiyeline sahiptir (Ortega ve ark., 2004).

ClpA, ClpB, CIpX ve ClpY (HslU) olarak isimlendirilen yapisal ve
fonksiyonel agidan birbirinden farkli olan Clp diizenleyicileri, AAA" alt-ailesi iiyesi
ATPazlardir. Dizi karsilastirmalari, mutasyon analizleri ve biyokimyasal ¢aligmalar
sonucu tanimlanan (LIVMP)-G-(FL) tripeptit motifin varhgimin Clp ATPazlarin
ClpP’ye baglanmasi i¢in indikatdr rolii oynadigmi agiga ¢ikarmistir. Bu motif ClpA
ve ClpX’de bulunurken ClpB ve ClpY’de bulunmamaktadir. Bu bulgular, CIpA ve
ClpX, ClpP’ye baglanabilirken ClpB ve ClpY’nin neden baglanamadigini agikg¢a
ortaya koymaktadir (Kim ve ark., 2001).

CIpAP ve ClpXP proteazlar, birka¢ hiicresel aktiviteden sorumludurlar ve
farkli substrat 6zgilliiklerine sahiptirler (Dougan ve ark, 2002). Genel olarak ClpAP
birbirinden oldukga farkli substratlar1 yakalayabilirken ClpXP, hedefleme motifi olan
proteinleri yakalamada daha yeteneklidir. ClpP proteazin in vitro ve in vivo’da yikima
ugrattigi substratlar Tablo-1.2°de gosterilmistir. ClpP, E. coli’nin besin agligi
sirasinda hayatta kalmasi ve bazi hiicresel protein miktarlarmin diizenlenmesinde
islevseldir. Farkli canlilarda ClpP’nin, hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina gegis
gibi ¢esitli fizyolojik siireclere katildigi bilinmektedir (Weichart ve ark., 2003).
ClpP’den yoksun Bacillus subtilis 'te yiiksek sicaklikta biiyiiyememe, gelisememe ve

sporulasyona girememe gibi bozukluklar goriilmiistiir (Kang ve ark., 2001).



ClpA - Iki birlegik
hekzameri ClpP heptameri
ATP
1)
CIpAP
Protein
N Substratiar
C
<
2)
Katlanmanusg
Protein
ATP
\ ﬁ ADP + P
3)
ATP ATP
ADP + P ADP + P
Dogal ‘ ;fj Yikim
oga : .
Protein .,_"'”:(Urﬂn!en

Sekil-1.2 Clp proteazin isleyis mekanizmasi. 1-) ATPaz altbirimlerinden olugan bir halka,
proteolitik kompleks (ClpP heptamerleri) ile birleserek (ATPaz halkalari, proteolitik
¢ekidegin bir ya da her iki ucuna baglanabilir) aktif proteaz kompleksi olusturur. Bu birlesme
ATP ile katalizlenir. 2-) ATPaz domainleri uygun substratin C- ve N-terminallerine yakin
konumlanan tanima motiflerine baglanirlar. 3-) Substrat katlanmalar1 agilir, proteolitik
bolgelerin bulundugu merkezi oyuga taginarak burada yikima ugratilir. Baz1 kosullarda

substrat bu bolgeden ayrilip tekrar katlanabilmektedir (Hlavacek ve Vachova, 2002).



Tablo-1.2 ClpP proteazin in vitro ve in vivo substratlari

Enzim EC Num.

in vitro Subsratlar

in vivo Substratlar

ClpP 3.4.21.92

-Bakteriofaj A protein O
-B-galaktosidoz fiizyon protein
-Kasein

-Glukagon

-SsrA-isaretli proteinler
-Okside insulin B zinciri
-Suc-LY-AMC gibi
fluorogenik

peptidler

-Karbon-azhigi ile uyarilan proteinler
-Anormal proteinler
-Kavanillenmis proteinler

-Is1 soku ile hasar gbren proteinler
-6°, SsrA-isaretli proteinler, A
protein

-ClpA, RepA, Phage P1 PhD
-N-kural1 proteinleri
-UmuD/UmuD’ hataya egilimli
DNA polimeraz dimeri

-MazE, E. coli hiicre 6limii
diizenleyicisi

-Dps, besin aglig1 sirasinda uyarilan
DNA protein

-DksA, DnaK siipresor protein

-C. crescentus CtrA,
transkripsiyonel regiilator

-CtsR, 1s1 soku regulon repsresor,
MurA

-Salmonella FIhD ve FIhC,
flagellum biyosentezi regiilatorleri
-Faj Mu transposaz ve mutant vir

repsresor




1.1.3. FtsH

fisH geni, yaklasik 70 kDa molekiiler biiyiikliige sahip, aktif merkezinde Zn*"
iceren ATP bagimli bir metalloproteazi kodlamaktadir. Ilk olarak E. coli’de
birbirinden bagimsiz dort grup tarafindan tanimlanmig, bu nedenle dort farkli sekilde
isimlendirilmistir: Afl (high fraquency of lysogenization) (Belford ve Wulf, 1973),
ftsH (filamentation temperature sensitive) (Santos ve Almeida, 1975), tolZ (colicin-
tolerant mutant) (Matsuzava ve ark., 1984) ve mrsC (mRNA stability) (Granger ve
ark., 1998). Clp ATPazlar gibi FtsH da bir AAA" alt-ailesi iiyesidir (Neuwald, 1999,
Langer, 2000). Prokaryotlarda ve Okaryotlarin mitokondri ve kloroplast ile iliskili

bolgelerinde yaygin olarak bulunmaktadir.

FtsH proteini diger ATP-bagimli proteazlardan farkli olarak stoplazmik
membrana demirlemistir. N-terminale yakin iki bdlge membrana dolanmigtir, N-
terminalin ¢ok kisa bir bolimii ve C-terminal sitoplazmaya doniiktir (Shumann,
1999). FtsH, E. coli’de HfIK ve HfIC membran proteinlerine bagli ve YccA ile gecici
olarak birlesen bir membran proteini olarak rapor edilmistir (Kihara ve ark., 1998).
FtsH’nin en 6nemli fonksiyonu 1s1 soku ile uyarilan E. coli transkripsiyon faktorii
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o “’nin yikimidir ve ayrica saperona benzeri aktivite de gostermektedir (Bukau, 1993,

Schumann, 1999).

1.1.4. HsIVU (ClpQY, Prokaryotik Proteazom)

HsIVU proteaz, Obakterilerin % 60’mnda ve birgok 0Okaryotik tiirde
bulunmaktadir (Gille ve ark., 2003, Ruiz-Gonzales ve Marin, 2006). Varligina dair ilk
kanit, E. coli’deki iki operonun (As/TS/ibpAB ve hslVU) olusturdugu dort 1s1 soku
geninin belirlenmesi ¢aligmasindan elde edilmistir. HsIVU proteaz altbirimlerinin E.
coli’de ilk olarak, As/VU promotorunun o> tarafindan tanman konsensus diziye
milkemmel bir sekilde uygunluk gosterdigi ve bu operonun transkripsiyonunun 1si
soku sirasinda oldukga arttiginin belirlenmesi ile HsIVU’nin 1s1 soku sirasinda zarar
gormiis proteinlerin yikiminda islev gordiigii seklinde yorumlanmistir (Chuang ve

ark., 1993).



Daha sonra yapilan c¢alismalar, enzim substratlari, proteaz ve ATPaz
altbirimlerinin ATP’ye olan gereksinimleri ve ayrica proteaz altbiriminin aktif bdlge
analizleri lizerinde yogunlasmstir. E. coli HsIVU proteazi, hs/VU (heat shock locus
V'U) operonu tarafindan kodlanan, molekiiler biiyiikliikkleri 19 kDa olan HsIV ve 50
kDa olan HslU 1s1 soku proteinlerinden olugmaktadir (Chung ve ark., 1993)

1996°da HsIVU’nun proteolitik aktivitesi ile yapilan ilk ¢alismalar, *H- ya da
1C-etiketli kazein ya da insiilin p-zincirinin yikimini ortaya koymustur. Ug boyutlu
yapist kararli olmayan ve bir¢ok proteaz tarafindan yikima ugratilan bu substratlar,
HslVU’ya zayif olarak baglanabilmekte ve ¢ok vyavas bir sekilde yikima
ugratilmaktadirlar (Rohrwild ve ark., 1996).

HsIVU baglangicta saflastirildiginda, potansiyel substratlari olan ¢esitli
florogenik substratlar ile taranmigtir (Rohrwild ve ark., 1996). Daha oOnceleri
proteazomun  kimotripsin-benzeri  aktivite  deneylerinde  kullanilan ~ N-a-
benziloksikarbonil-Gly-Gly-Leu-7-amido-4-metilkoumarin’in (Z-GGL-AMC) (Chu-
Ping ve ark., 1992), HsIVU tarafindan etkili bir sekilde kesildigi saptanmistir
(Rohrwild ve ark., 1996). HslV, tek basina zayif peptidaz aktivitesine sahipken ATP
ve HslU varliginda bu aktivitenin 500 kat arttig1 bulunmustur (Huang ve Goldberg,
1997).

HsIVU proteazin, proteazom gibi kimotripsin-benzeri aktivite gdstermesine
ragmen Benzoil-Arg-Gly-Phe-Phe-Leu-4-methoksi-f-naftilamid (Bz-RGFFL-MNA),
Glutaril-Ala-Ala-Ala-4-methoxy-f-nafitilamid (GIlt-AAA-MNA), Suksinil-Phe-Leu-
Phe-B-naftilamid (Suc-FLF-BNA) gibi tripsin-benzeri ve peptidil-glutamil-peptidaz
aktivitesi ile yikilan  proteazom substratlarini yikamadigr aciga ¢ikarilmistir

(Rohrwild ve ark., 1996)

Aymi caligmalarda, HsIV proteaz N-terminal Thr rezidiisiiniin okaryotik
proteazomdaki N-terminal Thr gibi aktif niikleofil olarak davranabilecegi ongiiriilerek
cesitli Thr, Ser, Cys ve metalloproteaz ihibitorleri varliginda inhibisyon deneyleri
yapilmistir. Buna gore HslV proteaz aktivitesinin Okaryotik proteazom ve aym
zamanda Ser ve Cys proteaz inhibitdrleri olan Z-Leu-Leu-norlosinal (MG132), asetil-

Leu-Leu-norlésinal (Kalpain inhibitéor 1) ayrica Thr proteaz inhibitérii olan
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Laktasistin ve 3,4-dikloroizokoumarin tarafindan inhibe edildigi agiga c¢ikarilmistir.
Bundan farkli olarak, bir Ser proteaz inhibitorii olan fenilmetilsulfonil florid, Cys
proteaz inhibitdrii olan E64 ve birer metalloproteaz inhibitorii olan O-fenantrolin ve
Bestatin’nin HslV aktivitesi iizerinde etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Tiim bu
sonuglar ile birlikte HsIV’nin dkaryotik proteazom gibi bir N-terminal proteaz oldugu
sonucuna varilmis, bu sonu¢ 1996’da Yoo ve arkadaslari tarafindan HsIVU proteazin
karakterizasyonuna yonelik yapilan ¢alismalar ve 1997°de yine Yoo ve arkadaslar

tarafindan yapilan aktif bolge mutasyon ¢aligmalari ile de desteklenmistir.

HslV’nin en belirgin ve dikkat cekici 6zelligi; oOkaryotlar, Obakteri ve
arkealardaki 20S proteazomun [-altbirimlerine homoloji gdstermesidir. HsIV
altbirimleri, Thermoplasma acidophilum 20S proteazomunun P-altbirimleriyle ayn

katlanmalara sahip olup % 18 dizi benzerligi gostermektedir (Bocthler ve ark., 1997).

ATP varliginda HslU ATPaz hem hekzamerik hem de heptamerik halka
yapist olusturabilmektedir. Bu HsIU halkalari, HslV halkalariin her iki ucuna
baglanarak UgVeVeUs ya da U;VeVeU7 konfigrasyonlarindaki HsIVU kompleksini
olusturmaktadir (Rohrwild ve ark., 1997; Bochtler ve ark., 2000).

HsIVU ve komponentlerinin yapisal ve fizyolojik o6zellikleri hakkindaki
bilgilerin ¢ogu E. coli ile yapilan ¢alismalardan elde edilmistir. Bununla birlikte,
HslVU’ye benzeyen bir proteaz Bacillus subtilis’te bulunmustur. Bu proteinler
(CodW peptidaz ve CodX ATPaz), cod operonu tarafindan kodlanmakta ve E.
coli’deki HslV-HslU’ya % 52 oraninda amino asit benzerligi gdstermektedir. Ilging
bir sekilde CodW, HslV ve 20S proteazomun B-altbirimlerinden farkli olarak aktif
bolge residiizii gibi islev goren N-terminal Thr yerine N-terminal Ser rezidiisiiniin
hidroksil grubunu aktif niikleofil olarak kullanmaktadir. CodWX, N-terminalinde
aktif bolge olarak davranan Ser residiiziistine sahip ilk ATP-bagimli proteazdir (Kang

ve ark., 2001).

HsIVU’nun fizyolojik rolii ile ilgili E. coli’de yapilan ilk calismalarda, AsUV
genlerinin delesyonu sonucunda 45 °C altindaki sicaklikta belirli fenotipik bir etki
goriilmemistir ancak 45 °C m istiindeki sicakliklarda hiicrelerde yavas biiyiime ya da

oliim gozlenmistir (Katayama ve ark., 1996; Kanemori ve ark., 1997).

11



ClpXP gibi bazi1 ATP-bagimlh proteazlarin yikima ugradigi ve aktivitesini
kaybettigi 50-60 °C sicaklik araliginda en yiiksek aktiviteyi, E. coli’den saflastirilan
HsIVU proteaz gostermistir (Burton ve ark., 2005). Bunun sonucu olarak, yiiksek
sicakliklarda yikima ugrayan veya katlanmalar1 agilmis hiicresel proteinlerin

yikiminda HsIVU’nun 6zel bir rol oynadigi goriilmiistiir (Missiakas ve ark., 1996).

Huang ve Goldberg tarafindan 1997°de yapilan calismalarda, reaksiyon
tamponu icindeki peptidaz aktivitesinin, karmasik yollar iizerinden basta K™ olmak
iizere ¢esitli katyonlarin varligina da bagimli oldugu gosterilmistir. Buna gére ATP ve
ATP analoglar ve farkli katyonlarm kullanildigi reaksiyonlarda AMP-PNP varliginda
aktivitenin basta K* olmak iizere NH;  ve Csya bagimli oldugu ancak bu etkinin
ATP kullanildiginda goriilmedigi agiga ¢ikarilmistir. Ayni calismada ATP varliginda
en yiksek proteolitik ve kaseinolitik aktivitenin MgCl, varliginda oldugu

gbzlenmistir.

1996 ve 1997°de birbirinden bagimsiz bir sekilde yapilan taramalardan HsIVU
ATP-bagimli proteazin, 1s1 soku proteinlerini diizenleyen ve E. coli’de hiicre
boliinmesinin SOS aracili inhibisyonunu baskilayan proteinler (Missiakas ve ark.,
1996, Khattar, 1997) oldugu ortaya c¢ikarilmistir. HsIVU’yu yiiksek seviyede ifade
eden veya bu proteinden yoksun olan suslarda gozlenen biyolojik cevap, HsIVU
substratlariin duragan seviyelerinde artma veya azalma seklinde olmustur (Kanemori
ve ark., 1997). Bir 1s1 soku proteini olarak HsIVU, 1s1 soku faktorii olan 6>’ nin yikimi
ile 1s1 soku cevabini, hiicre boliinmesi inhibitorii SulA yikimi ile de SOS cevabim
etkilemektedir (Kanemori ve ark., 1999, Cordell ve ark., 2003). Missiakas ve
arkadaslar1 (1996) HsIVU proteazin puromisin varliginda iiretilen hatali sonlanmis
peptitlerin yikiminda rol aldiim1 ortaya c¢ikarmislardir. Yakin bir zamanda,
Helicobacter pylori hiicre yiizeyinde HslV’nin belirlenmesi bu enzimin bakteri-konak

etkilesiminde rol alabilecegine bir kanit olarak degerlendirilmistir (Du ve Ho, 2003).
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1.1.4.1. HslV Peptidaz

HslV’nin arkeabakteriyal ve Okaryotik proteozomlarin B-altbirimleri ile dizi
benzerligi gosterdigi E.coli HslV geni dizilendikten hemen sonra fark edilmis ve daha
sonra diger iliskili Obakterilerin dizileri ile de karsilastirillarak bu benzerlik
desteklenmigtir. Dizi benzerliginin anlasilmasindan sonra yapilan c¢alismalar, olasi
yapisal benzerlikler iizerinde yogunlagmistir. Rekombinant HslV’nin elektron
mikroskop goriintiileri, partikiiliin proteozomlarda oldugu gibi hekzamerlerden
kurulan bir dimer olusturarak girig kismi1 olmayan merkezi bir boslugu cevreledigini
ortaya c¢ikarmistir (Rohrwild ve ark., 1997). Bunu takiben, HslV’nin bu beklenmeyen
hekzamerik simetrik yapisi ve altbirim katlanmalarinin 6karyotik proteozomlar ile
benzerligi X-151n1 kristalografisi ile de dogrulanmistir. Ayrica kristallografik veriler,
hareket eden halkanin 6karyotik proteozomlar ile karsilastirildiginda altbirim-altbirim
arayliziinde kiigiik degisiklikler ile sonuglandigin1 ve proteazomun yapilanmasiyla

benzer oldugunu agiga ¢ikarmistir (Sekil-1.3) (Bochtler ve ark., 1997).

Sekil-1.3 E.coli HslV ve T. acidophilum proteozomunun karsilastirilmasi. E.coli
HslV’nin bir hekzamerik halkas1 (kirmizi) ile 7. acidophilum proteozomunun bir
heptamerik halkasinin f altbiriminin (yesil) iist-liste konulmus halinin {i¢ boyutlu
gosterimi. Halkanin “Uist’ kismindaki altbirimler en uygun sekilde yerlestirilmistir.
HslV alt iinitelerinin merkezden disa dogru uzanan ‘kuyruk’lar1 klonlama sonucu

olusan histidin kuyruklaridir (Bochtler ve ark., 1997).
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HslV’nin 12 aktif bolgesinin tamami, merkezi oyugun i¢ duvaria
konumlanmstir. E. coli’de her bir aktif bolge, ayn1 halka iizerinde bir sonraki aktif
bolgeye 28 A uzakliktayken farkli halkalar iizerindeki iki komsu aktif bolge
arasindaki uzaklik, 26 A’diir (Azim ve Noor, 2007)

HslV kendi basina, normal hidrofobik substratlar lizerinde zayif bir petidaz
aktivitesi gostermektedir ancak HsIU ATPaz, bu aktiviteyi 20 kat gii¢lendirecek
sekilde uyarmaktadir (Yoo ve ark., 1996). HslU, HslV tarafindan 2-3 kat
arttirilabilecek icsel ATPaz aktivitesine sahiptir. Bu yiizden HsIV ve HslU,
birbirlerinin konformasyonlarinda degisiklik yapabilme yetenegine sahiptirler. 20S
proteazomun B-altbirimlerinde oldugu gibi, HsIV’nin N-terminalinde de korunmus 2

Thr residiisii bulunmaktadir.

Ozgiin olarak, HslV’'nin N-terminal Thr’iyle oldugu kadar 20S proteazomun
altbirimleriyle de etkilesen laktasistin nin, HsIVU’nin proeolitik aktivitesini inhibe
ettigi gosterilmistir (Seol ve ark., 1997, Fenteany ve ark., 1995). Ayrica, Thr’in Val
ile yerdegistirmesi ya da delesyonunun, enzimin aktivitesini ortadan kaldirdig
bulunmustur. Bu nedenle N-terminal Thr, 20S proteazomda oldugu gibi aktif
niikleofil bolge olarak davranmaktadir. Ancak N-terminal Thr i¢cermeyen inaktif
HslV, HslU ile yaban tip HslV’den daha siki etkilesim halindedir ve HsIU’nun
ATPaz aktivitesini 10 kat arttirdig1 aciga c¢ikarilmistir. Buna karsin N-terminalindeki
her iki Thr residiisiinden yoksun olan HslV, ne HslU ile etkilesime girebilir ne de
HslU’nun ATPaz aktivitesini arttirabilir. Bu nedenle, HslV N-terminal Thr’in, ikinci
Thr katalitik aktivitesinin yaninda HslU ile etkilesimde yardimci rol oynadigi
diisiiniilmektedir (Yoo ve ark., 1997).

1.1.4.2. HsIU ATPaz

Dizi temel alindiginda HslU, Walker A (fosfat-baglama ilmegi ya da P-loop)
ve Walker B (magnezyum-baglama motifi) motiflerini bulundurmasi nedeniyle
kolaylikla bir ATPaz olarak siniflandirilmistir. HslU igin iki farkli simiflandirma
modeli 6nerilmig olup HslU, PDZ-domain i¢ceren ATPaz (Levchenko ve ark., 1997)
ya da alternatif olarak AAA" ATPaz olarak smiflandirilmistir (Neuwald ve ark,
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1999). Kristallografik ¢alismalarin sonuglari, AAA" ATPaz modelinin daha dogru
oldugunu ag13a ¢ikarmistir (Bochtler ve ark., 2000). AAA" ATPaz’lar, kisa bir linker
ile birbirine baglanan iki temel domainden olusmaktadirlar. Niikleotid, bu iki
domainin arayiiziine baglanmaktadir. HslU’da ilk olarak gozlemlendigi gibi,
niikleotid varlig1 ya da yoklugu bu iki domainin birbirlerine gére konumlanmalarini
degistirmektedir (Bochtler ve ark., 2000). HslU’da ¢ok farkli niikleotid bdlgelerinin
bulunmas: lizerine daha sonralar1t model, niikleotid hidrolizinin gergeklestigi bolgeye
gore degistirilmistir (Wang ve ark., 2001). Niikleotid, bir altbirimin hem N- hem C-
domainine hem de komsu altbirimin ara ylizeyine temas edecek sekilde
konumlanmustir. Iki altbirimin niikleotid baglama bélgelerindeki korunmus residiileri,

oldukga polar bir ortam olusturmaktadir (Bochtler ve ark., 2000).

C-terminalin substrat taninmasindaki rolii {izerine yapilan arastirmalar
onceleri biyokimyasal olarak tamimlanan ve diger AAA" ATPaz’larda da bulunan
SSD (Sensdr ve substrat-tanima domaini) domainin belirlenmesiyle baglamistir. Buna
gore bu domainin, substratlarin yakalanmasinda bir c¢engel gorevi gordiigi
diisiiniilmiistiir. Ancak HslU’nun kristal yapist anlasildiginda C-domainin,
altbirimlerin  oligomerizasyonunu ydnettigi aciga cikarimistir. Coziiciilerin
ulasabildigi bolgeler HslU nun periferalinde yeralmaktadir. Merkezi oyugun oldukca
uzak bir bolgesinde, disa dogru uzanan ve ‘I domain’ olarak adlandirilan ek bir
domain bulunmustur (Sekil-1.4). Kristal yapidan hareketle, disa dogru uzanan I
domainlerinin bir ¢engel gibi hareket ettigi agiga c¢ikarilmistir. Daha sonralar1 bu
modele uygun bir sekilde I domainin, katlanmig substrat MBP-SulA’nin yikiminda
gerekli oldugu aciga ¢ikarilmistir (Groll ve ark., 2005).

HslU, SulA’nin agregasyonunu 6nlemede molekiiler saperon olarak davranir,
ayn1 zamanda HslV gidimli yikimda diizenleyici elemandir (Seong ve ark., 2000).
Mekanik ayrintilart heniliz tam olarak bilinmeyen ATP-bagimli islemlerde; HslU
hekzameri, substrat proteini tanir, katlanmalarini agar ve substrat proteininin yikilmak
iizere HslV dodekamerinin merkezi proteolitik oyuguna taginmasinm saglar (Huang ve

Goldberg 1997, Kwon ve ark., 2003).

15



A)

C domain (550)

Sekil-1.4. HslU’nun domain yapilanmasi. A) Altigen eksenli HslU’nun I domainlerinin zitt1
yoniinden goriiniimii. B) Altigen eksenli HslU nun I domainleri {izerinden goriiniimii. Her iki
altbirimden biri, domaine gore boyanmisken (N domain=sar1, I domain=mavi, C ya da SSD

domain=kirmizi) diger altbirimler yesile boyanmistir (Groll ve ark., 2005).

1.1.5. 26S Proteazom

Genellikle proteazom olarak bilinen 26S proteazom, Okaryotik hiicrelerin
niikleus ve sitoplazmasinda eksprese edilen ¢oklu katalitik etkiye sahip bir enzim
kompleksidir. Ilk zamanlarda protezomun sadece hasarli veya yanls katlanmis
proteinlerin geri doniisiimiinde rol oynadigi diisiiniilse de son on yilda yapilan
calismalar, hiicre dongiisiindeki etkin roliine isaret etmis ve dolayisiyla hiicrenin
hayatta kalmasinda kritik 6neme sahip oldugunu aciga ¢ikarmistir. Bugiine kadar
proteazomun bir¢cok hiicresel siiregte merkezi ve vazgecilmez bir 6neme sahip

oldugu ispatlanmistir (Sekil-1.5).

Yaklasik 2600 kDa biiyiikligiinde olan 26S proteazom, silindirik gekilli
proteolitik ¢ekirdegi olusturan 20S proteazom (700 kDa) ve poliubikitine baglanmay1
saglayan enerji bagimli 19S diizenleyici kompleksten (900 kDa) olusur (Ciechonover,
1994; Coux ve ark., 1996; Baumeister ve ark., 1998) (Sekil-1.6). 20S kompleksin
daha basit yapisal organizasyonu bircok Arkeal bakterilerde (Thermoplasma
acidhophilum, Methanosarcina thermophilia, Methanococcus jannaschii, Pyrococcus

furiosus, Haloferax volcanii, Thermoplasma volcanium gibi) ve Gram (+)
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Actinomycetes’lerde goriilmektedir (Dahlmann ve ark., 1989, Bauer ve ark., 1997,

Wilson ve ark., 1999, Barber ve Ferry, 2001, Ozdemir, 2003).

o ve P olmak iizere iki tip altbirimden olusan 7. acidhophilum 20S
proteazomu, birbirine bitisik yedi iiyeli dért halkadan meydana gelir. I¢teki halkalar
proteolitik olarak aktif B-altbirimlerinden olusurken distaki halkalar o-
altbirimlerinden meydana gelmektedir (Zwickl ve ark., 1992, Lowe ve ark., 1995,
Groll ve ark., 1997). 26S proteazomun 19S kompleksi, molekiiler agirliklar1 25 kDa
ila 110 kDa arasinda degisen 20 farkli altbirimden olusmustur. 19S kompleksinin
ATPaz altbirimleri, birer AAA" alt-ailesi iiyesi olup, proteazomun substrat
proteinlere kovalent baglanan poliubikitin zincirlerinin taninmasi yoluyla susbtratin
belirlenmesi, katlanmalarin acilmasi ve substratin proteolitik bolgeye taginmasindan

sorumludur (Groll ve ark.,2005).

Katalitik oyugun aktif bolgeleri substrat 6zgiilliigli ve aktivitelerine gore
birbirinden farkli olup benzer proteolitik aktivite ve 6zgiilliige sahip enzimler gibi
isimlendirilirler. Bu nedenle, kimotripsin-benzeri, tripsin-benzeri ve post glutamil
peptid hidrolaz-benzer olarak isimlendirilirler (Groll ve ark., 2001). Proteinler 20S
proteazom tarafindan 3-25 amino asitlik peptidler olusacak sekilde siirekli parcalanir

(Nussbaum, 1998).

Proteazomun oOncelikli gorevi protein yikimidir. Proteazom substratlari
arasinda sinyal molekiilleri, tiimor baskilayicilari, hiicre dongiisii diizenleyicileri,
transkripsiyon faktorleri, yikimlar1 diger proteinleri aktive edecek inhibitor

molekiiller ve anti apoptotik proteinler bulunmaktadir (Kisselev ve Goldberg, 2001)
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Sekil-1.5 Ubikitin-proteazom yolaginin hiicresel fonksiyonlari. Ubikitin-proteazom yolu ile
diizenleyici protein yikimi, ¢esitli hiicresel yolaklarda kritik 6neme sahiptir. Ubikitin-

proteazom sistemindeki hatalar bazi hastaliklara neden olur (Wolf ve Hilt, 2004)

Bir proteinin proteazom tarafindan taninabilmesi icin wubikitin adi verilen
kiigiik bir peptidin bu proteine baglanmasi gerekmektedir. Bu siireg, serbest ubikitini
aktive  edip, hedef proteine yoOnlendiren Dbirkag enzim tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bu enzimler E1, E2 ve E3 olarak adlandirilir. E1, ubikitini
aktive edip tasiyici protein E2’ye yonlendirir. E2, ubikitini E3’e tagir. E3, ubikitinin
kovalent bagla hedef proteine eklenmesi i¢in hedef protein ve E2’ye baglanir. Bu
stire¢ birka¢ defa tekrarlanarak proteinin proteazom tarafindan yikilmasi i¢in isaret
gorevi goren poliubikitin zinciri olusturulur (Wilkinson, 1999, Pickart, 2001).
Proteinlerin ubikitinlendigi ve proteazom tarafindan yikildig1 yolaga ubikitin-
proteazom yolagr adi verilir ve sadece hiicre dongiisii i¢cin degil aynm1 zamanda

inflamasyon yanit1 ve antijen taninmasinda da énemlidir (Pickart, 2001).
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Sekil-1.6. Proteazomun isleyis mekanizmasi. Substratlar genellikle poliubikitin
modifikasyonu ile taninir, ardindan 26S proteazomdaki 19S diizenleyici partikiillere baglanir.
Substrat daha sonra 198 bolgesinde konumlanan altigen halkali ATPaz’in ATP kullanmasiyla
yikilir. Katlanmalar1 agilan peptit zinciri, 20S ¢ekirdek partikiiliin proteolitik oyuguna
nakledilir. Nakil iglemi siirerken poliubikitin igareti de-ubikitinasyon enzimleri tarafindan

kesilir (Wolf ve Hilt, 2004).

20S proteazomun atasi, bakteriyel proteazom (HslV) ve arkeobakteriyel
proteazomdur. Bu partikiiliin karakteristik 6zelligi, a altbirimleri i¢eren iki dis halka
ve B altbirimleri iceren iki merkezi halkadan olusan dort adet yedi altbirimli yapiya
sahip olmasidir (Piihler ve ark., 1992, Grziwa ve ark., 1991, Lowe ve ark., 1995,
Baumister ve ark., 1998). Aktif bolgeler, sadece P altbirimlerinde bulunur ve
bakterilerde her bir B altbirimi aktif iken Okaryotik proteazomlarda sadece ii¢c 3
altbirimi aktiftir (Wolf ve Hilt, 2004). a altbirimleri, 3 altbirimlerinden evrilmislerdir
(Missiakas ve ark., 1996). iki dis halkayr olusturan 2x7 o altbirimleri de
prokaryotlardakilere benzerdirler (Lowe ve ark., 1995, Baumister ve ark., 1998).
Okaryotlarin evriminin ilk zamanlarinda 20S proteazomun o ve B altbirimlerinin her
ikisine ait DNA dizileri her biri i¢in yedi farkli protein altbirimi olusturmak tiizere
farklilasmustir. Ilging bir sekilde bu siireg boyunca &karyotik proteazomdaki P
altbirimlerinin aktif bolge sayist {i¢ P altbiriminde toplam alt1 aktif bolgeye
diigmiistiir. Buna paralel olarak arkeal 3 altbirimlerinin amino asit 6zgiilligii daha dar

olan ii¢ farkhi ozgilliige diismiistiir. Bunlar; kimotripsin-benzer, tripsin-benzer ve
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peptidil-glutamil-peptit hidrolize edici aktivite olarak karakterize edilir (Wolf ve Hilt,
2004).

1.2.  Geobacillus kaustophilus Hiicresel Yapi ve
Metabolizmasi

Bacillus genusunun yeniden siniflandirilmaa baslanmasindan bu yana, daha
once Bacillus tyesi olarak bilinen bir¢ok tiirden yola ¢ikilarak yeni genuslar
olusturulmustur. 1990’lardan sonra ekstrem ortamlarda kesfedilen, endospor
olusturan halofil, asidofil ve termofiller giderek biiyliyen bir grup olarak ortaya
cikmistir. 16S rRNA gen dizisi karsilastirmalar1 sonucu bu ekstremofillerin ¢ogunun
Bacillus ile yakin akraba oldugu anlasilmistir (Sekil-1.7). Geobacillus genusuna ait

tiirlerin tayini de yine bu yontem ile yapilmistir.

Geobacillus kaustophilus, Maria Cukuru’nun derin deniz sedimentlerinden
izole edilmistir (Takami ve ark., 2004). Optimal biiyiime sicakligi 60 °C olmakla
beraber, 70 °C’ta da biiyiiyebilen termofilik bir bakteridir. G. kaustophilusin yasam
alanmi akuatik ortamlardir. Bu genusa ait diger tiirler ayn1 zamanda petrol rezervlerinin

bulundugu ortamlarda da goriilmektedirler. Biiyiime i¢in uygun pH aralig1 6.2-7.5°dir.

G. kaustophilus, bir membran ve flagellaya sahip olmakla beraber ¢ubuk
sekilli yap1 gosterir. Hiicreler koloni halinde biiyiidiigiinde digbiikey ve seffaf bir
goriintiiye sahiptirler. Bu tiir, ayn1 zamanda endospor olusturan, aerobik, Gram (+)
bir bakteridir. 1,5 pM x 3,5 uM biiyiikliigiinde hareket etmeyen, oval ya da silindirik

sporlart riizgarla tasinabilir (Bacillus Stock Center Catalog of Strains).

G. kaustophilus; 3,54 Mb biiyiikliigiinde halkasal bir kromozom ve 47.9 kb
biiytikliigiinde halkasal plazmit DNA’sma sahiptir. Genom dizisi aciga ¢ikarildiktan
sonra, G. kaustophilus’ta 3498 adet protein kodlayan dizi bulunmustur. Bu kodlayici

dizilerin, genomun % 86’sina denk geldigi belirlenmistir (Takami ve ark., 2004).
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Sekil-1.7. Bacillus ve akraba genuslara ait filogenetik aga¢. Agag, 16S rRNA gen dizisi
kargilagtirmalart dikkate alinarak ¢izilmistir (Geobacillus Stock Centre Catalog Seventh

Edition).

1.3. Tez Calismasinin Amaci

Genomik ve kristal yap1 ¢aligmalari sonucunda HsIVU proteazlar hakkinda
oldukga genis bilgi saglanmigtir. HsIVU dizisi; bir ¢ok patojenik olan ve olmayan
bakteri ve termofilik bakteri genomunda bulunmustur. Ancak prokaryotlarda ‘self
compartmentalizing’ ATP-bagimli proteazom analogu olarak tanimlanan HsIVU
proteazlarin sahip olduklar1 aktivite ve fonksiyonlar hakkindaki bilgi yeterli degildir.
Farkl1 organizmalardan yeni HsIVU proteazlarin izolasyonu, biyokimyasal ve genetik
karakterizasyonlarindan elde edilecek veriler bu 6zgiin proteaz sisteminin molekiiler
biyolojisinin aydinlatilmasi ¢abalarina katkida bulunacaktir. Bununla birlikte HsIVU
proteazlarin etki seklinin agiga ¢ikarilmasi, 26S proteazomun fonksiyonunda ATP’nin
roliiniin anlagilmasina da yardime1 olacaktir. Bu ¢alismada termofilik bir bakteri olan

G. kaustophilus tarafindan iiretilen ATP-bagiml proteaz HsIVU ilk defa ¢aligilmigtir.
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Bu calisgmanin amaci; G. kaustophilus tarafindan iiretilen ATP-bagimli HsIVU
proteaz enzimini kodlayan genlerin E. coli’ye klonlanmasi, gen dizisinin belirlenmesi

ve eksprese edilmesidir.

2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar

2-propanol, Asetik asit, % 99,5 Etanol, Fenol, Kloroform, Izoamilalkol,
f—Merkaptoetanol, MgSO4.7H,0O, NaCl, NaOH, HClI (Merck & Co., Inc.,
Whitehouse Station, NJ, USA), Tris Base, Ampisilin (F. Hoffmann-La Roche Ltd,
Basel, Switzerland), Agaroz (Prona, Madrid, Spain), EDTA (Alfa Aesar GmbH & Co
KG@G, Karlsruhe, Germany), Etidyum Bromid, Sodyum Asetat, Glisin, MgCl,, Kazein,
SDS, MOPS, PEG (6000 g/mol) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), IPTG, X-Gal,
(MBI Fermentas AB, Vilniues, Lithuania), KCl ( Riedel-de Haen, Hanover,
Germany), Bacto Agar, Tripton, Maya Oziitii, Nutrient Broth (Difco, Detroit, USA)
% 40 Akrilamid Soliiyonu (AppliChem).

2.1.2. Kullanilan Enzimler ve Tamponlari

Lizozim (F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland), Proteinaz K,
RNase A, Tag DNA Polimeraz, 10X PCR Buffer, T4 DNA Ligaz, 1X Ligasyon
Tamponu, BamHI Restriksiyon Endoniikleaz, Tampon O, Sa/l Restriksiyon
Endoniikleaz, Tampon R, XAol Restriksiyon Endoniikleaz, Tango Evrensel Tampon

(MBI Fermentas AB, Vilniues, Lithuania).
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2.1.3. Kullanilan Niikleotidler

dNTP (MBI Fermentas AB, Vilniues, Lithuania), Adenosine-5’-thriphosphate

disodium (ATP) (Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, Germany).

2.1.4. Kullanilan Kitler

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

2.1.5. Kullanilan DNA ve Protein Molekiiler Belirtecleri

Molekiiler DNA belirtegleri (MBI Fermentas, 1 kb DNA marker,
O'GeneRuler™ 1 kb, SM1163 ve SM1334), Protein Molekiiler Belirteci (MBI
Fermentas, PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, SM1812) (Sekil-2.1).
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0.5g/lane, 8cm length gel, 1% TopVision ™ LE GQ Agarose (#R0491), . o
1XTAE,7V/cm, 45min 0.5pg/lane, 8cm length gel, TXTAE, 7v/cm, 8-16% Tiis-ghyeine 20S- PAGE

Sekil-2.1 Molekiiler DNA ve protein belirtegleri . A: 1 kb Molekiiler DNA belirteci
(Fermentas, SM1334, A) B: 1 kb Molekiiler DNA belirteci ( Fermentas, SM1163, B) C:
Molekiiler Protein Belirteci (Fermentas, SM1812).
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2.1.6. Kullanilan Plazmid Vektorler

2.1.6.1. pPGEM-T Vektor Sistemi

Bu tez ¢alismasinda pGEM-T Vektor Sistemi (Promega, Madison USA),
Geobacillus kaustophilus’tan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile elde edilen /Aslv

ve hslu genlerini klonlamak i¢in kullanilmistir.

pGEM-T vektorii, pGEM-5Zf(+)’nin EcoRYV ile kesilip her iki 3’ ucuna Timin
eklenmesiyle hazirlanmistir. Eklenme bdlgesindeki bu 3’-T c¢ikintilari, dogrusal
haldeki plazmidin tekrar halkasal hale gelmesini engellerken, plazmide entegre olacak
PCR iiriiniin ligasyonunu kolaylastirmaktadir. Yiiksek 1silarda bile kararli yapisim
koruyan DNA polimerazlar ¢ogaltilan gen iirlinlerinin 3’ uglarina, kalip bagimsiz bir

sekilde birer deoksiadenozin eklemektedir (Robles ve Doers, 1994).

Coklu kopya sayili pGEM-T plazmidi, B-galaktozidaz enziminin a-peptidini
kodlayan gen ile kismen ortlisen ¢oklu klonlama boélgesinin {ist ve alt tarafinda T7 ve
SP6 RNA Polimeraz promotorlart icermektedir (Sekil-2.2). Coklu klonlama bolgesine
yerlestirilen PCR iiriinli, a-peptidinin inaktivasyonuna neden olarak, rekombinant
klonlarin secici besiyerinde mavi-beyaz koloni se¢imi iizerinden tayin edilmesine

olanak vermektedir.

ekil-2.2. p -T vektor haritasi. Coklu klonlama bolgesi ve genel ozelliklerini gosteren
Sekil-2.2. pGEM-T vektor hari Coklu klonl bolgesi 1 6zelliklerini go
sekil.
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2.1.6.2. pGEX Vektor ve GST Fiizyon Sistem

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

sitoplazmasinda birikmektedir.

GST flizyon proteinleri, immobilize glutatyon kullanilarak bakteriyel hiicre
oziitlerinden afinite kromatografisi ile saflastirilmaktadir. GST fiizyon proteinleri,
kromatografi ortaminda tutulur ve baglanmayan proteinler, yikama ile uzaklastirilir.
GST fiizyon proteinin antijenik 6zellikleri ve fonksiyonlari, saflagtirma siiresince
korunur. Flizyon proteinlerindeki GST uzantisi, tanima dizileri pGEX plazmidlerinin
coklu klonlama bdlgelerinin hemen iist tarafinda bulunan ve bolgeye 6zgii kesim
yapan proteaz kullanilarak uzaklastirilabilir (Sekil-2.3). Fiizyon proteinler,

kolorimetrik ya da immiinolojik yontemler kullanilarak belirlenebilir.

GST fiizyon proteinleri, bir gen ya da gen fragmaninin 10 farkhh pGEX
vektoriinden birisinin ¢oklu klonlama bolgesine eklenmesiyle olusturulmaktadir
(Sekil-2.3). Ekspresyon, laktoz analogu izopropil B-D tiogalaktozid (IPTG) tarafindan
uyarilan tac promotorunun kontrolil altinda gergeklestirilir. Tiim pGEX vektorleri,
ayrica internal lacl? geni igerir. Bu genin iriinii olan baskilayict molekiil, tac
promotorunun Operatdr bolgesine baglanip genin ekspresyonunu IPTG ile uyarilana

kadar engelleyerek agir1 ekspresyonu kontrol altina almaktadir.

Bu tez calismasinda pGEX-6P-1 plazmidi, oncelikle pGEM-T plazmidine
klonlanan Aslv ve hslu genlerinin ekspresyon vektorii olarak kullanilmistir. pGEX-6P-
1 plazmidi, Sekil-2’de goriildiigii gibi ¢oklu klonlama bolgesinde ilgili genlere uygun
restriksiyon kesim bolgeleri icermektedir. Ayrica, ¢oklu klonlama bolgesinin hemen
iizerinde GST flizyon proteinin saflastirilmast asamasinda kullanilacak olan

PreScission Proteaz’in tanima bolgesini igermektedir.
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pGEX-6P-1 (27-4597-01)
PreScission Protease

ILeu Glu Val Leu Phe GIn~Gly F":uI Leu Gly Ser Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His
CTE GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TCO, COG GAA TTC CCG GET CGA CTC GAG CGG CCG CAT

BamHI  EcoRl ~gpay Sall gngy  Motl

Tihii11
| Al

pGEX
~4800 bp

Sekil-2.3. GST fiizyon vektorii pGEX-6P-1’in  acik okuma gercevesi ve genel

Ozelliklerini gosteren haritasi.

2.1.7. G. kaustophilus hslV ve hslU Genlerinin Restriksiyon

Enzim Haritalarimin Cikartilmasi

G. kaustophilus genomundaki (NCBI Gene Databank, NC 006510) hs/V
(clpQ, GenelD: 3185308) ve hslU (clpY, GenelD: 3183550) genlerinin restriksiyon
enzim haritalart NEBcutter programi ile yapilmistir (Sekil-2.4 ve Sekil-2.5).

Gen dizilerindeki rekstriksiyon enzim kesim bolgeleri belirlendikten sonra
uygun klonlama ve ekspresyon vektorleri secilmis ve her gen ic¢in bu vektorlerin
coklu klonlama bolgelerine eklenmesini saglayacak ileri ve geri primerler

tasarlanmustir.
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180 a3
1] 1 | 1 1 | 1 1 1 | 543
N I [ L [ I I T/ I T | O 1 )
FHpyaa1 ¥Tzul fnll *Mael Acelll
£T=sul *Hpy99l +B=11 #NgoM Iy HaeIIl
HlaIV¥ *Mlalv amll Tzel Phial
*Mael %PasR7L ApeklI *Ezel
FHgoMIY ¥xhol Bl I *GaiIl
#HpyCHATY £T1i1 EcoP151 #UbaP1
HpuylSsI11 SFaNI ¥Sthiszl Tzel
*lbaPI fnlI EUbaF141 *Apekl
#HpyCHATY *UbaF141 #Bz1I #HpylgsI Il
PhioI AceITl Bizmf I £T1i1
HaeIIl *5th1321 *PaeR71
#Gdill Smll
#Eael #zhol
BamAT Bhbwl
SFalI Bgll
*Bg11 EcoP15I

Sekil-2.4. As/V geninin restriksiyon haritasi. Mor ile yazilanlar ticari olarak ulasilabilir
restriksiyon endoniikleazlar, sar1 ile yazilanlar ticari olarak ulasilamayan restriksiyon

endoniikleazlar ve ‘*’ ile isaretlenenler CpG metilasyonundan etkilenen restriksiyon

endoniikleazlar gostermektedir.

465 a3
1] 1 | 1 1 1 | 1 | 1 | | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 1 1 | 1 1395
G S T [ I T O O [
Kpnl Bs=S1 Czthl ALFI *MzpAll Szpl *0rdl
*Hae IV Sfcl Hzpl BztNI Bpuiol PFIFI
*Hind] BanII Brlal #PspGl OdelI Tth111l
4HgiEl] HhaiI #Bzab] BsiHKAL BapCHI Arzl
%PshAl Stul HeleI BzphCl
*¥ACcHiI *Mrel
¥Bogl *5grAal
¥Pyul ¥ TapGWI
¥Azis] *Avall
Bzphal #Rzrll
Btel BpHI
*Acll Bzgl
Mlyl el
Plel #Cdpl
#Eagl
¥B=rBl

Sekil-2.5. hs/U geninin restriksiyon haritasi. Mor ve mavi ile yazilanlar ticari olarak
ulagilabilir restriksiyon endoniikleazlari, sar1 ile yazilanlar ticari olarak ulagilamayan

restriksiyon endoniikleazlar1 ve “*’ ile isaretlenenler CpG metilasyonundan etkilenen

restriksiyon endoniikleazlar1 gostermektedir.
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2.1.8. Kullanilan Bakteri Soylar1

Genom projesi yakin bir zamanda tamamlanan ve ATP-bagimli proteaz
HsIVU (ClpQY)’yu kodlayan genleri igerdigi, gen bankasindaki bilgilerle dogrulanan
G. kaustophilus tirii, The Bacillus Genetic Stock Center, Department of
Biochemistry, The Ohio State University’den temin edilmistir. G. kaustophilus
hiicreleri, nutrient agar besiyerinde gece boyunca 60 °C’ta biiyiitiilmiis ve hiicreler
ayda bir pasajlanarak +4 °C’ta saklanmustir. Ayrica hiicre stoklari, % 20 gliserol

iceren Nutrient Broth besiyerinde -80 °C’ta saklanmustir.

Genlerin pGEM-T plazmidine klonlanmasinda konak hiicre olarak E. coli
IM109 soyu kullamilmistir. IM109 soyu, Endoniikleaz A (endA)’dan yoksun olmasi
nedeniyle transformasyondan sonra yapilacak plazmid izolasyonunda verimin
artmasini saglarken Recombinaz A (RecA4)’dan yoksun olmasi ile de klonlanan genin
plazmid igerisinde kararli kalmasini saglar. Ayrica, konak restriksiyon endoniikleaz R
(hsdR) genindeki mutasyon nedeniyle de klonlanan DNA’nin EcoK endoniikleaz
tarafindan kesilmesini engeller. JIM109, F’ epizomda lacl?ZAMI15 genini igermesi
nedeniyle alfa komplementasyonuna ve mavi-beyaz koloni se¢imine olanak verir. E.
coli JM109 soyu, GYTE Biyoloji Bolimii, Enzim Molekiiller Genetigi
Laboratuvarindan temin edilmistir. Hiicre kiiltiirli, Luria broth besiyerinde gece
boyunca 37 °C’ta biiyiitiilmiistiir, biiyliyen hiicreler ayda bir pasajlanarak
saklanmigtir. % 20 gliserol i¢eren Nutrient Broth besiyerindeki hiicre stoklari ayrica -

80 °C’ta saklanmustir.

pGEX-6P-1’e klonlanan AslV ve hslU genlerinin ekspresyonu i¢in E. coli
BL21-CodonPlus (DE3) (Stratagene) kompetan hiicreleri kullanilmistir. 200 pl’lik
hacimdeki ependorf tliplere alinan kompetan hiicreler ve tranformasyonda pozitif

kontrol olarak kullanilacak pUC18 plazmidi, -80 °C’ta saklanmustir.
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2.1.9. Kullanilan Cozelti ve Besiyerleri

Tim sterilizasyon islemleri otoklavda 121

gergeklestirilmistir.

24:1 Kloroform/isoamilalkol Cézeltisi (1 L, v/v)
e 960 ml Kloroform,

e 40 ml Izoamilalkol

Lizis Tamponu (1 L)

e 50 mM Tris.HCI1

e 20mM EDTA

e 50 mM Glukoz
dH,O ile 1 L’ye tamamlanur.

Tris Tamponu (pH:7, 7.5 ,8, 9) (100 ml)
e 25 mM Tris
e 5mM MgCl,
e 1mMDTIT

dH,0 ile 100 ml’ye tamamlanir.

MOPS Tamponu (pH:6, 6.5 ,7) (100 ml)
e 25 mM Mops
e 5mM MgCl,
e 1mMDTT

dH,0 ile 100 ml’ye tamamlanir.

Glisin Tamponu (pH:9.5, 10, 11) (100 ml)
e 25 mM Glisin
e 5mM MgCl,
e 1mMDTT

dH,0 ile 100 ml’ye tamamlanir.

°C’ta 20 dakika siireyle
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Sodyum Asetat Tamponu (pH:4, 5, 6) (100 ml)
e 25 mM Sodyum Asetat
e 5mM MgCl,
e 1mMDTT

dH,0 ile 100 ml’ye tamamlanir.

TE Tamponu (1 L)
e 10mM Tris
e 1mMEDTA
dH,O ile 1 L’ye tamamlanur.

2X Sample Buffer (50 ml)
e 50 mM Tris.HCI (pH: 6.8)
e % 10 (v/v) Gliserol
o %1 (w/v) SDS
e % 0,01 (w/v) Bromo Phenol Blue

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (1L)
o 2,02gTris
e 14,4 g Glisin
e 0,5gSDS

dH,O0 ile 1L ye tamamlanur.

Coomassie Blue Boyama Cozeltisi (1L)
e | g Coomassie Blue R-250
e 450 ml Metanol
e 100 ml Glasiyal asetik asit
e 450 ml dH,O

Boyadan Aritma Cozeltisi (1L)
e 400 ml Metanol
e 100 ml Glasiyal asetik asit
e 500 ml dH,O



% 1’lik Agaroz Jel (40 ml)

e 0,4 g Agaroz,

e 2 ul EtBr (10 mg/ml stoktan)
1XTAE Buffer ile 1 L’ye tamamlanir.

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

1M MgSO4(1L)
246,48 MgS04, dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir.

1M MgCl,(1L)
203,30 g MgCl,, dH,O ile 1 L’ye tamamlanr.

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

Luria Broth (1 L, pH:7,5)
e 10 g Tripton
e 5 g Yeast Extrct
e 10gNaCl

dH,O ile 1 L’ye tamamlanir

Nutrient Broth (1 L)
e & g Nutrient Broth
dH,0O ile 1 L’ye tamamlanir.

TSS (1 L, pH:6,5)
e % 10 (w/v) PEG (6000 g/mol),
e %5 (v/v) DMSO
e 50 mM MgCl,

LB ile 1L’ye tamamlanir.
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SOB Medyum (1 L)
e %2 (w/v) Triptone
e % 0,5 (w/v) Yeast Ekstrakt
e 10 mM NaCl
e 2.5mM KCI
e 10 mM MgCl,
e 10 mM MgSOq4
dH,O ile 1 L’ye tamamlanur.

SOC Medyum (1 L)
SOB medyuma 1/100 hacminde 2 M Glukoz eklenir.

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

IPTG (5 ml, 200 mg/ml)
1 g IPTG, dH,O0 iginde ¢oziilerek 5 ml’ye tamamlanir.

LB-Agar/IPTG/X-GAL/Amp Besiyeri (1 L)
e 50,4 pg/ml X-GAL
e 200 ug/ml IPTG
e 50 pg/ml Ampicillin

LB-Agar ile 1 L’ye tamamlanir.

2.1.10. Kullanilan Cihazlar

+ 4 °C Sogutucu (Argelik), - 20 °C derin dondurucu (Argelik), - 86 °C derin
dondurucu (Thermo, Forma -86C ULT Freezer), Buz Makinesi (BAR-LINE BF85),
Yatay Elektroforez Sistemi (BIO-RAD, MINI-SAB CELL CT), Gii¢ kaynag1 (BIO-
RAD, PowerPac Basic), Masa Ustii Santrifiij (Heraeus, Labofuge 400R), Masa Ustii
Santrifiij (BACKMAN COULTER, Microfuge 22R), Otoklav (HIRAYAMA,
HICLAVE HVE-50), pH Metre (Hana Instruments, pH 211 Microprocessor pH
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Meter), Steril Kabin (Heraeus, HP48), Etiiv (BINDER, 9010-0078), Inkiibator
(Heraeus, D-63450 Herau), Calkalamali Inkiibator (Edmund Biihler, KS-15), Su
Banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette), UV Gorlntileme Cihazi (Vilmer
Lourmart), Mikrodalga Firin (Kumtel), Sonikator (BRANSON, Digital Sonifier),
Spektrofotometre (BIO-RAD, Smartspec 3000).

2.2. Yontemler

2.2.1. Geobacillus  kaustophilus’tan  Kromozomal DNA

Izolasyonu

Geobacillus kaustophilus kromozomal DNA’si, Ronimus ve arkadaglarinin
(1997) gelistirdigi yontem kullamlarak 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 6ziitleme yapildiktan daha sonra 1/10 hacminde 3 M sodyum

asetat (pH:5,2) ve % 99,9°1luk etanol ile ¢oktiiriilmiis ve % 70’lik alkol ile yikanmstir.

DNA konsantrasyonu, spektrofotometrik olarak 260 nm’de absorbans 6l¢iimii
yapilarak belirlenmistir. DNA konsantrasyonu 1 Ay linitesinin 50 pg/ml esit oldugu
kabul edilerek hesaplanmigtir. Protein icerigi ise OD60/OD5go orani dikkate alinarak

saptanmistir (Sambrook ve ark., 1989).

2.2.2. hslV, hslU Genlerinin PCR ile Cogaltilmasi

Klonlama ve ekpresyon caligmalarinda kullanilacak As/V, hs/U genlerine ait
DNA fragmanlar, G. kaustophilus’dan elde edilen kromozomal DNA’nin kalip
olarak kullamldigt Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile c¢ogaltilmistir. G.
kaustophilus genom dizisi dikkate alinarak (NCBI Gene Databank, NC _006510) As/V
(clpQ, GenelD: 3185308) ve AslU (clpY, GenelD: 3183550) genlerini igceren bolgeyi
cogaltmak iizere primerler tasarlanmustir. Ileri ve geri primerlerin 5° uglarina,

kullanilan ekspresyon vektoriiniin ¢oklu klonlama bdlgelerine uygun sekilde
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yerlesmesini saglayacak BamHI, Sall ve Xhol tanima boélgeleri eklenmistir (Tablo-

2.1).

Tablo-2.1. AslV, hslU genleri i¢in tasarlanmis ileri ve geri primerler.

Gen | Primer Restriksiyon | PCR

Endoniikleaz | Uriinii

(b¢)

sl Tleri | 5>~-AGGGGATCCATGGGAGCCTTTCATGCGA-3’ BamHI a3
S,
Geri | 5°- CTCCGTCGACTTACAGCTCTTCGACAATA-3’ Sall

sl Ileri | 5>-GAGGGGATCCATGATGCGGAAACGTTGA-3’ BamHI 1308
slU
Geri | 5’-CATCCTCCAGTCATAAAATAAACTCGCTT-3 Xhol

PCR reaksiyon karisimi 50 pul 1X PCR tamponunda (750 mM Tris-HCI,
pH:8,8; 200 mM (NHy4),SOy4; % 0,1 Tween 20); 2,5 mM MgCl,; 0,2 mM dNTP (her
birisi i¢in); 100 pmol ileri ve geri primerler; 2,5 u Tag DNA Polimeraz (MBI
Fermentas AB, Vilnius Lithuania) ve 20 ng kalip DNA icermektedir.

Reaksiyon, bir termal dongii (MT Research INC, PTC-200 USA) cihazinda
toplam 32 dongii olarak yiiriitiilmiigtiir. 30 kez tekrarlanan bir PCR dongiisiindeki
asamalar sdyledir; denatiirasyon i¢in 95 °C’ta 1 dakika, primer baglanmasi igin 54
°C’ta 1 dakika ve polimerizasyon igin 72 °C’ta 2 dakika. Reaksiyon, baslangigta 94
°C‘ta 2,5 dakikalik denatiirasyon dongiisii baslatilmis ve 72 °C’da 10 dakikalik ek bir

polimerizasyon dongiisii ile tamamlanmaistir.

PCR iiriinleri % 1’lik Agaroz Jel Elektroforezi ile gozlenmistir. Jel
fotograflari, Jel Dokiimentasyon Sistemi (Vilber Lourmat, Germany) kullanilarak
cekilmistir. DNA fragmanlarimin biiyiikliiklerini belirlemek i¢in 1 kb molekiiler DNA
belirteci (MBI Fermentas), standart olarak kullanilmistr.
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2.2.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelden Saflastiriimasi

PCR ile ¢ogaltilan AslV ve hslU’ya ait DNA fragmanlari, % 1°lik Agaroz Jele
yiiklenmis ve jeldeki fragmanlar yaklasik bir saat elektroforez ile yiiriitiilmiistiir.
Elektroforezden sonra, jel goriintiilleme cihazi (UV 1sik altinda) ile goriintiilenen
uygun bantlar steril bistiiriler ile kesilerek ependorf tiiplere aktarilmistir. Kesilen jel
parcaciklarinda bulunan DNA fragmanlarmi jelden saflastirmak igin Jelden DNA
Saflagtirma Kiti kullanilmistir (QIA Quick Gel Extraction Kit, QIAGEN). Kitte
belirtilen prosediire uygun olarak saflastirllan DNA’lar, konsantrasyonlar

olgiildiikten sonra -20 °C’ta saklanmustir.

2.2.4. PCR Uriinlerinin Klonlanmasi

hslV ve hslU genlerini iceren fragmanlar, pGEM-T vektorine (pGEM-T
Vector System I, Promega) aktarilmigtir. Bunun i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi 2X
ligasyon tamponu igerisinde 50 ng pPGEM-T DNA’s1, 60 ng PCR fragmani ve 3 U T4
DNA Ligaz igermektedir. Her bir gene ait PCR fragmanlarinin ayr ayr kullanildig:

ligasyon karigimlar1 +4 °C’ta gece boyunca inkiibe edilmistir.

2.2.5. Transformasyon ve Rekombinant Secimi

Klonlama ¢aligmalarinda konakg¢1 olarak kullanilan E. coli IM109 hiicrelerinin
kompetan hale getirilmesi ve transformasyonu i¢in Chung ve arkadaslar1 (1989)

tarafindan onerilen yontem kullanilmistir.

Bu prosediire gore, daha 6nce buzda tutulup sogutulan tiiplere ligasyon
reaksiyonundan 5 pl konulduktan sonra yeni hazirlanan kompetan E. coli JIM109
hiicrelerinden 50 pl eklenmistir. Tiipler yavasca karistirildiktan sonra buzda 20 dakika
bekletilmis ve hemen ardindan hiicrelere 42 °C’ta 45 saniyelik 1s1 soku uygulandiktan
sonra, buzda 2 dakika daha bekletilmistir. Her bir tiipe 950 ul SOC medyum (SOB +
20 mM Glukoz) eklenip 37 °C’ta, 200 rpm’de 1,5 saat inkiibe edilmistir.

Transformasyonun ardindan seyreltilen hiicreler, uygun seyreltmeden sonra,
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ampisilin, IPTG ve X-GAL iceren segici besiyerine tek koloniler elde etmek iizere

ekilmiglerdir.

37 °C’ta gece boyunca inkiibasyondan sonra beyaz renkli olasi rekombinant
hiicreler toplanmig ve yeni ortama ¢izilerek saf kiiltlir hazirlanmigtir. Rekombinant
koloniler, ampisilinli besiyerinde gece boyu biiyiitiildiikten sonra her birisinden Mini
Plazmit Izolasyon Kiti (Promega Corporation, Madison, USA) kullanilarak plazmit
DNA izolasyonu yapilmstir. izole edilen rekombinant plazmitler, uygun restriksiyon
endoniikleazlar (4s/V i¢in BamHI-Sall ve hsiU i¢in BamHI-Xhol) ile kesilerek

irdelenmistir.

Agaroz jel elektroforezi ile dogrulanan, As/V genini tagiyan pGEM-T/hslV ve
hslU genini tastyan pGEM-T/hslU plazmitleri, ekpresyon vektoriine (pGEX-6P-1)

aktarilacak As/V ve hslU fragmanlar i¢in kaynak olarak kullanilmustir.

2.2.6. Klonlanan hslV ve hslU DNA’larimin Dizilenmesi

Swrastyla AslV ve hsiU genlerini iceren pGEM-T/AslV ve pGEM-T/hsiU
DNA’lari, jelden DNA izolasyon kiti ile izole edildikten sonra uygun
konsantrasyonlardaki &rnekler, dizilerinin okunmasi igin fontek Ltd.’ye (Istanbul,
Tiirkiye) gonderilmistir. DNA dizilemeleri, pGEM-T plazmitinde bulunan SP6
promotoruna uygun primer ve her iki gene ait ileri ve geri primerler kullanilarak
yapilmistir. pGEM-T vektoriine ait ¢oklu klonlama bolgesinde bulunan SP6

promotoru, T7 promotoru ve klonlama bolgesi Sekil-2.6’da gdsterilmistir.
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pGEME-T Vector
T7 Transcnption Start

5., . TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GC

3 ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CG , TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC
T7 Promaoter | | | | | | | |

Apa Aatll Sph BsiZ

CG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG
C

CCATG GCCGC GGGMTEJ{CIQW:I i"=-=rl) ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG
GGTAC CGGCG CCCTA U TTAGTG ATCAC GCCGG CGGAC GTCCA GCTGG TATAC
| [ [ | | | |
hNeol TS Spa Natl Petl Sall Nde |
BstZ

SPE Transcription Start

GGAGA GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT. .3
CCTCT CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA.. .5

| | | | | | SP& Promoter
Sac Bsi¥ | Nsil

Sekil-2.6. pPGEM-T vektore ait coklu klonlama bolgesi.

2.2.7. hslV ve hslU Genlerinin Ekspresyon Vektorii pGEX-6P-

1’e Klonlanmasi

pGEX-6P-1, Prof. Dr. Maria Fallman (Umea University, Department of
Molecular Biology, Umea/SWEDEN) tarafindan temin edilmis olup ¢oklu klonlama
bolgesinde (BamHI-Sall arasinda) yaklasik 1000 bg biiyiikliigiindeki 6karyotik LR1
geni icermektedir. Bu genin varligi, sonraki enzim kesimi ve koloni PCR
caligmalarinda pozitif kontrol amagli kullanilmistir. Rekombinant pGEM-T/As!V ve
pGEM-T/hslU plazmitlerinden, uygun ikili restriksiyon endoniikleazlarla kesilip
agaroz jelden izole edilen As/V ve hslU gen fragmanlari, pGEX-6P-1 ekspresyon
vektoriine klonlanmigtir. Bu amagla pGEX-6P-1, AslU i¢in BamHI ve Xhol
restriksiyon endoniikleazlar ile /As/V i¢in ise BamHI ve Sall restriksiyon
endoniikleazlar ile ayr1 ayr1 kesilmistir. Ornekler daha sonra agaroz jele yiiklenmis ve
biiytikliikkler 1 kb molekiiler DNA belirteci (MBI Fermentas) ile karsilastirilarak
dogrulanmistir. Jelden QIA Quick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) ile izole

edilen dogrusal plazmit DNA’lar1, klonlama ¢alismalarinda kullanilmistir.
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Uygun ikili restriksiyon enzimleri ile kesilen pGEX-6P-1 dogrusal DNA’lar
hslV ve hslU fragmanlarini iceren ligasyon reaksiyon karisimi; 10X Ligasyon
Tamponu iginde 100 ng vektor DNA’s1, 80 ng DNA fragmani ve 20 U T4 DNA Ligaz
icermektedir. 4s/U ve hslV i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan ligasyon karigimlart gece boyunca

16 °C’ta inkiibe edilmistir.

2.2.8. Transformasyon ve Rekombinant Se¢imi

Altklonlama g¢aligmalarinda konake1 olarak E. coli BL21 (DE3) ekspresyon
hiicreleri kullanilmigtir. -86 °C’tan alinan kompetan BL21 (DE3) E. coli hiicreleri
coziildiikten sonra, daha 6nce buzda tutularak sogutulan 15 ml’lik falkon tiiplere 50 pl
hacimlerde dagitilmis, her bir ligasyon reaksiyonu 10 pl’lik hacimler halinde ayr1 ayr1
falkon tiiplere aktarilmistir. Pozitif kontrol i¢in 3 pl pUCI9 (10 ng/ul) ve negatif
kontrol i¢in 5 pl BamHI-Xhol restriksiyon enzimleri ile kesilmis dogrusal pGEX-6P-1
eklenmistir. Tiipler, buzda 30 dakika inkiibe edildikten sonra 42 °C’ta 30 saniye 1s1
soku uygulanmis, 1s1 sokundan sonra buzda 2 dakika bekletilen her bir tiipe 950 pl
sivi LB besi yeri eklenmis, ardindan 37 °C’ta, 225 rpm’de 1 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresinin sonunda tiipler, 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmis, iist stvidan 700 pl uzaklastirilmis ve hiicre pelleti geriye kalan 300 pl besi
yeri i¢inde ¢oziilerek daha yogun bir siispansiyon elde edilmistir. C6ziilmiis her bir
ornekteki hiicrelerin tamamu, petrilerde ampisilin iceren LB-agar besi yerine yayilmis

ve 37 °C’ta gece boyunca inkiibasyona birakilmigtir.

Ayrt aynt hslV ve hslU genlerini igeren pGEX-6P-1 plazmitlerine sahip
rekombinant E. coli BL21 (DE3) hiicre kolonileri ampisilin i¢eren besiyerinden
alinarak koloni PCR yontemi ile saptanmigtir. Koloni PCR yonteminde ampisilinli
besiyerinden steril kiirdan ile alinan her bir koloni, PCR i¢in gerekli bilesenleri igeren
tiplere kalip DNA gorevi gérmesi icin eklenir. PCR kosullarimin ilk dongiisiinde
kolonilerden alinan hiicrelere ait plazmit DNA’sinin ulagilabilir olmasi i¢in hiicre

duvar1 94 °C’ta 2,5 dakika bekletilerek pargalanir.

PCR’da, primer olarak pGEX 5’ (5’-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-
3’) ve olarak pGEX 3’ (5’-CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’) primerleri
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kullanilmistir. PCR kosullari, GST Fusion System’de (GE Healtcare) belirtildigi
iizere: On denatiirasyon igin 94 °C’da 2,5 dakika (1 ddngii), denatiirasyon igin 94
°C’da 1 dakika, primer baglanmasi i¢in 55 °C’da 1 dakika ve polimerizasyon i¢in 72
°C’da 2 dakika (30 dongii) seklinde gerceklestirilmistir. 25 pl’lik reaksiyon karigimi
her bir koloni i¢in: 10X PCR Buffer (15 mM MgCl,), 1,25 mM pGEX 5’ primer,
1,25 mM pGEX 3’ primer, 0,5 mM dNTP, 2,5 U Tag DNA polimeraz (Roche)

igcermektedir.

PCR iiriinlerinin %]1°lik agaroz jelde gorlintilenmesiyle gen aktariminin
basarili bir sekilde gerceklestirildigi ispatlanan koloniler ampisilinli besiyerinde gece
boyunca 37 °C’da biiyiitiilmiis ve plazmit izolasyon kiti ile plazmit izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen plazmit DNA’larindan alinan 25 ng DNA, yukarida belirtilen
reaksiyon karigimi i¢inde ayn1 PCR kosullar1 altinda yiiriitiillen PCR reaksiyonu ile
tekrar analiz edilmis ve gen aktariminin basarili bir sekilde gergeklestigi

ispatlanmistir.

Gen aktarimlarinin dogrulugunun restriksiyon endoniikleaz kesimleri ile de
dogrulanmas1 i¢in bu kolonilerden plazmit izolasyon Kkiti ile elde edilen plazmit
DNA’lan ile tek (pGEX-6P-1/AslV i¢in Sall ve pGEX-6P-1/AslU i¢in Xhol) ve ¢ift
(pGEX-6P-1/hslV i¢in BamHI-Sall ve pGEX-6P-1/AsiU igin BamHI-Xhol) enzim
kesim reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Buna gore 200 ng pGEX-6P-1/AslV DNA’s1,
1X Tampon O, 10 U endoniikleaz Sa/l igeren 10 ul’lik reaksiyon karigiminda 37 °C’ta
3,5 saat boyunca kesilirken 200 ng pGEX-6P-1/AsIU DNA’s1, 1X Tampon R, 10 U
endoniikleaz X%ol igeren 10 pl’lik reaksiyon karigiminda 37 °C’ta 3,5 saat boyunca

kesilmistir.

Cift enzim kesimlerinde ise 800 ng pGEX-6P-1/As/V DNA’s1, 1X Evrensel
Tampon, 30 U endoniikleaz BamHI varliginda (toplam hacim 30 ul) 37 °C’ta 3,5
saat boyunca kesildikten sonra reaksiyon karisimina Evrensel Tampon, 2X olacak
sekilde eklenmis ve ikinci kesim igin 30 U Sall eklenerek (toplam hacin 40 pl) 37
°C’ta 3,5 saat boyunca kesilmistir. 800 ng pGEX-6P-1/AslV DNA’s1 ise, 1X Evrensel
Tampon, 30 U endoniikleaz BamHI varliginda (toplam hacim 40 ul) 37 °C’ta 3,5 saat

boyunca kesildikten sonra reaksiyon karisimina Evrensel Tampon, 2X olacak sekilde
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eklenmis ve ikinci kesim i¢in 30 U Xhol eklenerek (toplam hacim 50 pl) 37 °C’ta 3,5

saat boyunca kesilmistir.

Kesim reaksiyonlar1 bittikten sonra, reaksiyon karisimi % 1°lik agaroz jele,
molekiiler DNA belirtecleri varliginda yiiklenmis ve gen aktarimlarinin basarili bir

sekilde gergeklestigi enzim kesimleri ile de ispatlanmustir.

2.3. Hiicre Oziitlerinin Hazirlanmasi

pGEX-6P-1 iizerinde As!V ve hslU genlerini iceren rekombinant E. coli BL21
(DE3) kolonileri gece boyunca ampisilinli (100 pg/ml) besiyerinde biiytitiildiikten
sonra, hiicre kiiltiirii ikinci besiyerine 1/10 oraninda eklenerek ikincil kiiltiirler elde
edilmistir. Ikincil kiiltiirler, optik yogunlugu 600 nm’de 0,6’ya ulasincaya dek
biiytitiildiikten sonra HslV ve HslU’nun ekpresyonu 0,1 mM IPTG ile uyarilmis ve
kiiltiir 2 saat boyunca 37 °C’ta, 200 rpm’de inkiibe edilmistir.

HslV ve HslU’nun yiiksek derecede eksprese edildigi hiicre kiiltiirleri, 8.000
g’de 15 dakika siire ile +4 °C’ta santrifiijlenerek toplanmistir. Hiicre pelletleri, 1X
PBS igerisinde ¢oziiliip buz lizerinde 30 dakika inkiibe edilmistir. Hiicre 6ziitleri, her
birisi toplamda 2 dakika siirdiiriilen % 30 siddetinde 15 saniye vurus, 15 saniye durus
seklindeki sonikasyon prosediirii ile par¢alanmistir. Homojenat, 10.000 g’de 15
dakika siire ile +4 °C’ta santrifiij edilerek hiicre kalintilar1 ¢oktiiriilmiis, HsIV proteaz
ve HslU ATPaz proteinlerini igeren st sivilar, kullanilincaya dek -20 °C’ta
saklanmigtir. Yaban tip E. coli BL21 (DE3) hiicreleri i¢in hiicre 6ziitleri aym sartlarda

hazirlanmis ve enzim aktive deneylerinde karsilastirma amach kullanilmistir.

2.4. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Poliakrilamit jel elektroforezi, % 0,1 anyonik deterjan SDS varliginda,
Laemmli (1970) tarafindan tanimlanan % 10’luk ayirma jeli ve % 5’lik yiikleme jeli
iizerinde gerceklestirilmistir. PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, molekiiler

agirlik belirteci olarak kullanilmistir.
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10 wl hiicre oziitli ornekleri, % 1 SDS igeren 2X 06rnek tamponu ile
karigtirilarak kaynar suda 5 dakika bekletilmiglerdir. Daha sonra protein 6rnekleri ve
molekiiler agirlik standartlart jele yiliklenmistir. Jel, 100 V’da yiiritiilmiistiir.
Elektroforez tamamlandiktan sonra Coomassie Brillant Blue-R20 ile boyanmis ve

daha sonra boyadan aritma ¢6zeltisi ile birkag kez yikanarak boyadan arindirilmastir.

Her bir proteinin goreceli hareketliligi, jelin bas kismindan protein bandinin
merkeze kadar olan go¢ mesafesi Olciilerek hesaplanmigtir. Goreceli hareketlilik,
bilinen molekiiler agirliklara dayali olarak ¢izilmistir. Standart egri ¢izilmis ve egim

proteinlerin molekiiler hesaplanmalarinda kullanilmistir.

2.5. Enzimatik Aktivite Ol¢iimii

G. kaustophilus rekombinant HsIVU proteaza iliskin proteolitik aktivite
deneyleri Anson’un (1938) modifiye edilmis metoduna gore yapilmistir. Enzim
aktivite deneylerinde substrat olarak kazein kullanilmistir ve %1°lik (w/v) stok ¢ozelti
taze olarak hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi (toplam hacim 1.4 ml) 15 pl GST-
HslV’nin yiiksek seviyede eksprese oldugu rekombinant E. coli BL21 (DE3) ve 15 ul
GST-HslU’nun yiiksek seviyede eksprese oldugu rekombinant E. coli BL21 (DE3)
hiicre 6ziitleri, 25 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, | mM DTT (pH 7.4) igeren deney
tamponu iginde 700 pl kazein soliisyonu ve 1 mM ATP igermektedir. Rekombinant
HsIVU proteaz enziminin en ¢ok aktif oldugu zaman araligini tespit edebilmek icin
hazirlanan reaksiyon karisimlari, 55 °C' ta her 10 dakikada bir 6rnek alinmak kosulu
ile 120 dakikaya kadar inkiibe edilmistir. Reaksiyonlar 900 pul % 15 trikloro asetik
asit (w/v) (TCA) ilavesi ile durdurulmus ve karigimlar oda sicakliginda 15 dakika
bekletilmislerdir. Olusan beyaz tortu 13.000 rpm’de 15 dakika siire ile oda
sicakliginda santrifiij edilerek uzaklastirilmis ve iist sivi Whatmann No.l filtre
kagidindan gegirilerek filtrelenmistir. Siiziilen 6rneklerin optik yogunlugu 275 nm’de
spektrofotometre ile Olciilmiistiir. Ayn1 zamanda enzim aktivitesinin sifirinci zaman
ve enzim igermeyen kontrol reaksiyonu ilave edilmistir. Bir {inite enzim aktivitesi 55

°C’ta 60 dakikada 0,01 artan abzorbans (Ay7s) olarak tanimlanmugtir.
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Rekombinant ve yaban tip hiicre 6ziitlerinin, ATP varliginda ve yoklugundaki
enzim aktivitesinin karsilastirilmas: amaciyla gergeklestirilen deneyler, 55 °C'ta 20
dakika inkiibe edilerek yapilmistir. Reaksiyon kosullar1 ve uygulanan prosediir

yukarida belirtilen sekilde diizenlenmis ve uygulanmistir.

2.5.1. Sicakligin HsIVU Proteaz Aktivitesine Etkisi

Enzimin aktivitesi i¢in optimum sicaklik, substrat olarak kazeinin kullanildig1
kosullarda belirlenmistir.  Enzim-substrat karistmi daha oOnce belirtilen standart
kosullar altinda 20 °C ile 110 °C arasindaki gesitli sicaklik araliklarinda 20 dakika

inkiibe edilmistir.

2.5.2. pH’nmin HslIVU Proteaz Aktivitesine Etkisi

HsIVU proteaz aktivitesinin optimum pH’s1 farkli pH degerlerinde, kazeinin
kullanildigi ve daha once belirtilen standart deney sartlarinda 6l¢tilmiistiir. Kullanilan
tamponlar pH 4.0-5.0 araliginda 25 mM Sodyum asetat, pH 6.0-70 araliginda 25 mM
MOPS, pH 7.5-9.0 araliginda 25 mM Tris HCI, pH 9.5-11.0 araliginda 25 mM
Glisin tamponlaridir ve her birisi 5 mM MgCl,, 1 mM DTT igermektedir. Kalan
aktivite, dlciilen pH sistemleri arasinda en yiiksek enzimatik aktivitenin elde edildigi
ornegin degerinin ylizdesi olarak ifade edilmistir. Belirtilen reaksiyon tamponlar
disinda, diger tiim reaksiyon bilesenleri yukarida belirtigi gibi hazirlanmis ve tiim
ornekler 55 °C’ta 20 dakika inkiibe edilmistir. Kontrol amacglh olarak kullanilan
reaksiyon karigtmlarnt aymi  sartlarda hazirlanmig  olmakla Dbirlikte enzim

icermemektedir.

2.5.3. MgCl,’ iin HsIVU Proteaz Aktivitesine Etkisi

Mg iyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek icin reaksiyon
karisimina farkli konsantrasyonlardaki (0-30 mM) MgCl, ilave edilmistir. Enzim
aktivitesi, daha once belirtildigi gibi 55 °C’ta 20 dakika inkiibasyondan sonra standart

reaksiyon kosullar altinda Sl¢iilmiistiir.
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2.54. Metal Iyonlarmin HsIVU Proteaz Aktivitesine Etkisi

Cesitli metal iyonlarmin proteaz aktivitesine etkisi gesitli iyonlarm (Ca*", Mg*",
K" klorid tuzlari i¢inde) varliginda belirlenmistir. Enzim, farkli yogunluklardaki
metal tuzlari (5-15 mM) ile 20 dakika inkiibe edilmis ve kalan aktivite daha 6nce
belirtildigi gibi 6l¢iilmiistiir.

3. BULGULAR

3.1. hslV ve hslU Genlerinin PCR ile Cogaltilmasi

G. kaustophilus genom dizisi dikkate alinarak tasarlanan ileri (hs/VF1 ve
hslUF1) ve geri (hs/VR1 ve hsIUR1) primerleri kullanilarak ATP-bagimli HsIVU
(ClpYQ) proteazin HslV ve HslU altbirimleri PCR ile 6zgiil tek bir bant verecek
sekilde gogaltilmistir. Yapilan PCR optimizasyon ¢aligsmalarinda (50-58 °C tutunma
sicakligi caligmalari, 1-5 ng kalip DNA konsantrasyonlar1), HsIV ve HslU altbirim
genlerine iligkin fragmanlarin, 54 °C baglanma sicakhiginda ve 1 ng kalip DNA

varliginda 6zgiil amplikonlar verdigi anlasilmistir.

PCR ile elde edilen As/V ve hslU’ya ait DNA fragmanlan, biiyiikliiklerinin
tayin edilmesi i¢in 1 kb molekiiler DNA belirteci varliginda (Molekiiler DNA
Belirteci B) % 1’lik agaroz jele yliklenmistir (Sekil-3.1). Molekiiler DNA belirtecleri
ile karsilagtirilarak biiytikliikleri dogrulanan DNA fragmanlari, daha sonraki klonlama

calismalarinda kullanilmistir.
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Sekil-3.1. Agaroz jelden saflagtirilan As/V ve hsiU’ya ait PCR iriinlerinin agaroz jeldeki
goriiniimleri. 1) As/V (~540bg), 2) 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci B 3) As/U (~1400 bg).

3.2. hslV ve hslU Genlerinin Klonlanmasi

3.2.1. hslV ve hslU Genlerinin pGEM-T Vektor Sistemine

Klonlanmasi

PCR ile ¢ogaltilan, 5° ve 3’ uclarinda sirasiyla As/U i¢in BamHI ve Xhol
kesim boélgeleri igeren ~1400 b¢ uzunugundaki ve AslV i¢in BamHI ve Sall kesim
bolgeleri igeren ~540 b¢ uzunlugundaki fragmanlar, klonlama vektéri pGEM-T
vektore ligasyon ile baglanmistir. Bu restriksiyon enzimlerinin tercih edilmesinin
nedeni, kesim bdlgelerinin s6z konusu genlerde bulunmamasi ancak klonlama ve
ekspresyon vektorlerinde bulunmasidir. Ligasyon reaksiyonunda, PCR ile ¢ogaltilan
genler, pGEM-T vektoriin klonlama bolgesinde yer alan eklenme bolgesindeki 3°T
cikintili ucuna eklenmistir. Bu yontemde, DNA polimerazin olusturulan iiriinlerin 3’

ucuna bir adenozin trifosfat ekleme 6zelliginden yararlaniimaktadir.
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Rekombinant plazmitler E. coli JM109 hiicrelerine transformasyon ile
aktarilarak cogaltilmistir. Transformasyonun ardindan mavi-beyaz koloni secimi
sonunda beyaz renkte goriilen olasi rekombinant kolonilerden izole dilen plazmit
DNA’larinin hedef genleri icerip icermedigi yapilan bir dizi restriksiyon endoniikleaz
kesimleri ile anlagilmigtir. Kesim reaksiyonlart % 1°lik agaroz jelde DNA molekiiler

belirtecleri ile karsilagtirilmigtir.

Rekombinant plazmitlerin (pGEM-T/AslV ve pGEM-T/hslU) restriksiyon
enzim analizleri Sekil-3.2°de goriilmektedir. 4s/U genini igeren pGEM-T (pGEM-
T/hs{U) rekombinant plazmit DNA’s1 sadece BamHI ile kesildiginde agaroz jeldeki
DNA fragmani yaklasik 4400 be biiyiikliigiinde tek bir fragman olustururken, BamHI
ve Xhol ile birlikte kesildiginde klonlanan As/U geni (~1400 bg) ve kesilmis pGEM-T
vektore (~3000 bg) karsilik gelen fragmanlar olusturmustur.

Aym1  kesim stratejileri  As/V’yi igerdikleri diisiiniilen, rekombinant
kolonilerden elde edilen pGEM-T/AsIV plazmit DNA’lar i¢in de uygulanmustir. As/V
genini igeren pGEM-T (pGEM-T/AslV) rekombinant plazmiti sadece BamHI ile
kesildiginde yaklasik 3540 bg¢ biiyiikligiinde tek fragman olustururken, BamHI ve
Sall enzimleri ile birlikte kesildiginde dogrusal pGEM-T DNA’s1 (~3000 bg) ve hsiV
geni (~540 be) biiyiikliiklerine karsilik gelen iki ayr fragman olusturmustur.
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Sekil-3.2. pGEM-T/hslV ve pGEM-T/hsIU plazmidlerinin restriksiyon enzim kesimleri
sonucu olugan DNA fragmanlarinin agaroz jelde goriiniimleri. 1) Halkasal pGEM-T/As/V
plazmidinin BamHI ve Sall ile kesimi sonucu olusan (yukaridan asagiya sirasiyla) dogrusal
pGEM-T (~3000 bg) ve AslV (~540 bg) fragmanlari, 2) pGEM-T/As[V plazmidinin BamHI ile
kesimi sonucu olugsan dogrusal pGEM-T/hslV (~3540 bg) plazmidi, 3) pGEM-T/hsIU
plazmidinin X%ol ile kesimi sonucu olusan dogrusal pGEM-T/AsIU plazmidi (~4400 bg), 4)
pGEM-T/hsIU plazmidinin BamH] ve Xhol ile kesimi sonucu olusan (yukaridan asagiya
strastyla) dogrusal pGEM-T (~3000 bg) ve hs/U (~1400 bg) fragmanlari, 5. kuyucuk; 1 kb’lik
molekiiler DNA belirteci A.
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3.2.2. Klonlanan hslV ve hslU DNA’larimin Niikleotit Dizilimi

ve Potansiyel Amino Asit Diziliminin Belirlenmesi

Swrasiyla hsiU ve hslV DNA’larin1 igeren pGEM-T/AsiU ve pGEM-T/hslV
plazmit DNA’larinin SP6 promotoruna uygun primer ve her gene ait ileri ve geri
primerler ile elde edilen dizileri BLAST yapilarak NCBI’daki DNA dizileri ile
karsilagtirtlmistir. pGEM-T/AslV i¢in SP6 promotoruna ait primer kullanilarak yapilan
dizileme reaksiyonu sonucu elde edilen anlamli DNA dizisi Sekil-3.3’te
goriilmektedir. pGEM-T/AsIU igin SP6 promotoruna ait primer ve As/U’nun PCR’1
icin daha dnceden tasarlanan ileri primerler kullanilarak yapilan dizileme sonucu elde
edilen anlamli DNA dizisi ise Sekil-3.4’te gosterilmistir. Analizler sonucu klonlanan
her iki gene ait DNA’larin daha 6nce Takami ve arkadaglan tarafindan rapor edilen
G. kaustophilus genomundaki (NCBI Gene Databank, NC 006510) AslV (clpQ,
GenelD: 3185308) ve hslU (clpY, GenelD: 3183550) gen dizilerine bire bir uygunluk
gosterdigi agiga ¢ikarilmistir.

Bu DNA dizilerinden kodlanan amino asit dizileri Sekil-3.5’te gdsterilmistir.
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F-TTCAGGCTGCGCAACTGTGGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGECAGCTGGC

GAAAGGGOGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGT

T7 Promotoru
AAAMACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTC

pGEM-T DNA's1
CCOGCCGCCATGGCCGCGGGATTAGGGGEGATCCATGGGAGCCTTTCATGCGACGACAATTTTTGCC

BamHI +1
ATCCGCCATAACGGCGCATCCGCCATGGCTGGAGACGGCCAAGTGACGTTCGGCAATGCGGTC

GTCATGAAGCATACAGCGAAAAAAGTGCGGOGGCTGTTCCAAGGAAACGTGCTCGCCGGTTTT

GCCGGCTCCGTCGCTGACGOCGTTTACGCTGTTTGAAATGTTTGAAGGCAAGCTCGAACAATGG

AATGGCAACTTGCCGOGCGCGGOCGGTTGAGCTGGCGAAAGAGTGGCGGAGCGATAAAGTGTT

GCGCCGCCTCGAGGCGATGCTCATTGTTATGGACAAACAGCATTTGTTGCTTGTCTCCGGCACG

GGCGAAGTGATTGAGCCGGATGATGGCATGCTTGCCATCGGCTCGGGCGGTCAGTATGCGTTG

GCTGCTGGGCGTGOCGTTGAAGAAGTACGCCGGCGGCTCGATGACCGCGAAAGAGATTGCCAAG

GCGGOGCTCGAGATCGCTGCTGACATTTGCGTTTATACGAACGGCCATATTATTGTCGAAGAGC

TGTAAGTCGACGGAGAATCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGTCOACCATAGGAGAGCTCCCACGCGTG

v e
Sall pGEM-T DNA's1
AGAGGGTTTNN-¥

Sekil-3.3. G. kaustophilus’a ait hslV geni anlamli DNA zinciri. Dizi, pGEM-T/AslV vektorii
iizerindeki SP6 promotoruna uygun primer kullanilarak elde edilmistir. Alt1 ¢izili DNA
dizileri, 5°—3’ yoniine dogru sirasiyla As/V’ye ait ileri ve geri primerleri, gri renkte gosterilen
diziler sirasiyla BamHI (ileri primer dizisine dahil) ve Sall (geri primer dizisine dahil) kesim
bolgelerini gostermektedir. As/V genine ait diziler kalin harfler ile gosterilirken, pPGEM-T

DNA sina ait diziler normal sekilde yazilmistir.
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S-AGGEGATECATGATGGCGGAAACGTTGACTCCACGGCAGATTGTCGAAAAGCTCGATCAGTTCATCGT
BamHI +1
CGGGCAAAAAGAGGCAAAAAAGGCGGTGGOGATCGCGCTTCGCAACCGGTACCGCCGCAGTTTGCTC
GATGAAAAATTGCGCGATGAAGTGATGCCGAAAAACATTTTAATGATCGGCCUGACCGGGGTCGGGAA
GACCGAGATCGCCCGOOCGGUTCGOCAAACTOCGTCGGOGCCCCGTTCATCAAAGTCGAAGCGACGAAAT
TCACCGAAGTCGGTTATGTCGGGUGCGACGTCGAATCGATGGTGCGOCGATTTGGTGGAAACGTCAGTT
AGGCTCGTGAAAGAACGAAAAATGAACGAAGTGAAAGACAGGGCTGAACAGCAGGUGAACAAGCGGC
TTGTTGAACTGCTTGTTCCGGGCAAGCCAAAGCAGACAATCAAAAATCCGCTTGAGCTGCTGTTTGGC
GGCCAAGGAGCCCAAGCGGACAACAGCTACAGCCATGAGGATGAACAGGTGGAACAAAAGCGGCGCCA
AGTTGCTTGGCAGTTGGCAAACGGGCAGTTGGAGAACGAGATGGTGACGATTGAAATCGAGGAACAGA
CGCCGTTATGGTTTGACTTTTITGCAAGGGGCAGGCATTGAGCAGATGGGGATGAACATGCAGGACGCC
TTCGAGCAGCCTCATGCCGAAGCGGUGCAAAAAGCGGOCGTCTCAAAGTGAGTGAAGCGCGCAAAGTGC
TCATCAACGAGGAAGUGCAAAAGCTGATCGACATGGATGAAGTGACGCAAGAGGCCGTCCGCCTGGCT
GAACAGTCCGGCATCATTTTTATCGATGAAATCGACAAAATCGCCCGCAGCGGAGCGGTGTCCGGCTC
GGCCGACGTCTCGOGOGAAGGGGTGCAGCGCGACATTTTGCCAATTGTCGAAGGGTCGACCGTCATGA
COAAGTACGGACCGGTGAAAACAGACCATATTTITATTCATCGCCGCOGGCGUGTTOCCATATGGCGAAAC
COTCGGATTTGATCCCTGAGCTGCAAGGCCGTTTCCCGATCCGCGTCGAACTTGUGAAACTTTCGGTCG
ACGATTTCGTAAGAATATTAGTCGAGCCGAATAACGCGCTCATTAAACAATATCAAGCTCTTTTGGCAAC
AGAAGGTATAAGTCTTGAATTTTCTGACGATGCTATTCGTAAGATTGCCGAGGTGGCGTTTGAAGTAAA
CCAGACGACCGACAACATCGGTGCGCGOCGGTTGCACACGATTTTGGAAAAACTGCTGGAAGACTTGC
TGCTTTGAGGCGCOGGACATCGGAATCGACAAGGTCGTCATCACACCGCAATATGTCGAGCAAAAACTCG

GCAGCATCGTCAAAAACAAAGATTTAAGCGAGTTTATTTTATGACTEGAGGAATCACTAGTGCGGCCGCCT

Xhol :
GCAGGTCGACCATATGGAGAG-S PUEM-T DNA'st

Sekil-3.4 G. kaustophilus hslU genine ait anlamli DNA zinciri. Dizi, SP6 primeri ve hsiU
ileri primeri kullanilarak elde edilmistir. Her iki primer ile elde edilen diziler daha sonra
birlestirilerek 4s/U genine ait dizi elde edilmistir. Alt1 ¢izili DNA dizileri, 5>—3’ yOniine
dogru sirasiyla hAslU’ya ait ileri ve geri primerleri, gri renkte gosterilen diziler sirasiyla
BamHI (ileri primer dizisine dahil) ve X#Aol (geri primer dizisine dahil) kesim bélgelerini
gostermektedir. As/U genine ait diziler kalin harfler ile gosterilirken, pPGEM-T DNA’sina ait

diziler normal sekilde yazilmistir.
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HslV Amino asit dizisi (180 aa)

MGAFHATTIFAIRHNGASAMAGDGOQVTFGNAVVMEHTAKEVRRELFQGNVL
N-terminal Thr
AGFAGSVADAFTLFEMFEGKLEQWNGNLPRAAVELAKEWRSDEKYLRRLEAM

LIVMDKQHLLLVSGTGEVIEPDDGMLAIGSGGQYALAAGRALKKYAGGSMT

AKEIAKAALEIAADICVYTNGHIIVEEL

HslU Amino asit dizisi (465 aa)

MMAETLTPRQIVEKLDQFIVGQKEAKKAVAIALRNRYRRSLLDEKLRDEVMP

ENILMIGPTGVGKTEIARRLAKLVGAPFIKVEATKFTEVGYVGRDVESMVYED

Walker A Motifi

LVETSVRLVEKERKMNEVEDRAEQQANKRLVELLVPGKPKQTIKNPLELLFGG

QGAQADNSYSHEDEQVEQKRRQVAWQLANGQLENEMVTIEIEEQTPLWFDF

LOGAGIEQMGMNMOQDALSSLMPKRRKKRRLEKVSEARKVLINEEAQKLIDMD

EVITQEAVRLAEQSGIIFIDEIDKIARSGAVSGSADVSRE GVQRDILPIVEGSTYV

Walker B Motifi

MTEYGPVETDHILFIAAGAFHMAKPSDLIPELQGRFPIRVELAKLSVDDFVRI

LVEPNNALIKQYQALLATEGISLEFSDDAIRKIAEVAFEVNQTTDNIGARRLH

TILEKLLEDLLFEAPDIGIDEKVVITPQYVEQKLGSIVENKDLSEFIL

Sekil-3.5. G. kaustophilus HslV ve HslU proteinlerine ait amino asit dizileri. HsIV’ye ait N-
terminal Thr aktif residiisii ve HslU’ya ait AAA™ ATPazlara 6zgii Walker A ve Walker B

motifler gri renkte gosterilmistir.
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3.2.3. G. kaustophilus hslV ve hslU Genlerinin Restriksiyon

Haritalariin Cikarilmasi

hslV ve hslU genlerine ait DNA dizilerinin belirlenmesinden sonra bu genlere
ait restriksiyon haritalart NEBcutter programi ile yapilmistir. Elde edilen sonuglar,
beklendigi iizere daha 6nce NCBI’dan alinan diziler ilizerinde belirlenen kesim

haritalari ile aynidir.

3.2.4. hslU ve hslV Genlerinin Ekspresyon Vektorii pGEX-6P-

1’e Klonlanmasi

pGEM-T klonlama vektoriine klonlanan 543 b¢ ve 1398 b¢ uzunlugundaki
fragmanlar sirasiyla uglarindaki BamHI/Sall ve BamHI/Xhol enzimleri ile kesildikten
sonra ayni kesim bolgelerinden pGEX-6P-1 ekspresyon vektoriine baglanmistir. Elde
edilen rekombinant vektorler E. coli BL21 (DE3)’e aktarilmistir. Transformasyondan
sonra rekombinant kolonilerden plazmitler izole edilmis ve rekombinant pGEX-6P-
1/hslV ve pGEX-6P-1/AslU plazmitlerinin analizleri, daha once belirtilen sekilde

koloni PCR yo6ntemi ve restriksiyon enzim kesimleri ile yapilmistir.

hslU’nun klonlanmasi i¢in BamHI ve Xhol ile kesilen ayrica hs/V’nin
klonlanmasi i¢in BamHI ve Sall ilen kesilen pGEX-6P-1-LR1 plazmit DNA’lar1 %
I’lik Agaroz jele yiiklenip goriintilendiginde yaklasik 1000 b¢’lik DNA (LR1)
fragmanlar1 ve bos pGEX-6P-1"e ait DNA fragmanlar1 gézlenmistir. Boylece uygun
yapiskan uclara sahip dogrusal pGEX-6P-1 plazmit DNA’lariin varlig1 ispatlanarak
sonraki ligasyon reaksiyonlarinda kullanilmak iizere jelden kit ile saflagtirilmigtir
(Sekil-3.6). Her iki LR1 fragmanlarina ait bantlarin birbirinden farkli biiyiikliikte
olmalari, LR1 geni igerisinde bir Xhol kesim bdlgesi (180. niikleotid ile baslayan)
bulunmasindan kaynaklanmaktadir. BamHI ve Xhol ile kesilen pGEX-6P-1/LR1
DNA’s1, yaklasik 4900 be biiyiikliigiinde dogrusal pGEX-6P-1 ve LR1 i¢in yaklagik
180 bg (jelde goriilmemektedir) ve yaklasik 800 bg biiyiikliigiinde DNA fragmanlarini

vermistir.
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Ayrica sirastyla pGEM-T/hslU ve pGEM-T/As{V plazmitlerinde bulunan AsiU
ve hslV DNA’lar, ligasyon reaksiyonlarinda kullanilmak iizere uygun restriksiyon
endoniikleazlar ile kesilip jelden saflastirilmistir. Aym1 anda BamHI ve Xhol ile
kesilen pGEM-T/hsIU DNA’s1 ve BamHI ve Sall ile kesilen pGEM-T/hsl/V DNA’s1
agaroz jele yiiklendiginde As/U, hslV ve bos pGEM-T vektore ait DNA fragmanlari
gbzlenmistir. Boylece rekombinant E. coli IM109 soylarindaki pGEM-T/hsIU ve
pGEM-T/hslV plazmitlerinden elde edilen yapiskan uglu AsiU ve hslV DNA
fragmanlar sonraki ekpresyon vektoriine klonlama c¢alismalarinda kullanilmak iizere

jelden kit ile saflagtirilmigtir.

pGEX-6P-1
~4900 b pGEX-6P-1
~4900 b
LRI
~1000 be LRI
~800 be

Sekil-3.6. Yapiskan ug¢lu dogrusal pGEX-6P-1 (BamHI-Sall) ve pGEX-6P-1 (BamHI-Xhol)
DNA fragmanlarinin agaroz jelde goriiniimii. M) 1 kb molekiiler DNA belirteci A. 1) BamHI
ve Sall ile kesilen pGEX-6P-1-LR1, yukaridan asagiya bos dogrusal pGEX-6P-1 DNA’s1 ve
LR1 DNA’s1, 2) BamHI ve Xhol ile kesilen pGEX-6P-1-LR1, yukaridan asagiya dogru bos
dogrusal pGEX-6P-1 DNA’s1 ve LR1 DNA’s1.

Transformasyon sonrasinda antibiyotikli besiyerinde biiyiiyebilen E. coli
BL21(DE3) hiicre kolonilerinin rekombinant plazmit igerip icermediklerinin
saptanmasi i¢in koloni PCR yontemi uygulanmistir. PCR {irtinleri % 1°lik Agaroz Jel

Elektroforezi ile gorlintilenmistir. Rekombinant plazmiti tasiyan kolonilerden
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plazmit izolasyonu yapilmis ve elde edilen plazmit DNA’lar1 sonraki PCR reaksiyonu

icin kalip DNA olarak kullanilmistir.

Sekil-3.7’de rekombinant pGEX-6P-1/AslV, pGEX-6P-1/hslU ve pGEX-6P-
1/LR1 plazmit DNA’larmin pGEX primerleri ile elde edilen PCR f{iriinlerinin agaroz
jeldeki goriintiileri gosterilmistir. Buna gore, Ahs/}’ye ait DNA fragmaninin
biiyiikliigii iki pGEX primeri arasindaki mesafe géz oniine alindiginda yaklasik 660
b¢ biiyiikliiginde olmas1 beklenirken #hs/U’ya ait bandin yaklasik 1530 bg
biiyiikliigiinde olmast ve LRI genine ait fragmanin ise yaklasitk 1000 bg
biiytikliigiinde olmas1 beklenmektedir. Goriildiigi iizere jelde hslV, hslU ve pozitif
kontrol olarak kullanilan LR1 genlerinin beklenen biiyiikliiklerine esdeger bantlarin

goriilmesi, klonlamanin basariyla gerceklestigini kanitlamaktadir.

hslU
1500 b¢ <= (~ 1530 bg)
1000 b¢ €=
750 be LR1
hslV (~ 660 bg) <= (~ 1000 be)
500 b¢ *—

Sekil-3.7. Koloni PCR sonuglarmin jelde goriiniimii. M) 1 kb molekiiler DNA belirteci A. 1)
hslV DNA fragmani, iki primer arasindaki uzaklik hesaplandiginda yaklagik 660 bg
uzunlugundadir, 2) AslU DNA fragmani, iki primer arasindaki uzaklik hesaplandiginda
yaklagik 1530 b¢ uzunlugundadir, 3) Pozitif kontrol, yaklagik 1000 b¢ uzunlugundaki LR1
DNA fragmanu.
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Bu sonuglar, rekombinant pGEX-6P-1/asiV ve pGEX-6P-1/hsiU plazmit
DNA’larinin restriksiyon endoniikleaz kesimleri ile de dogrulanmistir. Buna gore
sadece Sall ile kesilen pGEX-6P-1/AslV DNA’sinin agaroz jelde yiiriitiildiigiinde
yaklasik 5340 bg¢ uzunlugunda tek bir bant seklinde ve sadece Xhol ile kesilen pGEX-
6P-1/hs/lU DNA’smin ise 6300 b¢ uzunlugunda tek bir bant seklinde goriilmesi
gerekmektedir. Ayrica pGEX-6P-1/hslV DNA’s1, BamHI ve Sall ile kesildiginde
kesim sonras1 agaroz jelde, yaklasik 4900 b¢ ve 543 b¢ uzunlugunda iki bant seklinde
goriilmesi gerekirken pGEX-6P-1/AsiU DNA’st BamHI ve Xhol ile kesildiginde
yaklagik 4900 bg ve 1398 bg¢ uzunlugunda iki bant seklinde goriilmesi gerekmektedir.
Sekil-3.8’de rekombinant pGEX-6P-1/hs/V ve pGEX-6P-1/AslU plazmit DNA’lariin

restriksiyon endoniikleaz kesimlerinin agaroz jeldeki profili goriillmektedir.

Boylece pGEX-6P-1 {izerinde AslV ve hslU genlerini ayr1 ayri tasiyan
rekombinant E. coli BL21(DE3) hiicre kolonileri tanimlanmis ve sonraki ekspresyon

caligmalarinda kullanilmak {izere ampisilinli besiyerinde kiiltiire alinmiglardir.

(~6300 be)
pGEX-6P-1/hs|U \ -10000- g GEX
o L = -6000-- P GEX-
— 6P-1
pGEX-6P-1/hslV --3000--
(~5440 b¢)
--2000--
1500 hslU
—1500-- (~ 1400bg¢)
-1000--
~750-- hslV
--500-- (~540 b¢
--250--

Sekil-3.8. pGEX-6P-1/hslV ve pGEX-6P-1/As/iU DNA’larinin restriksiyon enzim kesimi
sonuglari. 1) pGEX-6P-1/hsIU DNA’sinin Xhol ile kesimi, 2) pGEX-6P-1/AslV DNA’sinin
Sall ile kesimi, M) 1 kb Molekiiler DNA belirteci B, 3) pGEX-6P-1/As/V DNA’sinin BamHI
ve Sall ile kesimi, 4) pGEX-6P-1/hs/U DNA’sinin BamHI ve Xhol ile kesimi.
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3.3. HslV Proteaz ve HslU ATPaz’in Ekspresyonu

Ayrt ayr1 pGEX-6P-1 ekspresyon vektorlerine aktarilan As/V ve hslU genleri
E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinde plazmit iizerindeki gii¢lii fac promotorunun kontrolii
altinda IPTG ile uyarilarak ekprese edilmislerdir. Yiiksek seviyede iiretilen HslV ve
HslU proteinleri glutathion-S-transferase (GST) ile fiizyon halinde eksprese
edilmislerdir. Rekombinant proteinlerin iiretimi saglandiktan sonra toplanan hiicreler
sonikasyon ile pargalanmis, elde edilen hiicre 6ziitleri poliakrilamid jele yiiklenip
proteinlerin ekpresyon diizeyine bakilmistir. Jel analizi sonucu GST ile fiizyon
halinde bulunan HslV ve HslU (GST-HslV) proteinlerinin yiiksek seviyede eksprese
edildigi aciga cikarilmistir. GST (26 kDa) ve HslV’nin toplam molekiiler agirlig
yaklasik 45 kDa’dur. GST ile fiizyon halinde olan HslU fiizyon proteininin molekiiler
agirhigi ise yaklasik 76 kDa’dur (Sekil-3.9).

250 kDa
130 kDa

—_
—_

GST-HslU => 100 kDa

—

—

~76 kDa 70 kDa

55 kDa
—p GST-HsIV
[ S—
‘ == 27kDa

Sekil-3.9. Yiiksek seviyede eksprese edilen GST-HslV ve GST-HslU fiizyon proteinlerinin
SDS-PAGE’deki goriintiisii. YT kuyusu: Yaban tip E. coli BL21 (DE3) hiicre 6ziitii, HsIU

kuyusu: GST-HslU fiizyon proteininin yiiksek seviyede eksprese edildigi rekombinant E. coli
BL21 (DE3) hiicre o6ziitii, HslV kuyusu: GST-HslV fiizyon proteininin yiiksek seviyede
eksprese edildigi rekombinant E. coli BL21 (DE3) hiicre 06ziitii, M: Molekiiler Protein
Belirteci (Fermentas). Protein belirtecindeki ve hiicre oziitlerinde yiiksek derecede eksprese

edilen GST-HslU ve GST-HslV fiizyon proteinlerine ait bantlar ok ile gosterilmistir.
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3.4. HsIVU Proteaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Rekombinant HsIVU proteaz aktivite deneyleri, dogal bir protein substrat
olan kazein kullanilarak yapilmistir. 55 °C’ta yiiksek seviyede eksprese olan GST-
HslV ve GST-HslU fiizyon proteinlerininin yiiksek seviyede eksprese edildigi . coli
BL21 (DE3) hiicre oziitleri, HsIVU proteaz aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in

kullanilmustir.

Zamana bagli olarak 55 °C’ta, pH 7.4‘de gergeklestirilen kazein hidrolizine
yonelik  caligmalar, Gere¢ ve Yontemlerde aciklanan kosullar altinda
gergeklestirilmistir. G. kaustophilus HsIlVU’nun 1 mM ATP varligindaki en yiiksek

proteaz aktivitesi 20. dakikada gozlenmistir.

Enzim aktivitesinin hem yaban tip hem de rekombinant hiicre 6ziitlerinde,
ATP varliginda ve yoklugundaki degisimlerine bakilmistir. Yapilan karsilastirmalarda
GST-HslV ve GST-HslU fiizyon proteinlerinin yiiksek seviyede eksprese edildigi
rekombinant E.coli BL21 (DE3) hiicre Oziitlerindeki kazeinolitik aktivitenin hem
ATP varliginda hem de yoklugunda yaban tip hiicre 6ziitlerindeki aktiviteden daha
yiiksek oldugu anlagilmistir. Hem yaban tip hem de rekombinant hiicre 6ziitleri i¢in
ATP varhiginda gerceklestirilen aktivitenin, ATP yoklugundaki aktiviteye oranla
olduk¢a yiiksek oldugu goézlenmistir (Sekil-3.10). ATP yoklugunda rekombinant
hiicre 6ziitlerindeki enzim aktivitesi yaban tipteki aktivitenin yaklasik 3 kati iken
ATP varliginda 0,75 katidir. Rekombinant hiicre Oziitlerinde enzimatik aktivite

ATP’nin varliginda (ATP’nin yokluguna oranla) 4,5 kat artmistir.

Rohrwild ve arkadaslan tarafindan 1996°da E. coli’ye ait ATP bagimhi HsIVU
proteaz icin yapilan aktivite deneylerinde, kazein yikimi i¢cin ATP’ye ihtiyag
olmadigmin rapor edilmesi bu anlamda sarsiticidir. G. kaustophilus’a ait HsIVU
proteazin kazein yikimi i¢in gergekten ATP’ye ihtiya¢ duyup duymadigi, daha sonra
saflagtiritlmis HslV ve HslU proteinlerinin kullanildig1 kazeinolitik deneyler ile daha

iyi anlagilacaktir.
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Karsgilagtirmali Aktivite

Aktivite (OD275)

Yaban Tip HslV+HslU Yaban Tip+ATP HsIV+HsSIU+ATP
55 °C, 20 Dk

Sekil-3.10. Yaban tip ve rekombinant E. coli BL21 (DE3) hiicre 6ziitlerindeki HsIVU

aktivitelerinin karsilagtirilmasi.

HsIVU proteaz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi sicakligi belirlemek
icin 20 dakika boyunca 20 °C ile 110 °C arasindaki sicakliklarda gergeklesen
reksiyonlarda kazein yikimi, Gere¢ ve Yontemlerde belirtilen kosullar altinda

Olgiilmiigtiir. En yiiksek aktivitenin 55-70 °C araliginda gerceklestigi gozlenmistir.

Substrat olarak kazein kullanildiginda enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi pH
araligi, standart deney kosullar altinda 6l¢iilmiistiir. Farkli pH (4-11) seviyelerindeki
deney tamponlarinda, ATP varhgmnda 55 °C'ta 20 dakika siirdiiriilen deneylerde en
yiiksek aktivite, pH 7.0’da tespit edilmigtir.

Cesitli metal iyonlariin HsIVU proteaz {izerindeki etkisinin anlasilmasi igin
standart reaksiyon tamponlarina farkli konsantrasyonlarda (5-15 mM) metal tuzlar
(MgCl,, CaCl, ve KCl) eklenmistir. Enzimin kazein yikim aktivitesi, pH 7.0’da, 55
°C’ta daha once belirtilen standart reaksiyon kosullarinda &lgiilmiistiir. Olgiimler
sonucunda en yiiksek aktivitenin (% 100) 15 mM MgCl, varliginda gergeklestigi
goriiliirken, 5 mM CaCl, varligindaki enzim aktivitesi % 80, olarak Ol¢lilmiistiir. 5
mM, 10 mM ve 15 mM KCI varligindaki enzim aktiviteleri hemen hemen birbirine
esit olmakla (% 30-32) beraber MgCl, ve CaCl, varhiginda gergeklesen enzim

aktivitelerinden oldukga diisiik olduklar1 gézlenmistir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Hiicrenin normal metabolik isleyisinde O6nemli role sahip oldugu bilinen,
ayrica son yillarda kanser, apoptozis ve yaslanma ile iligkileri ortaya ¢iktigi icin
molekiiler biyolojide yogun ilgi odagi haline gelen proteazomlar son yillarin 6nemli
calisma konularindan birisini olusturmaktadir. 26S proteazoma sahip olmayan
prokaryotlarda bu kompleks yapiya benzeyen ve yeni bir proteaz sistemi olan ATP-
bagimli HsIVU proteaz bulunmustur. Daha 6nce de belirtildigi gibi, genom ve kristal
yap1 calismalar1 sonucunda HsIVU hakkinda 6énemli 6l¢iide bilgi saglanmistir ancak,

ATP-bagimli proteolizis mekanizmasi hakkindaki bilgiler halen oldukg¢a sinirlidir.

G. kaustophilus’un genom dizisi yakin bir zamanda rapor edilmis ve E. coli
hslV ve hslU genlerine % 57 homoloji gosteren gen dizileri tanimlanarak ATP
bagimli proteaz HslV ve HslU ATPaz seklinde adlandirilmistir (Takami ve ark.,
2004). G. kaustophilus 'un yliksek sicakliklarda yasayabilen bir organizma olmasi
ATP-bagimli proteaz HsIVU genlerini de ilgi ¢ekici kilmaktadir. i1k olarak E. coli’de
bulunan ATP-bagimli proteaz HsIVU, oOkaryotik 26S proteazoma homoloji
gostermesi nedeniyle bu proteazomun analogu olarak kabul edilmistir (Seemuller ve
ark., 1995, Missiakas ve ark., 1996, Rohwild ve ark., 1996, Yoo ve ark., 1996) Bu
calismada G. kaustophilus’a ait hslV ve hslU genleri ilk defa klonlanmis ve bu genler

tarafindan kodlanan proteinler GST ile fiizyon halinde ¢alisilmistir

G. kaustophilus DNA’sindan klonlama c¢aligmalarinda kullanilacak
restriksiyon endoniikleaz kesim bolgelerini de tasiyan ileri ve geri primerlerin
kullanildig1 PCR ile elde edilen AsiV ve hslU genleri, oncelikle pGEM-T vektore
klonlanmistir. Uygun restriksiyon endoniikleaz kesim bolgeleri, ilgili genlerin NCBI
veri tabanindaki DNA dizilerinden yola ¢ikilarak elde edilen restriksiyon haritalarina
gore secilmistir. Klonlanmadan sonra elde edilen pGEM-T/As/V ve pGEM-T/hsiU
plazmitlerindeki G. kaustophilus’a ait yaklasik 540 b¢ uzunlugundaki s/} ve 1400 bg
uzunlugundaki As/U gen dizileri, SP6 promotoruna uygun primer ve her iki gene ait

ileri ve geri primerler ile saptanmustir.
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Yapilan gen dizisi analizleri sonucu (BLAST), G. kaustophilus tan alinarak
pGEM-T vektore klonlanan As/V ve hs/U gen dizileri, daha once Takami ve
arkadaglar1 (2004) tarafindan belirlenen diziler ile bire bir uygunluk gostermistir.

Her iki gene ait gen dizilerinin belirlenmesinden sonra, restriksiyon haritalar
cikartilmigtir. Yapilan analizler sonucunda, her iki gene ait agik okuma ¢ergevelerinin
herhangi bir bolgesinde, daha once tasarlanan ileri ve geri primerlerde kullanilan
resktriksiyon endoniikleaz kesim bolgelerinin bulunmadigi dogrulanmistir. Ayrica
klonlama c¢aligmalarindan énce NCBI veritabanindaki gen dizilerinden elde edilen

restriksiyon kesim haritalari ile ayni olduklar belirlenmistir.

G. kaustophilus hslV ve hslU genlerine ait niikleotit diziliminden hareketle
ongoriilen amino asit dizileri incelendiginde 20S proteazom B-tipi altiinitelerdeki gibi,
N-terminalinde iki korunmus treonin rezidiisii belirlenmistir (Seemiiller ve ark.,
1996). G. kaustophilus hslV’de de varoldugu gozlenen N-terminal treonin residiisii,
daha 6nce Yoo ve arkadaslan tarafindan yapilan E. coli hslV aktif bolge mutasyon
caligmalarinda aktif bolge residiisii olarak tanimlanmistir. Ayni ¢aligmada ayrica F.
coli hslV N-terminal treonin residiisiiniin valin ile degistirildigi mutasyon
calismalarinda N-terminal serin residiistiniin aktif bolge olarak gorev gorebilecegi
hipotezi ortaya atilmistir. Bu hipotez, 2001 yilinda Kang ve arkadaslarinin rapor
ettigi, E. coli HsIVU proteaza % 52 homoloji gosteren, Bacillus subtilis tarafindan
kodlanan ATP-bagimli CodWX proteazinin bir N-terminal serin proteaz olmasi
gergegi ile de desteklenmistir. G. kaustophilus tarafindan kodlanan HslV proteazda bu
hipotez ile uygunluk gdsteren bir de N-terminal serin residiisiiniin varoldugu

gozlenmistir.

G. kaustophilus tarafindan kodlanan HsIVU proteazin gercekte bir N-terminal
treonin proteaz mi yoksa serin proteaz mi oldugu, daha sonra saflagtirilmis HslV ve
HslU proteinlerinin bir N-terminal treonin proteaz inhibitorii olan laktasistin ve Ser
proteaz inhibitdrii olan fenilmetilsiilfonil florid ile yapilacak inhibisyon deneyleri ile

ortaya ¢ikarilacaktir.

G. kaustophilus hslU genine ait amino asit dizisi incelendiginde, tim AAA"

ATPazlara 6zgii olan Walker A ve Walker B motiflere sahip oldugu gozlenmistir.
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Buna gore, Gly-(X)4-Gly-Lys-Thr (X=herhangi bir amino asit) seklinde tanimlanan
Walker A motifinin G. kaustophilus hsiU geninde GPTGVGKT seklinde oldugu,
(9)4-Asp-Glu-(X); (¢ =hidrofobik amino asit, X=herhangi bir amino asit) seklinde
tanimlanan Walker B motifinin ise IIFIDEID seklinde oldugu dogrulanmastir.

Chuang ve arkadaslarinin 1993 yilinda yaptiklar1 ¢calismada E. coli hslV ve
hslU genlerinin ayn1 operon (4s/VU) lizerinde kodlandiklar1 ve ekspresyonlariin 1s1
soku faktorii o>~ tarafindan uyarildig1 agiga ¢ikarilmustir. Bu genler G. kaustophilus 'ta
da ayni1 operon iizerinde bulunmaktadirlar. Bu operonun ekspresyon mekanizmasi
bilinmese de hs/V ve hs/U genlerinin amino asit dizileri, bu genler tarafindan
kodlanan proteinlerin sirasiyla birer N-terminal Thr proteaz ve AAA" ATPaz
olabileceklerini gostermektedir. Bu nedenle gen dizileri temel alindiginda, G.
kaustophilus hslV ve hslU gen iriinlerinin aktif bir ATP-bagimli HsIVU proteaz

kompleksi olusturmak i¢in gerekli olan dizilere sahip olduklar1 sdylenebilir.

G. kaustophilus hslV ve hslU genlerinin eksprese edilmesi i¢in E. coli BL21
(DE3) soyu kullanilirken ekspresyon vektorii olarak BamHI ve Sall restriksiyon
kesim bdlgeleriyle klonlama bdlgesine yerlestirilmis yaklastk 1000 bg
biiytkliigiindeki  6karyotik LR1 genini igeren pGEX-6P-1/LR1  plazmiti
kullanilmistir. Plazmitin klonlama bolgesinde boylesine bir gene sahip olmasi, As/V
ve hslU genlerinin ligasyonu i¢in yapilacak ikili enzim kesimlerinin dogruluklarindan

emin olunmasi agisindan avantaj saglamaktadir.

pGEX-6P-1/LR1 plazmit DNA’s1, As/) DNA’sinin ligasyonu i¢in BamHI ve
Sall ile kesilip agaroz jele yiiklendiginde beklenildigi gibi yaklasik 4900 bg
biiytikliigiindeki dogrusal pGEX-6P-1 fragmani ve yaklasik 1000 bg biiyiikliigiideki
LR1 fragmam gozlenmistir. pGEX-6P-1/LR1 plazmit DNA’s1 As/U DNA’sinin
ligasyonu i¢in BamHI ve Xhol ile kesilip agaroz jele yiiklendiginde ise yaklasik 4900
be biiyiikliigiindeki dogrusal pGEX-6P-1 fragmani ve yaklasik 800 bg biiytikliigiinde
beklenmedik bir DNA fragmani gézlenmistir. Bu beklenmedik DNA fragmaninin
LR1 geninin igerisindeki olast bir Xhol kesim bdlgesinden kaynaklanabilecegi
ongoriilerek LR1 genin restriksiyon haritas1 ¢ikartilmigtir. Elde edilen restriksiyon
haritasina gore LR1 geni icerisinde genin 180. niikleotidi ile baglayan bir Xhol kesim

bolgesinin bulundugu belirlenmistir. Bdylece kesim reaksiyonu ile elde edilen
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yaklagik 800 bg biiyiikliigiindeki beklenmedik DNA fragmaninin Xhol kesimi ile
yaklagik 180 bg kisalan LR1 genine ait oldugu anlagilmistir.

Rekombinant E.coli JM109 hiicre soylarindan plazmit izolasyon kiti ile izole
edilen pGEM-T/hslV ve pGEM-T/hslU plazmitlerindeki G. kaustophilus hslV ve hslU
genleri, uygun restriksiyon enzimlerle kesilip alinarak daha 6nce uygun restriksiyon
endoniikleazlar ile kesilen pGEX-6P-1 vektore ligasyonla eklendikten sonra elde
edilen ligasyon f{rlinleri transformasyon ile FE.coli BL21 (DE3) hiicrelerine

aktarilmisgtir.

Rekombinant plazmitleri (pGEX-6P-1/AslV ve pGEX-6P-1/AlsU) igeren
koloniler, yapilan koloni PCR c¢alismalar ile belirlenmistir. pGEX ileri ve geri
primerleri ile elde edilen PCR firiinlerinin agaroz jeldeki goriiniimleri incelendiginde,
primer bdlgelerinin klonlama bdolgesine olan uzakliklari da hesaba katildiginda
yaklagik 660 b¢ uzunlugundaki As/V fragmani ve yaklasik 1530 b¢ uzunlugundaki
hslU fragmam gozlenmistir. Istenilen genleri igerdikleri belirlenen bu kolonilerden
plazmit izolasyonu yapildiktan sonra gen aktarimmnin basarili bir sekilde

gerceklestigi, yapilan restriksiyon kesimleri ile de dogrulanmustir.

IPTG ile uyarilarak GST-HsIV ve GST-HslU fiizyon proteinlerinin yiiksek
derecede eksprese edildigi rekombinant E. coli BL21 (DE3) hiicre o6ziitleri SDS
poliakrilamid jele yiiklendiginde GST-HslV i¢in yiiksek derecede eksprese olan
bandin 45 kDa biiyiikliigiinde oldugu gdzlenmistir. GST ile fiizyon halinde olan
HslV’ye ait bu bant, HslV’nin eksprese oldugunu gostermekle beraber GST nin 26
kDa biiyiikliigiinde oldugu diisiiniildiigiinde HslV’nin 19 kDa biiyiikliigiinde oldugu
gozlenmigstir. Ayrica GST-HslU’nun yliksek derecede eksprese edildigi hiicre
oziitlerinin SDS jeldeki goriintiisiinde goriilen kalin bandin 76 kDa biiyiikliigiinde
oldugu ve HslU’nun bu durumda GST ile flizyon halinde oldugu diisiiniildiigiinde
HslU’nun kendi basina 50 kDa biiyiikliigiinde oldugu gozlenmistir.

Bu sonuglar 1993°te Chung ve arkadaglari, 1996’da Rohrwild ve arkadaglar
ve 1999°da Seong ve arkadaglar tarafindan yapilan E. coli HslV ve HslU’nun
molekiiler biiyiikliiklerinin tayini caligmalariyla uygunluk gostermektedir. Bununla

beraber Kang ve arkadaslarinin 2001°de HsIVU’nun B. subtilis’teki homologu olan
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ATP-bagimli CodWX proteazin altbirimleri olan CodW proteazin benzer sekilde 19
kDa biiyiikliigiinde oldugu rapor edilirken CodX ATPaz’in ise 52 kDa biiyiikliigiinde

oldugu rapor edilmistir.

Enzim aktivite tayini igin substrat olarak kazeinin kullanildig1 akivite
deneylerinde GST-HslV ve GST-HslU fiizyon proteinlerinin ayri ayri eksprese
edildigi rekombinant E. coli BL21 (DE3) hiicre oOziitleri kullanilmistir. 26 kDa
biiytikliigiindeki GST ile fiizyon halinde ayr1 ayr eksprese edilen HslV ve HslU
proteinlerinin, bdylesine biiyiik bir proteine bagli halde aktif bir ATP bagimli HsIVU
proteaz kompleksini olusturmasi zor goriinmektedir. Zira enzim kompleksinin
olusturulmasi i¢in gereken konformasyonel degisimler ya da uygun katlanmalarin

meydana gelmesi, bagli bulunan GST proteinin biiyiikliigiinden dolay1 engellenebilir.

GST ile bagli bulunan HslV ve HslU proteinlerin reaksiyon tiipiinde aktif bir
ATP bagimhi HsIVU proteaz kompleksi olusturmasi giic goriinse de daha sonra
yapilacak olan GST proteinden uzaklastirilmig ve saflastirilmig HsIV ve HslU
proteinlerinin aktivasyon c¢aligmalarina 6n bilgi olmas1 agisindan konakg¢inin proteaz
aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in kazeinin substrat olarak kullanildigi bir dizi

enzimatik aktivite ¢aligmalar1 yapilmigtir.

Enzim aktivitesi i¢in optimum kosullarin bulunmasi amaciyla farkli zaman,
sicaklik ve pH araliklarinda, ATP varliginda yapilan enzim aktivasyon ¢aligsmalarinda
(kazeinolitik deneyler) ilk olarak enzim aktivitesinin en iyi goriildiigii zaman aralig:

arastirilmistir.

G. kaustophilus 'un termofilik bir bakteri oldugu diisiiniilerek 55 °C’ta yapilan
deneyde enzim aktivitesi icin en uygun zaman araliginin 0-20 dakika oldugu
belirlenmistir.  Enzim aktivitesinin hem yaban tip hem de rekombinant hiicre
oziitlerinde, ATP varliginda ve yoklugundaki degisimlerine bakildiginda, ATP
yoklugunda rekombinant hiicre oOziitlerindeki enzim aktivitesinin yaban tipteki
aktivitenin yaklasik 3 kati iken ATP varliginda 0,75 kati oldugu, rekombinant hiicre
Oziitlerinde enzimatik aktivitenin ATP’nin varliginda (ATP’nin yokluguna oranla)

ise 4,5 kat arttig1 gozlenmistir.
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Rohrwild ve arkadaglari tarafindan 1996’da E. coli’ye ait ATP bagimli HsIVU
proteaz icin yapilan aktivite deneylerinde, kazein yikimi i¢in ATP’ye ihtiyag
olmadiginin rapor edilmesi bu anlamda farklilik gostermektedir. G. kaustophilus’a ait
HsIVU proteazin kazein yikimi i¢in gercekten ATP’ye ihtiya¢ duyup duymadigi, daha
sonra saflagtirllmig HslV ve HslU proteinlerinin kullanildig1 kazeinolitik deneyler ile

daha iyi anlasilacaktir.

Enzim aktivitesi i¢in en uygun sicaklik araligmin 55-60 °C oldugu tespit
edilmistir. Termofilik G. kaustophilus’un normal biiyiime sicakliginin 60 °C oldugu
diisiiniildiigiinde, enzim aktivitesinin bu sicakliga uygun degerlerde optimum diizeye
ulagmasi, enzim kompleksinin G. kaustophilus’ta aktif olarak calisabilecegini
desteklemektedir. G. kaustophilus HsIlVU’nun ATP varligindaki kazeinolitik enzim
aktivitesi i¢in en uygun pH araliginin hafif asidik ve notral pH araliginda (pH:5-7)

oldugu gozlenmistir.

Huang ve arkadaslar1 tarafindan 1997°de E. coli HsIVU proteazin kazeinolitik
aktivitesi lizerinde yapilan calismalarda, enzimin ATPaz altbiriminin ATP varliginda
MgCl,’e bagimli oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle MgCl, yoklugunda ve farkli
MgCl, konsantrasyonlarinda yapilan aktivite c¢alismalarinda en yiikksek enzim

aktivitesinin 15 mM MgCl, varliginda gerceklestigi gosterilmigtir.

Bu proteazin karakterize edilmesi i¢in sonraki caligmalarda saflastirilacak
enzimin optimal sicaklik, pH degerleri ve kararliliginin yani sira fluorogenik
substratlar ve hiicre boliinmesi inhibitoérii SulA’nin yikimi iizerindeki etkilerin
yanisira Thr proteaz inhibitorii olan Laktasistin’in enzim aktivitesi lizerindeki etkisi

degerlendirilecektir.

Bu c¢alisma sonucunda G. kaustophilus’a ait HsIVU proteazin sirasiyla
peptidaz ve ATPaz altbirimlerini kodlayan As/V ve hs/U genleri, 6ncelikle pGEM-T
vektore klonlanmis ve elde edilen rekombinant vektorler (p(GEM-T/AslV ve pGEM-
T/hslU) E. coli IM109’a transformasyon ile basarili bir sekilde aktarilmistir. pGEM-
T/hslV ve pGEM-T/hslU plazmitlerinden elde edilen G. kaustophilus’a ait hslV ve
hslU genleri daha sonra ligasyon ile bir ekspresyon vektorii olan pGEX-6P-1

63



altklonlama ile aktarildiktan sonra rekombinant plazmitler (pGEX-6P-1/AslV ve
pGEX-6P-1/hslU), transformasyon ile E. coli BL21 (DE3)’e aktarilmistir. Boylece
Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Biyoloji Boliimii, Protein Molekiiler Biyolojisi
Laboratuvarina daha sonraki c¢aligmalarda kullanilmak iizere E. coli soyunda G.

kaustophilus’a ait hslV ve hs/U DNA’larma sahip dort farkli plazmit kazandirilmastir.
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