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ETiK BEYAN VE ARASTIRMA FONU DESTEGI

Kocaeli Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez/proje caligmasinda,

- Bu tezin/projenin bana ait, 6zgilin bir ¢alisma oldugunu,

- Calismamin hazirlik, veri toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim
asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun davrandigima,

- Bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak gosterdigimi
ve bu kaynaklara kaynakc¢ada yer verdigimi,

- Bu calismanimn Kocaeli Universitesi’nin abone oldugu intihal yazilim programi
kullanilarak Fen Bilimleri Enstitiisii'niin belirlemis oldugu Oolgiitlere uygun
oldugunu,

- Kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

- Tezin/Projenin herhangi bir boliimiinii bu {iniversite veya bagka bir iiniversitede
baska bir tez/proje calismasi olarak sunmadigima,

beyan ederim.

Bu tez/proje calismasi kapsaminda iiretilen veri ve bilgiler TUBITAK, Kocaeli
Universitesi Bilimsel Aragtirmalar Koordinatérliigii ve Tiitk Hizlandiricr ve Ismim
Laboratuvar:t (TARLA) tarafindan sirasi ile 118C225, FDK-2021-2613 no’lu projeler
kapsaminda maddi/alt yap1 destegi alinarak gerceklestirilmistir.

Herhangi bir zamanda, calismamla ilgili yaptifim bu beyana aykiri bir durumun
saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi
bildiririm.
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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI

Fen Bilimleri Enstitiisii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/projemin tamamin1 veya
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tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki
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ONSOZ VE TESEKKUR

Bu tez ¢alismasi, Escherichia coli FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin, giiniimiiz
antibiyotik direncine kars1 yeni antibiyotiklerin elde edilebilmesi amaciyla biyokimyasal
karakterizasyonu ve yapisal analizi tizerine gergeklestirilmistir.

Doktora siirecimde tiim imkanlariyla Yapisal Biyoloji’nin her alaninda bulunmami
saglayan es danismanim Saym Dr. Burak V. KABASAKAL’a ve beni her kosulda
destekleyen danismanim Sayim Dog. Dr. Yonca YUZUGULLU KARAKUS’a tesekkiirii
bir borg bilirim. Calismalarimin gergeklesmesi i¢in bana laboratuvarinda ¢alisma firsati
veren ve tecriibeleriyle yol gosteren Saym Dr. Ogr. Uyesi Siireyya OZCAN
KABASAKAL’a, gogu zaman sayesinde enerji kazandigimiz Sayin Dr. Burak BILKI ye,
laboratuvar ekip arkadaslarim Nasim ALLAHYARI, Hatice AKKULAK, Hayri Kerim
INCE, Tugberk KARAKAS, Mehmet CALISEKI, Sema AYGAR’a; stajyerlerimiz
Zeynep COLAK, Ebru AVCI, Sernur Sena YILDIZ ve Elif Biisra KARAKAYA’ya;
doktora siirecimde her konuda her zaman yanimda olan dostlarim Damla ATAKENT,
Giines CANBAY, Gizem BITER, Buse AKBAY, Elif KALE, Cigdem KARAHASAN
ve can dostum Semih ISIK’a ¢ok tesekkiir ederim.

Bu tezi, kiiglikligiimden beri bana bilimi sevdiren ve bu yolda bana 151k olan canim
babam Aykut GOC’e, bugiin kendimi gergeklestirebilmem igin tiim fedakarliklar1 yapan
canim annem Deniz GOC’e, biricik kardesim Dogukan GOC’e ve doktora yolculugumda
destegini hep yanimda hissettigim nisanlim Ali Can CANBAY’a ithaf etmekten onur
duyarim.

Tez alismami destekleyen TUBITAK’a (Proje Numarasi: 118C225), Kocaeli
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (Proje Numarasi: FDK-2021-2613) birimine ve
altyapi destegi icin Tiirk Hizlandirict ve Isinim Laboratuvari’na siikranlarimi sunarim.
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PROTEIN KALITE KONTROLUNDE GOREV ALAN FtsH-HfIKC PROTEIN
KOMPLEKSININ YAPISAL BiYOLOJISI

OZET

Escherichia coli membran proteini FtsH, AAA+ ATPaz ve metalloproteaz 6zelliklerine
sahip, yanlis katlanmis veya hatali proteinleri pargalayan bir proteindir. FtsH’nin
proteolitik aktivitesi, HfIKC tarafindan diizenlenmektedir. Bu ¢alisma, FtsH-HfIKC
kompleksinin biyokimyasal karakterizasyonunu ve yapisal analizini igermektedir. FtsH-
HfIKC ve HfIKC’nin rekombinant {iretimi, Lemo21 (DE3) konak hiicrelerinde optimize
edilmis, Streptaktin ve/veya Kobalt re¢ineleri kullanilarak saflastirilmistir. FtsH ve FtsH-
HfIKC’nin proteolitik deneyleri, ATP varlig1 ve yoklugunda %0,4 kazein kullanilarak
574 nm’de 37 ve 50°C’de gergeklestirilmistir. Buna gore 37°C’de ATP yoklugunda
FtsH’nin bagil aktivitesi %100, ATP varliginda %90 olarak belirlenmistir. FtsH, HIKC
ile kompleks olusturdugunda 37°C’deki ATP varliginda ve yoklugunda bagil proteolitik
aktivitesi sirasiyla %39 ve %40 olarak tespit edilmistir. Sonuglar, HfIKC’nin FtsH’nin
proteolitik aktivitesinde diisiise neden oldugunu gostermistir. ATPaz aktiviteleri, farkli
ATP konsantrasyonlarinda 360 nm’de incelenmistir. 2 uM FtsH ve FtsH-HfIKC’nin 10
mM ATP varliginda spesifik aktiviteleri sirasiyla 9,97 U/mg ve 3,85 U/mg olarak
hesaplanmistir.  Yapisal analizde, FtsH-HfIKC, TEM, Kriyo-EM ve SAXS ile
incelenmistir. RELION 4.1 ve CryoSPARC programlarinda FtsH-HfIKC’nin {i¢ boyutlu
haritalar elde edilmistir. Iki boyutlu smiflandirmada FtsH-HfIKC’nin dinamik yapisini
korudugu gozlemlenmistir. Bu nedenle, RELION 4.1°de yap1, FtsH ve HfIKC olarak iki
ayr1 harita seklinde islenmis, CryoSPARC’ta kompleks yapi1 bir tutularak algoritmasi
esneklik iizerine olan Uniform Olmayan lyilestirme islemi gerceklestirilmistir. C6
simetrisinde oldugu SAXS deneyleriyle desteklenen ve ~27 nm bilyiikligiindeki
kompleksin ¢oziiniirliikleri; RELION 4.1°de FtsH icin 8,8 A, HfIKC icin 9,32 A;
CryoSPARC’ta tiim yap1 icin 9,25 A olarak belirlenmistir. Harita, hekzamerik FtsH
yapisinin altt HfIKC dimeriyle kompleks olusturdugunu gostermektedir. Bu arastirma,
antibiyotik direnciyle miicadelede onemli katkilar sunarak yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesine yonelik firsatlar saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: CryoSPARC, FtsH-HfIKC, Kriyo-EM, RELION 4.1, SAXS.
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STRUCTURAL BIOLOGY OF FtsH-HfIKC PROTEIN COMPLEX INVOLVED
IN PROTEIN QUALITY CONTROL

ABSTRACT

Escherichia coli membrane protein FtsH is an AAA+ ATPase and metalloprotease and
cleaves misfolded proteins. Proteolytic activity of FtsH is regulated by HfIKC. This study
encompasses biochemical and structural analysis of FtsH-HfIKC complex. Recombinant
production of FtsH-HfIKC and HfIKC was optimized in Lemo21 (DE3) cells, purified
using Streptactin and/or Cobalt resins. Proteolytic experiments of FtsH and FtsH-HfIKC
were conducted at 574 nm, using 0.4% casein, at 37 and 50°C, with and without ATP. At
37°C without ATP, FtsH exhibited a relative activity of 100%, while in presence of ATP,
relative activity was 90%. Relative proteolytic activities of FtsH-HfIKC were 39-40% in
presence and absence of ATP, respectively. Results indicate that HfIKC has down-
regulatory effect on FtsH’s proteolytic activity. ATPase activities were performed at 360
nm under different ATP concentrations. Specific activities of FtsH and FtsH-HfIKC are
found 9.97 U/mg and 3.85 U/mg, respectively. Structural analysis employed TEM, Cryo-
EM, and SAXS for FtsH-HfIKC. Three-dimensional maps were obtained using RELION
4.1 and CryoSPARC. Two-dimensional classification revealed dynamic structure
preservation of FtsH-HfIKC. Separate maps as FtsH and HfIKC were generated in
RELION 4.1, while in CryoSPARC, structure was processed as FtsH-HfIKC. SAXS
experiments confirming C6 symmetry, ~27 nm-sized particles have resolutions of 8.8A
for FtsH and 9.32A for HfIKC in RELION 4.1, and 9.25A for the entire structure in
CryoSPARC. Maps indicate formation of complex with a hexameric FtsH structure and
six HfIKC dimers. This research makes a significant contribution to combating antibiotic
resistance by providing opportunities for the development of novel antibiotics.

Keywords: CryoSPARC, FtsH-HfIKC, Cryo-EM, RELION 4.1, SAXS.
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1. GIRIS

Membran proteinleri hiicrede yapilarinin bir kismi1 membrandaki lipit ¢ift tabakaya
gomiilii olarak bulunan proteinlerdir. Bu sayede, hiicrenin dis ve i¢ ortam arasinda bir
gecit olusturarak membran fonksiyonunda ve madde tasima, sinyallesme gibi bir¢ok
onemli hiicresel faaliyette dnemli bir rol iistlenmektedir. Membran proteinleri tiim hiicre
proteomunun %?25’ten fazlasin1 olusturmaktadir (Krogh ve dig., 2001). Membran
proteinlerinin dogru isleve sahip olabilmesi ic¢in, dogru konumda bulunmalari
gerekmektedir. Bu nedenle, proteinlerin membran i¢indeki konumu, yapisi ve etkilesimi,
hiicre membraninin dogru ¢aligmasinda kritik 6nem tasimaktadir (Torres ve dig., 2003;
Engelman, 2005). Ornegin ila¢ tasariminda, potansiyel ila¢ hedeflerinin belirlenmesi,
sentezlenmesi; etkinlik ve giivenliklerinin test edilmesi gibi karmasik bir siire¢ soz
konusudur. Membran proteinleri birgok fizyolojik siire¢ ve hastalikta yer almalari
nedeniyle 6nemli ila¢ hedeflerindendir ve hidrofobik dogalar1 ve karmasik yapilari
nedeniyle calisilmasi zor olan proteinler arasinda yer almaktadir. Ancak, X-151m1
kristalografisi ve kriyo-elektron mikroskobu (Kriyo-EM) gibi yapisal biyoloji
tekniklerindeki son gelismeler, birgok membran proteinin yiliksek c¢oziintrlikli
yapilarinin belirlenmesine olanak saglamais, islevleri ve mekanizmalar1 hakkinda degerli
bilgiler sunmustur (Birch ve dig., 2020). Membran proteinleri, protein translokasyonu
olarak bilinen siire¢le hiicresel membrana entegre edilmektedir (Kudva ve dig., 2013;
Denks ve dig., 2014). Bu islem sirasinda protein kalite kontrolii, saperonlar ve proteazlar
tarafindan gergeklestirilmektedir. AAA+ proteaz ailesinin metalloproteaz iiyesi olan FtsH
(EC 3.4.24.-), yanlis katlanmig integral membran proteinlerini pargalayan, ATP bagimli
bir endoniikleazdir. Iki N-terminal transmembran heliks, bir sitoplazmik ATPaz ve ¢inko
baglanma bdlgesi olan bir C-terminal metalloproteaz domainine sahiptir (Dalbey ve dig.,
2012). Yapilan galismalar, FtsH’nin SPFH (Stomatinler, Prohibitinler, Flotillinler ve
HfIKC) protein ailesine bagli HfIK ve HfIC nin hekzamer formlari ile bir araya gelerek
bliyiik bir kompleks olusturdugunu gostermistir (Kihara ve dig., 1996; Kihara ve dig.,
1998; Saikawa ve dig., 2004). Ancak FtsH’nin dort hekzamer formunun, HfIK ve
HfIC’nin on iki kopyas: ile bir araya geldigi, C4 simetrisinde ‘“kafes” formu
olusturduklar1 rapor edilmistir (Qiao ve dig., 2022). HfIKC’nin olusturdugu bu kafes

formunun FtsH’nin sahip oldugu proteolitik aktiviteyi inhibe ederek substratlarin



degradasyonunu Onleyici rol iistlendigi diistiniilmektedir (Kihara ve dig., 1996, 1997,
1998; Akiyama, 2009; Langklotz ve dig., 2012; Qiao ve dig., 2022).

Bu tezin amaci FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin hiicrede sahip oldugu rolleri
aydinlatmak ve hiicrede iretilen proteinlerin kalite kontrol siireci ile FtsH-HfIKC
membran proteini arasindaki baglanttyr anlamaktir. Bu dogrultuda rekombinant
ekspresyon E. coli Lemo21 (DE3) hiicreleri kullanilarak gergeklestirildi, hiicre peletleri
sonikasyon ile parcalandi ve sonrasinda membran ayirma islemi yapildi. Bu siireci
takiben membran hafif deterjanlar kullanilarak ¢6zdiiriildii ve afinite kromatografisi ile
saflagtirildi.  Protein-protein etkilesimleri ve varsayilan protein komplekslerini
dogrulamak i¢in kiitle spektrometresi kullanildi. Protein komplekslerinin stokiyometrisi
biiyiikliik¢e ayirma kromatografisi ve dogal jel elektroforezi ile belirlendi. FtsH-HfIKC
protein kompleksinin etki mekanizmasini anlamak igin FtsH membran proteini
saflastirildi, bu dogrultuda proteolitik aktivite ve ATPaz aktivite testleri gerceklestirildi.
Kriyo-elektron mikroskopisi (Kriyo-EM) teknigi ile RELION 4.1 (Scheres, 2012)
programida FtsH 8,8 A; HfIKC ise 9,32 A; CryoSPARC (Punjani ve dig., 2017)
programinda ise FtsH-HfIKC kompleks yapis1 9,25 A ¢oziiniirliigiinde elde edildi.

Bu calisma, FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin nasil isledigini ve membran
protein biyogenezinde bu iki proteinin nasil is birligi yaptiklarini ortaya ¢ikarmaktadir.
Elde edilen sonuglar, diren¢li bakteri suslarmin neden oldugu giderek artan
antimikrobiyal diren¢ tehdidinin {istesinden gelmek i¢in yeni antibiyotiklerin

gelistirilmesine 6nemli bilgiler saglamaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Protein Kalite Kontrolii

Bir genom tarafindan kodlanan proteinlerin tamamina “Proteom” adi verilmektedir
(Ansari ve Strom, 2010) ve canliligin temel islevlerini getiren yapi taglari oldugu goz
Ontine alindiginda, siki bir denetim altinda olmalar1 kaginilmazdir (Marques ve dig., 2009;
Saha ve dig., 2020). Bu denetim, dolayli veya dogrudan hiicredeki tiim sistemler
tarafindan gerceklestirilmektedir. Siireglerin bu kadar hassas gerceklesmesinin nedeni, bu
sistemlerde meydana gelebilecek herhangi bir hatanin, hiicrenin homeostazisini ve hatta
islevini kaybetmesine neden olmalaridir (Blanco, 2017; Koga ve dig., 2011). Ancak
proteinler, hiicre dongiisii siirecinde mutasyon ve stres gibi metabolik zorluklar karsisinda
yanlis katlanabilmekte ve bunun sonucunda akiimiile olabilmektedir. Bu akiimiilasyon,
hiicrede toksisiteye neden olmaktadir. Bu durumdan kaynaklanan toksisiteye
“Proteotoksisite” adi verilmektedir ve protein homeostazisine katkida bulunan karmasik
hiicre sistemleri ise “Proteostazis” olarak tanimlanmaktadir (Balch ve dig., 2008).
Proteostazisin korunmasi, “arizali” olan yanlig katlanmis polipeptitlerin “tamir edilmesi”
yani yeniden katlanmasi, par¢alanmasi veya hiicreden uzaklastirilmasi tizerine kuruludur
ve bu stiregler “Protein Kalite Kontrol Mekanizmalar1” olarak tanimlanmaktadir (Powers

ve dig., 2009).
2.1.1. Molekiiler Saperonlar

Bir polipeptit zincirinin etkilesime girdigi, stabil hala getirdigi veya islevsel oldugu
konformasyonunu kazanmasina yardimci oldugu proteinler “Molekiiler Saperon” olarak
tanimlanmaktadir (Hartl ve dig., 1996; Balchin ve dig., 2016). Molekiiler saperonlar veya
1s1 soku proteinleri (HSP), stres ve yiiksek sicakliklarda hiicre yanit1 olarak artig
gostermekte ve bakterilerden memelilere kadar tiim canlilarda yiiksek oranda korunmus

olarak bulunmaktadir (Koga ve dig., 2011).

1950 yilinda Anfinsen ve ekibi tarafindan yapilan 6nciil deneyler, protein katlanmasina
iliskin temel bilgilere 151k tutarak bir proteinin dogal konformasyonunun belirlenmesinde
aminoasit dizisinin 6nemini ortaya ¢ikartmistir, ancak katlanmanin ek faktorlere ihtiyag

duyulmadan gergeklestigini 6ne stirmiistiir (Antinsen ve dig., 1950). 1980 yilinda yapilan



calismada ise proteinlerin in vivo katlanma igin molekiiler saperonlarin yardimi
gerektigini kanitlamigtir (Hartl ve dig., 1990). Son yirmi yilda yapilan ¢aligmalar, heniiz
tam katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinlerin hidrofobik aminoasitlerinin yiizeye
maruz kalmalarinin agregasyona yol actigimi gostermektedir (Chiti ve dig., 2006).
Saperonin (Hsp60) (Bakteride GroEL ya da GroES), Hsp70 (Bakteride DnaK) ve Hsp90
gibi molekiiler saperon sistemler, bu noktada dahil olarak hidrofobik aminoasitleri
tantyarak polipeptit omurganin adenozin 5’-trifosfat (ATP) aracilig ile dogru bir sekilde
katlanmasini tetiklemekte veya agregasyon olusumunu onlemekte gorev almaktadir
(Balchin ve dig., 2016). Ayn1 zamanda saperonlar, hatali katlanmig ve geri dontigiimii
olmayan proteinlerin degradasyonu i¢in proteazlar ile is birligi halindedir (Sekil 2.1)
(Balchin ve dig., 2016; Hipp ve dig., 2019). Bu is birliginde Ribozomdan yeni sentezlenen
zincir, dogru katlanabilmek ve kararli yapisini koruyabilmek icin saperonlara ihtiyag
duymaktadir. Benzer sekilde kararli yapisini koruyamadan konformasyonel degisiklige
ugrayan proteinler de, dogrudan saperonlar tarafindan veya saperonlarin etkilesim halinde
oldugu diger proteinler araciligi ile dolayli olarak yonlendirilmektedir. Bu yonlendirme
agregasyon olusumuna veya dogru katlanarak tekrar fonksiyon kazanmaya dogru

ilerleyebilmektedir (Gregersen ve dig., 2006).
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Sekil 2.1. Saperonlarin dahil olduklar1 metabolik faaliyetlerin sematik gosterimi
2.1.2. Proteolitik Sistemler

Bir hiicre dongiisiinde gergeklesen metabolik faaliyetler tamamlandiktan sonra, bu
siireclerde yer alan proteinlerin par¢alanmasi gerekmektedir. Aksi takdirde, bu proteinler

akiimiilasyona ve proteotoksisiteye neden olmaktadir. Evrimsel siirecte protein



birikiminin 6nlenmesi, bu proteinlerin “proteaz” adi verilen enzim grubu tarafindan
parcalanmas: ile saglanmistir. iki aminoasit arasindaki peptit baglarmin hidrolizini
katalizleyen proteazlarin bu metabolik faaliyeti, “proteoliz” olarak adlandirilmaktadir.
Geri doniisiimsiiz olan bu metabolik faaliyet sonucunda hasar gormiis proteinlerin ortadan
kaldirilmasi saglanmakta ve bu sayede protein seviyeleri kontrol altinda tutulmasi “Kalite
Kontrol Mekanizmasi” olarak adlandirilmaktadir. Hiicredeki bu islevi sayesinde
proteazlar, hiicre Oliimii, hiicre farklilagsmasi, bagisiklik gibi bir¢ok siiregte sinyal

proteinleri olarak anahtar rol tistlenmektedir (Richard, 2005).

Proteazlar, Ubikuitin-Proteazom, Kaspaz, Kalsain Sistemleri ve Otofaji gibi proteolitik
siireclerde yer almaktadir. Ornegin, proteinler, ubikuitin molekiilleriyle isaretlenmekte ve
daha sonra biiyiik proteolitik kompleks olan 26S proteazom tarafindan kiigiik peptitlere
par¢alanmalar1 i¢in sinyal saglanmaktadir. Hasarli veya istenmeyen proteinlerin
otofagosom adi verilen ¢ift membranli vezikiiller tarafindan alinip lizozomlarla
parcalanmasi saglanmaktadir. Ozel hedef proteinleri belirli bolgelerinden kesen kalsiyum
bagimli proteazlar kalsain sistemi olarak adlandirilmaktadir. Programli hiicre 6liimii
(apoptoz) ve hasarli veya istenmeyen proteinlerin uzaklastirilmasinda 6nemli bir rol
oynayan ve kaspaz adi verilen bir proteaz ailesi tarafindan degradasyon
gerceklesmektedir. Endositoz veya fagositoz yoluyla hiicreler tarafindan yutulan
ekstraseliiler proteinlerin pargalanmasi lizozomal proteoliz ile gerceklesmektedir (Koga

ve dig., 2010).

Proteazlar baslangicta i¢ kisimdaki peptit baglarini hedef alan endopeptidaz ve substratin
NH3s ve COOH terminallerini hedef alan ekzopeptidazlar olarak siniflandirilmigtir. Ancak
yapisal ve mekanistik 6zellikleri hakkinda elde edilen bilgiler dogrultusunda yeni bir
simiflandirilmaya ihtiya¢ duyulmustur. Kataliz mekanizmasina goére proteazlar, Aspartik,
Glutamik, Sistein, Serin, Treonin ve Metalloproteazlar olarak alti1 sinifta incelenmektedir.
Aspartik, Glutamik ve Metalloproteazlar, substratin peptit bagini kirabilmek i¢in bir su
molekiiliinii niikleofil olarak kullanmaktadir; ancak Sistein, Serin ve Treonin ig¢in
niikleofil, aktif merkezde bulunan, adlarini da aldiklar1 aminoasittir. Proteazlar, aminoasit
dizilerine veya ii¢ boyutlu yapilarindaki benzerliklerine goére de daha fazla

gruplandirilabilmektedir (Lopez ve Bond, 2008).



Metalloproteazlar, gerceklestirdikleri reaksiyonun ara basamagi olan su molekiiliiniin
hidrolizi i¢in aktif merkezlerinde bulundurduklar1 metal iyonunu kullanan proteaz grubu
enzimlerdir. Aktif merkezdeki bu metal iyonu, genellikle Zn?* olmakla birlikte, Mg?*
veya Cu?* olanlar da vardir (Sekil 2.2) (Wu ve dig., 2011).

[

Sekil 2.2. FtsH’nin proteaz aktivitesinin gerceklestigi aktif merkezdeki metal iyonunun
gosterimi (PDB: 3KDS)

Hiicreler, stres durumlarinda protein sentezi yerine proteolize yonelmekte ve bu sayede
hasarli, yanlis katlanmis proteinlerin degradasyonu gerceklestirilerek hiicrelerin normal
islevlerini siirdiirmelerini, yani homeostazinin korunmasini saglamaktadir. Bu sayede
hiicre igerisinde yanlis katlanmis veya hasarli proteinler degrade edilmekte ve
homeostatik islev korunmaktadir. Homeostatik dengenin hiicrede korunmasi igin
proteinlerin dogru sekilde katlanmasi, modifikasyonu, islevsellikleri ve gereksiz veya
hasarl1 olanlarin parcalanmasi gerekmektedir. Bu nedenle, hiicre homeostazi ve proteoliz
arasindaki baglanti; hiicredeki proteinlerin dinamiginin yonetimi ile dengenin

korunmasini saglanmaktadir (Balchin ve dig., 2016; Goldberg, 2003).
2.2. Hiicrede Membran Denetimi

Membran, hiicreyi dis ortamdan ayiran ve organelleri ¢evreleyen bariyerler olarak is
gormektedir. Membranlarin temel yapisi fosfolipitlerden ve bu fosfolipitlerin aralarina
yerlesmis veya baglanmis proteinlerden olugmaktadir. Lipitlere gdmiilii proteinler,

membran kiitlesinin yarisin1 olusturmaktadir (Luckey ve dig., 2008). Membran



proteinlerin fonksiyonlarini devam ettirebilmeleri ve stabilitelerini koruyabilmeleri i¢in
bulunduklar lipit ortam1 anahtar bir role sahiptir. Birgok membran proteini, essiz bir lipit
bilesimine ve lokalizasyonuna sahiptir (Simons ve Sampaio, 2011). Lipit bilesimine
uygulanan herhangi bir miidahale, transmembran proteinlerin direkt olarak fonksiyon
kaybina ve tiim hiicrenin yapisinin bozulmasina yol agabilmektedir (Babst, 2014,

Lauwers ve dig., 2007; Pineau ve dig., 2008; Payet ve dig., 2013).

Trans-golgi ag1 ve plazma membram kalite kontrol sistemlerinin islevlerinden biri,
membran proteinlerin uygun lipit ortami ile etraflica ¢evrelenmesini saglamaktir. Bu
sistemlerin Ozellikle de membran akiskanligindaki degisikliklere duyarli olmalar
gerekmektedir. Membran proteinleri, tasima faaliyetlerinin bir pargasit olarak
konformasyonel degisiklige ugramaktadir ve membran akiskanliginin bu proteinlerin
faaliyetlerini etkilemesi kag¢milmazdir; yogun bir membran, tagimada gereken
konformasyonel degisikligi engellemekte ve proteinin islevini bozmaktadir. Ancak bunun
aksine c¢ok akiskan bir membran da tasiyict membran proteininin fazla esnek olmasina
neden olacak ve substrat yoklugunda dahi konformasyonel degisiklige neden olacaktir.
Bu mekanizma, tuz konsantrasyonu, sicaklik gibi ¢evresel faktorlere uyum saglamak igin
membran akiskanligimin siki bir kontrol altinda tutulmasi gerektigini agiklamaktadir

(Babst, 2014).
2.3. Membran Proteinleri

Membran proteinleri, hiicre i¢i ve hiicre dis1 trafigin diizenlenmesinde gorevli, lipitler ile
etkilesim halinde olan proteinlerdir (Almeida ve dig., 2017). Okaryotlar, bakteriler ve
arkelerdeki tiim proteomlar karsilastirildiginda, yaklasik %30 unun membran proteinleri
oldugu bilinmektedir (Fernandez-Leiro ve dig., 2016). Farmakolojide gelistirilen ilaglarin
%350’sinin membran protein odakli oldugu g6z oniine alindiginda, membran proteini ve
fonksiyonu arasindaki iligkiyi molekiiler diizeyde anlamanin ilag tasariminda gelismeleri

hizlandirmasi kaginilmazdir (Almeida ve dig., 2017).

Membran proteinleri, lipitlerle ¢esitli sekillerde isbirligi yapmaktadir. Buna gore,
membrana gomiilii olarak bulunan integral membran proteinleri (transmembran
proteinler), baska bir integral membran proteinine ya da lipitlere elektrostatik veya van

der Waals etkilesimleri ile bagli olarak bulunabilen periferal membran proteinleri olarak



smiflandirilmaktadir. Ayni1 zamanda, integral membran proteinleri, yapisal 6zelliklerine
gore a heliks ve B-fi¢1 sekonder yapilarini olusturmaktadir (Sekil 2.3) (Tan ve dig., 2008).
Integral membran proteinleri, lipit ¢ift tabakali membranm icerisinden ge¢me
Ozelliklerine sahip olduklarindan dolayi, lipitler gibi amfipatiktir; yapilarinda hem
hidrofilik hem hidrofobik bélgeler bulunmaktadir. Integral membran proteininin
hidrofobik kismi1 membranin i¢ kisminda bulunan lipit molekiillerin hidrofobik kisimlari
ile; hidrofilik kismi1 ise membranin iki tarafinda da bulunan su molekiilleri ile etkilesim

halindedir (Alberts ve dig., 2002; Deisenhofer ve dig., 1985; Michel ve dig., 1986).

integral Membran Proteinleri Periferal Membran Proteinleri

GPI-bagh
protein

a-heliks

% 600‘; % Big

Transmembran Lipide bagh

Sekil 2.3. Membran proteinlerinin siniflandirilmasi

Bir membran proteininin fonksiyonu, bu proteinin lipit ¢ift tabakal1 yapr ile nasil isbirligi
halinde oldugu ile yakindan ilgilidir. Ornegin, sadece integral membran proteinleri ¢ift
tabakali yapinin iki tarafinda da islevseldir ve molekiillerin gecislerini saglamaktadir.
Ayrica peptit baginin polar olmasi ve integral membran proteinlerinin membranin i¢inden
gecen kisminin hidrofobik olmasi nedeni ile, bu bdlgede peptit baglarinin kendi i¢lerinde
hidrojen bagi olusturduklar1 gézlemlenmektedir; bu hidrojen baglarmin sayisi ise,
polipeptit zincirinin o heliks yapis1 sayesinde en iist seviyeye ¢ikmaktadir. Bu neden ile,
integral membran proteinlerinin membrana yayilan segmentinde cogunlukla a heliks
yapist gozlemlenmektedir. Hidrojen baglarmi arttirmanin bir diger yolu ise polipeptit
zincirinin bir fig1 sekli olusturacak sekilde B-tabakalar olarak diizenlenmesidir (Sekil 2.4)

(Alberts ve dig., 2002).



Sekil 2.4. Yapilar1 Kriyo-Elektron Mikroskopu ile elde edilen ve 6zelliklerine gore a
heliks ya da B-figisina sahip integral membran proteinlerinin PyMOL’da gdsterimi. o
heliks yapisina sahip Staphylococcus aureus Zn?* tasiyict membran proteini ZntB’nin
istten (A) ve yandan (B) goriiniisii (PDB: 5N9Y), B-figist igeren Clostridium perfingens
epsilon toksin-B’nin iistten (C) ve yandan (D) goriiniimii (PDB: 6RB9) (Her bir alt {inite
farkli renk ile gosterildi)

Membran protein biyogenezi ve protein sentezi, hiicre i¢indeki temel siireclerdir. Her ne
kadar, deneysel siireclerinin zorlugu nedeni ile membran proteinlerinin katlanmalari,
kompleks olusturmalar1 gibi siiregler hala tam olarak aydinlatilamamis olsa da (Komar ve
dig., 2006), membran protein biyogenezi, hedeflenme, yerlesme, katlanma ve kompleks
olusturma olmak {izere dort asamadan olusmaktadir. Bu faaliyetler dahil hiicredeki tiim
metabolik siiregler, hiicre igerisinde kompartmanlara ayrilmis ve bu sayede gesitlilik
olusmustur. Sitozollin disinda faaliyet gosteren proteinlerin hepsinin ortak o6zellikleri;
0zel translokasyon sistemlerine ihtiya¢ duymalaridir. Bu sistemler ise salgi proteinlerinin
sahip olduklar1 N-terminal dizileri, pargalanabilir sinyal dizileri ve i¢ membran
proteinlerindeki parcalanamayan sinyal dizileri sayesinde ger¢eklesmektedir (Hegde ve
Bernstein, 2006; Oswald ve dig., 2021; Pugsley, 1990; Steinberg ve dig., 2018; von
Heijne, 1994).

SecYEG translokonu, evrensel olarak korunmus ve birgok metabolik siirece dahil olan en
Oonemli translokasyon sistemidir (Sekil 2.5). Translokasyonu i¢ membrana veya
periplazmaya gerceklestirilecek olan membran proteinleri, bu translokasyon sistemi
sayesinde tasinmaktadir (Denks ve dig., 2014; Kudva ve dig., 2013; Oswald ve dig.,
2021). SecY, SecE ve SecG’den meydana gelen heterotrimerik SecYEG translokonu,
potansiyel substratlarini se¢ebilmek, protein taginmasinda itici giic saglayabilmek ve
substratin SecYEG kanalindan salinimi i¢in proteostazis agindaki diger proteinlerle
isbirligi halindedir (Angelini ve dig., 2005; Beck ve dig., 2001; Lill ve dig., 1990;
Knyazev ve dig., 2018; Houben ve dig., 2004; Oswald ve dig., 2021; Sachelaru ve dig.,



2017; Tsukazaki ve dig., 2011; van der Does ve dig., 1996). Ayn1 zamanda translokasyon
stirecinde SecYEG translokonu, YidC insertaz, Tat tasima sistemi, Bam kompleksi gibi
farkl1 protein tasima sistemleri ile ortak calismaktadir (Alvira ve dig., 2020; Keller ve
dig., 2012; Kudva ve dig., 2013; Kuhn ve dig., 2017; Oswald ve dig., 2021; Petriman ve
dig., 2018; Scotti ve dig., 2000; Tooke ve dig., 2017; Wang ve dig., 2016).

SecYEG’in substratlarini tanimasi, SecA ve sinyal tanima partikiilii (SRP) ad1 verilen ve
bakteri hiicrelerinde paralel olarak ¢alisan iki protein hedefleme sistemine baglidir (Kuhn
ve dig., 2017). SecA, ¢ogunlukla post-translasyonel olarak pargalanabilir N-terminal
sinyal dizileri iizerinde; buna karsin SRP genellikle kotranslasyonel olarak
pargalanamayan sinyal capa sekanslarina 6zellesmis hedefleme yolaklarinda faaliyet
gostermektedir (Driessen ve Nouwen, 2008; Gu ve dig., 2003; Halic ve dig., 2004; Koch
ve dig., 2003; Kudva ve dig., 2013; Oswald ve dig., 2021; Pool ve dig., 2002; Rapoport
ve dig., 2007; Schaffitzel ve dig., 2006; Smets ve dig., 2019). Ayn1 zamanda SRP yolagi,
membran proteinlerini SecYEG translokonundan bagimsiz olarak caligabilen ancak
isbirligi yapan YidC insertaza iletilmesini saglayabilmektedir (Kuhn ve dig., 2017;
McDowell ve dig., 2021).

) N
Protein Tagima Bilinmeyen
Sistemleri: Fonksiyor'l_/llivski:
e YidC . :IL:
e TatABC e Yib]
e BamABCD o FFATPaz
N——

Protein

: Hedefleme:
Kalite Kontrol: e SecA
e FisH e FtsY

e Syd

¢ Ribozom

Sekil 2.5. SecYEG translokonun katildigi metabolik siiregler (URL-1)

E. coli SecYEG translokonu monomer olarak fonksiyonel olsa da, SecA, YidC, SecD-
SecF-YajC, FtsY-Sinyal Tanima Partikiilii-Ribozoma bagli yeni olusan polipeptit zinciri
(FtsY-SRP-RNC) gibi bir¢ok aksesuar protein ile heterohekzamerik kompleks
olusturmaktadir (Duong ve Wickner, 1997; Jomaa ve dig., 2017; Oswald ve dig., 2021).
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Son olarak heteroheptamerik SecYEGSecDFYajC-YidC kompleksi ise Holo-translokon
adin1 almig ve biyokimyasal karakterizasyonu yapilmistir (Schulze ve dig., 2014;
Schaffitzel ve dig., 2016). Ayrica Y{fgM-PpiD saperon kompleksi ve Sec translokonunun
kalite kontroliinde metalloproteaz FtsH ile birlikte gorev yaptig1 one siiriilen sitozolik bir
protein olan Syd gibi birka¢ protein daha bulunmaktadir (Akiyama ve dig., 1996;
Antonoeae ve dig., 2008; Dalal ve dig., 2009; Jauss ve dig., 2019; Oswald ve dig., 2021).
SecYEG ve kompleksleri arasindaki dinamik denge, bu kompleksin c¢ok cesitli
substratlara ve farkli fizyolojik kosullara uyum saglamasina olanak tanidigi
goriilmektedir (Oswald ve dig., 2021). Bahsedilen dinamik dengenin bozulmasi
durumunda, ¢ok yonlii bir tepki ortaya ¢ikmaktadir. Bunlardan biri 6%2’nin
indiiklenmesidir. Bu durumda saperon ve proteaz iiretimi artmakta ve bu sayede c°?

yaniti diisiirebilmek adina negatif geri besleme saglanmakta; sonug olarak FtsH ¢°2’

yi
degrade etmektedir. Bu metabolik siiregte, FtsH nin 6°>’yi degrade etmesi, ortamdaki
SRP/FtsY ve SecYEG’e baghdir. Ayni zamanda translokon olusturmamis SecY ’nin de
hiicre biiylimesi ve protein translokasyonu gibi metabolik faaliyetlere zarar1 olmasi

nedeni ile FtsH tarafindan degrade edildigi rapor edilmistir (Akiyama ve dig., 1995).

Bahsedilen bu kompleks organizasyon diizeneklerinin aydinlatilabilmesi, yapisal
biyolojideki son gelismelere dayanmaktadir. Yine de tiim bu gelismelere karsin, Protein
Data Bankasi (PDB)’na yiiklenen proteinlerin sadece %18’1 transmembran proteinlerden
olugmaktadir (Fernandez-Leiro ve Scheres, 2016). Ciinkii membran proteinlerinin
rekombinant tretimleri ve yiiksek safliklarda elde edilmesi, membran gibi sinirl bir
yapida kalmalarindan dolay1 zordur. Ayni1 zamanda bu proteinlerin fonksiyonel hallerinde
kalarak saflastirilabilmeleri igin membran yapiy1 taklit eden deterjanlar ile soliibilize
edilmeleri gerekmektedir (Carpenter ve dig., 2008). Bu islemde kullanilan deterjanlar,
hidrofilik bas gruplar1 ve hidrofobik kuyruk kisimlart olmasi nedeniyle ylizey aktif
(stirfaktan) molekiillerdir; miseller olusturarak proteinleri ¢ozebilmektedirler (Sekil 2.6).
Burada, Kritik Misel Konsantrasyonu (KMK) 6n plana ¢ikmaktadir. KMK, gerekli olan
stirfaktan miktarin1 tanimlamaktadir; yani misel yapis1 kendiliginden olugsmaya basladigi
andaki yiizey aktif maddelerin konsantrasyonudur (Kalipatnapu ve Chattopadhyay,
2005). Deterjan molekiiliiniin diger kismi polar oldugundan, kritik misel
konsantrasyonuna ulasilir ulagilmaz, kritik misel sicakliginin da asilmasi kosuluyla

deterjan molekiilleri kendiliginden miseller olusturmaya baslamaktadir. KMK degerinin
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altinda deterjan molekiilleri gogunlukla monomer olarak bulunmaktadir. Misel olusumu
nedeniyle, membran proteini, deterjan-lipit-protein kompleksinin bir pargasi haline
gelmektedir (Stetsenko ve Guskov, 2017).

Deterjan Miselleri

ANV sy
7N

Hiicre Membram /-\

Sekil 2.6. Membran proteininin soliibilizasyon siireci (URL-1)

Soliibilizasyon siirecinde kullanilan deterjanlar yapisal 6zelliklerine gore, zwitteriyonik,
safra asidi tuzlari, iyonik ve iyonik olmayan olmak iizere dort ana grupta incelenmektedir.
Iyonik ve iyonik olmayan deterjanlar membran protein soliibilizasyonunda en gok
kullanilan deterjan tiirleridir. Ornegin, bu ¢alismada da kullanilan ve iyonik olmayan
deterjan grubunda bulunan DDM (n-Dodesil-D-maltopiranozit), alkil maltozit sinifina ait
olmas1 nedeniyle hidrofilik maltoz ana grubuna ve hidrofobik alkil zincirine sahiptir
(Sekil 2.7). Bu deterjanin yaygin olmasimnin nedenleri, 1980 yilinda membran
proteinlerinin yapisal ¢aligmalarinin baslangicinda kullanilan OG (Oktil-beta-Glikozit)
deterjanina gore daha ucuz bir alternatif olarak gelistirilmesi ve kritik misel
konsantrasyon (CMC) degerinin diisiik olmasidir (~%0,0087/0,17 mM) (Chae ve dig.,
2010).

Sekil 2.7. DDM’in yapist (kimyasal formiil: C24Hs6011)
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Lauril maltoz neopentil glikol (LMNG), iki hidrofilik bas grubun ve iki hidrofobik
kuyrugun birlesmesine izin veren kuaterner karbon atomuna sahiptir (Sekil 2.8).
LMNG’nin misel boyutu ~91 kDa’dir ve diisiik bir CMC degerine (%0.001/0.01 mM)
sahiptir. Hem protein ekstraksiyonunda hem de birka¢ hassas membran proteininin
stabilizasyonunda etkili oldugu bildirilmistir (Stetsenko ve Guskov, 2017; Chae ve dig.,
2010; Craig ve dig., 2016; Chen ve dig., 2016; Kang ve dig., 2015; White ve dig., 2015).

SR }CHJ ’
’M 1/

Sekil 2.8. LMNG nin yapist (Kimyasal formiil: C47HsgO26)

Kriyo-EM ile yap1 analizlerinde, diisik KMK’ye sahip deterjanlar tercih edilmektedir.
Bunun nedeni, proteini soliibilize halde tutarken deterjan konsantrasyonunun
olabildigince az olmasidir (Li, 2022). Ciinkii membran proteininin, diger proteinlerle,
lipitlerle ve kofaktorlerle olan spesifik etkilesimleri de membran proteinlerinin
kararliliklarinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Bowie ve dig., 2001; Garavito ve
Ferguson-Miller, 2001; Popot ve Engelman, 2000). Deterjan ise bu etkilesimlerle
rekabete girerek bir siire sonra kararliligin bozulmasina yol agabilmektedir. Deterjanlara
alternatif olarak ise stiren maleik asit lipid partikiilleri (SMALP'ler) veya amfipoller gibi
polimerler kullanmaktir. Amfipoller (APoller), membran proteinlerin transmembran
alanina ¢oklu hidrofobik temas noktalar1 ile baglanacak sekilde tasarlanmis kisa ve esnek
amfipatik polimerlerdir. A8-35 olarak adlandirilan en yaygin kullanilan APol’iin
molekiiler agirligt ~4,3 kDa’dir ve pH 7’nin iizerinde iyonize olmaktadir (Zoonens ve

dig., 2014) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Amfipollerin yapist (Kimyasal formiil: (Cs2H10.301.35No.6sNa 0.35)72)
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2.4. AAA+ Proteazlar ve FtsH

ATP ile iliskilendirilmis ¢esitli hiicresel faaliyetler gosteren (AAA+; Cesitli hiicresel
aktiviteler ile iligkili ATPazlar) proteazlar, tim organizmalarda bulunmaktadir ve ATPaz,
Proteaz ve yardimci olmak {izere sekanslarina bagli olarak cesitli ailelere ayrilmaktadir;
en basit AAA+ proteazlar dahil, tim cesitleri biiyiik oligomerler halinde fonksiyon
gostermektedir (Vale, 2000). Ayni zamanda N-terminallerinde yaklasik 250 aminoasitten
olusan korunmus bir baglanma bolgesi icermektedir. Bu protein ailesi, protein
degredasyonu, DNA replikasyonu, membran fiizyonu ve sinyal iletimi gibi bir¢cok
metabolik faaliyette yer almaktadir ve bu faaliyetleri ATP’yi kullanarak
gerceklestirmektedir; bu sayede kimyasal enerjiyi mekanik enerjiye doniistiirmektedir.
AAA+ proteazlar i¢in bu mekanik enerji, hedef proteinin ii¢ boyutlu yapisinin agilarak
polipeptit zincirine ve aminoasitlere ayristirtlmasia kullanilmaktadir (Yedidi ve dig.,
2017). Bakterilerde, arkelerde ve 6karyotlarda yaygin olarak bulunan AAA+ proteazlarin
bakteri, arke ve okaryot olmak iizere tiim organizmalarda bulunmasi, evrimsel siiregte

korundugunu ve bu sinifin 6nemini kanitlamaktadir (Vale, 2000).

AAA+ proteazlar, protein substratlarin yikimlarini, “ATP hidrolizi”’ne bagli olarak
gerceklestirmektedir. Degradasyon isleminin yikiciligr g6z oniinde bulunduruldugunda,
protein substratinin proteaz tarafindan dogru bir sekilde taninmasi kritik 6neme sahiptir.
Bu nedenle protein substratlarin ¢ogu, bir AAA+ proteaz tarafindan taninmasini
saglayacak belirleyici sekanslara (taninma etiketi veya degron) sahiptir. Degronlar
araciligi ile protein substratinin tanima siireci baslatilmaktadir ve proteazin sahip oldugu
merkezdeki aromatik bir aminoasit sayesinde ya da adaptdr proteinlerinin yardimlari ile
taninma tamamlanmaktadir. Bunu takiben, substratin ii¢ boyutlu yapisi bozulmakta ve
translokasyon islemi gergeklesmektedir. AAA+ proteazin ATP domaininde meydana
gelen ATP hidrolizi ile konformasyonel degisikliklere; konformasyonel degisiklikler ile
ise “Cekme Hareketi’ne doniismektedir ve boylece substrat, merkezdeki agikliktan ileri
hareket etmektedir. Translokasyondan sonra, substrat, degredasyonun gergeklestigi
kisma gecmekte ve burada peptit parcalanmasi meydana gelmektedir, bu yikim ile
substrat 10 - 20 aminoasit uzunluklarinda oligopeptitlere parcalanmaktadir (Sauer ve

Baker, 2011).
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FtsH, 1975 yilinda Santos ve De Almeida tarafindan yapilan ¢aligmada tanimlanmaistir.
Bu arastirmada, E. coli mutanti izole edilmistir ve uzun hiicrelerin 1s1 sokuna hassasiyet
gosterdigi bulunmustur. Bu nedenle de “Filament seklinde 1s1ya duyarli H” (Filamentous
temperature sensitive H) olarak adlandirilmistir (Santos ve De Almeida, 1975). Ayn1 gen
tarafindan kodlandig1 kesinlesene kadar ise E. coli FtsH, ayn1 zamanda HfIB (High
frequency lysogenization) olarak adlandirilmistir (Herman ve dig., 1993). Ayrica

FtsH’nin kodlandig1 gen, maya, bakteri, insan ve bitkilerde yaklasik %40 oraninda

korunmus olarak bulunmaktadir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Secili tiirlerin FtsH ortologlarinin filogenetik analizi. Dort grup altinda
kiimelesen FtsH ortologlarinda E. coli FtsH kirmizi renk ile gosterildi. Mor renk
kiimelenmede memeli FtsH ortologlart Homo sapiens (‘'YMEL1 HUMAN’) ve Mus
musculus (‘YMEL1 MOUSE’) bulunurken; Mavi kiimelenme hiicre membraninda
bulunan FtsH ortologlarini (Mycobacterium tuberculosis, ‘FTSH MYCTU’; Thermatoga
maritima, ‘FTSH THEMA’; Aquifex aeolicus, ‘FTSH AQUAE’; Thermus thermophilus,
‘FTSH THETS’; Bacillus subtilis, ‘FTSH BACSU’) ve Turuncu kiimelenmeler
kloroplast veya mitokondride bulunan FtsH ortologlarin1 (Arabidobsis thaliana, ‘FTSH
ARATH?’; Synechocystis sp., ‘FTSH2 SYNY9’; Heliantus annuus, ‘FTSH HELAN’;
Helicobacter pylorii, ‘FTSH HELPY”) temsil etmektedir.
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ATP’ye bagimli olmasi diginda, integral membran proteinlere karsi etki gdsteren
FtsH’nin kendisi de bir membran proteinidir. Bu o6zelligi ile FtsH, benzersiz bir
proteazdir. Okaryotik hiicrelerin mitokondri ve kloroplastlarinin yan1 sira, prokaryotik
organizmalardaki anormal membran proteinlerini ve sitozolde bulunan bazi kisa dmiirlii
proteinleri hizla pargalamasi nedeniyle en 6nemli gorevi, proteinlerin kalite kontroliidiir.
FtsH’nin hem membrana bagli veya ¢6ziinebilir proteinlerin degradasyonunda, hem de
farkli metabolik siire¢lerin diizenlenmesinde rol almasi nedeni ile substrat yelpazesinin
oldukca genis oldugu bilinmektedir (Ogura ve dig., 1999; Ito ve Akiyama, 2005; Janska
ve dig., 2013; Kato ve Sakamoto, 2018; Yi ve dig., 2022).

2.4.1. FtsH’nin Biyokimyasal Ozellikleri

E. coli’de, bes farkli AAA+ proteaz vardir: ClpAP, Lon, ClpXP, HslUV ve FtsH.
Bunlardan Lon ve FtsH, membranda bulunan tek AAA+ proteazlardandir (Ogura ve dig.,
1999). FtsH’nin biyokimyasal karakterizasyon siirecinde substrat tanima ve proteolitik
aktivitenin detayli olarak nasil ger¢eklestirildigi hala arastirilmaktadir (Bittner ve dig.,
2017; Yive dig., 2022). Giincel bilgilere gore, transmembran ve ATPaz domaini arasinda
bulunan 20 amino asitlik esnek bir “baglanti noktas1” substratlarin proteolitik domaine
gecisini saglamaktadir (Carvalho ve dig., 2021). Ayrica, ATPaz domaininde bulunan
merkezi acikligin en iist bolgesinde konumlanmis fenilalanin amino asidinin substrat
baglanmasi i¢in sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Bieniossek ve dig., 2006; Narberhaus
ve dig., 2009). ATP hidrolizinin, ATPaz domaininde sebep oldugu konformasyonel
degisiklik, fenilalaninin substrat ile birlikte merkezi aciklia dogru kaymasima yol
agmaktadir (Suno ve dig., 2006). FtsH, substratta degron adi verilen spesifik peptit
dizisine baglanmasi ile degradasyonu baslatmaktadir (Varshavsky ve dig., 1991;
Morehouse ve dig., 2022). FtsH, hem membran, hem de ¢6ziiniir (sitozolik) proteinlerin
degradasyonunu gerceklestirebilmektedir. Sitoplazmik AAA+ domaini, substratin
degronundan tanimayi gerceklestirmekte ve agilarak substrat igeri cekilmektedir.
Substrat, kanaldan igeri girerek parcalanmaktadir (Sekil 2.11) (Morehouse ve dig., 2022).
Murata ve Nishiyama tarafindan 2018 yilinda gergeklestirilen ¢alisma, FtsH’ nin her bir
peptite pargcalama isleminde 8 ATP kullandigini ortaya cikartmistir (Murata ve
Nishiyama, 2018).
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Sekil 2.11. FtsH nin proteolitik aktivitesinin sematik gosterimi (PDB: 7W14)

FtsH’nin gergeklestirdigi proteolitik reaksiyonun karakterizasyonu i¢in gogunlukla % ve
ACII substratlar1 kullanilmistir (Kihara ve dig., 1996; Herman ve dig., 1998; Tomoyasu
ve dig., 1995; Shotland ve dig., 1997, 2000; Ito ve Akiyama, 2005). Ayrica, ATP-bagiml
proteolitik aktivitesi olan FtsH’nin ATP’nin analogu sitidin trifosfat (CTP) varliginda da
proteolitik aktivitesinin devam ettigi rapor edilmistir. Ancak, adenozin monofosfat
(AMP), guanozin trifosfat (GTP) ve adenozin difosfat (ADP) varliginda FtsH’nin
proteolitik aktivitesinin %95 oraninda inhibisyona ugradig1 bildirilmistir (Bruckner ve
dig., 2003; Asahara ve dig., 2000). Bunlarin yani sira, aktif merkezde bulunan Zn?"’nin
Fe?" ile degistirilmesi sonucunda ¢3’nin FtsH tarafindan degredasyona ugramadigs;
ancak Mn?" ile degistirilmesi sonucunda aktivitede bir degisikligin gerceklesmedigi
bulunmustur. E. coli FtsH’nin substrat yoklugunda ATP’yi hidrolize ugratma hizinin
459 nmol/dk/mg olarak, Km degeri ise 80 uM olarak rapor edilmistir (Tomoyasu ve dig.,
1995). FtsH’nin ATPaz aktivitesi proteolizden bagimsiz olmasina karsin, proteolitik
substratlar tarafindan Onemli oOlgiide aktiflestirilmektedir. Proteolitik reaksiyonun

irlinleri, ~3 kDa’dan kiiglik oligopeptitlerdir (Asahara ve dig., 2000; Yamada-Inagawa
ve dig., 2003; Ito ve Akiyama, 2005).

2.4.2. FtsH’nin Yapisal Ozellikleri

Yaklasik 70 kDa biiyiikliigiindeki FtsH, 650 amino asit uzunlugunda bir proteindir.
ATPaz ve proteaz domainleri tek bir polipeptit zinciri iizerindedir. Iki transmembran

heliksi igeren N-terminal transmembran bolgeye sahiptir ve bu bolgeyi takiben, ATP nin
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baglanmasindan ve hidrolizinden sorumlu Walker A ve Walker B motiflerine sahip
AAA+ ATPaz domaini yer almaktadir (Sekil 2.12). Walker A (amino asit sekansi:
GPPGTGKT) ve Walker B (amino asit sekansi: VAGCDE) motifleri, hidroliz sirasinda
ATP, Zn?* ve H,O molekiillerini koordine etmektedir. ATPaz domaininde bulunan
arjininler, FtsH nin oligomerizasyonunda kritik 6éneme sahiptir. Proteolitik aktivitenin
gerceklestigi domainde ¢inko baglanma bolgesi ve ATPaz domaini ile baglant1 kuran
HEXXH motifi bulunmaktadir. Ayni1 zamanda bu motif, iki histidin aminoasidi aracilig1
ile ¢inkonun koordinasyonundan sorumludur (Carvalho ve dig., 2021; Qiao ve dig.,
2022). ATPaz domaininin, ¢inko igeren proteolitik domain ile karsilastirildiginda
evrimsel siiregte daha ¢ok korundugu bildirilmistir (Yi ve dig., 2022; Langer, 2000).

FtsH’nin yapisal analizleri ¢ogunlukla C-terminal bolgesine ait sitozolik kismi veya
yalnizca periplazmik alani igeren formlar {izerine gerceklestirilmistir (Vostrukhina ve
dig., 2015; Bittner ve dig., 2016; Bieniossek ve dig., 2006, 2009; Kim ve dig., 2008; Niwa
ve dig., 2002; Suno ve dig., 2006, 2012). Lee ve ekibinin 2011 yilinda yaptig1 ¢alisma,
FtsH’nin mayadaki mitokondriyal ortologunun tam uzunluktaki yapisini
12 A ¢bziiniirliikte ortaya ¢ikartmistir. Aquifex aeolicus FtsH’nin tam uzunluktaki iic
boyutlu yapisi, Carvalho ve digerleri tarafindan 2021 yilinda yapilan ¢alismada C6

simetrisi ile 6,6 A ¢oziiniirliikte elde edilmistir.

Walker A
__ GPPGTGKT
N

Sekil 2.12. FtsH’nin periplazmik domaininde Walker A ve Walker B motiflerinin
gosterimi (PDB: 7WI4)

Literatiirde, FtsH’nin sitozolik kismimin kristal yapilar1 da mevcuttur (PDB: 4EIW,
2CEA, 3KDS) ve bu yapilar, FtsH nin ATPaz domaininin C3, C2 ve C6 simetrisindeki
farkli konformasyonlarina sahiptir (Sekil 2.13). Bu modellere goére, ATPaz domaininin
ATP hidrolizi sirasinda polipeptitleri merkezi bosluga hareket ettirdigi diisiiniilmektedir
(Bieniossek ve dig., 2009).
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Kristal yapilarinin yani sira, Kriyo-EM ile 3,4 A ¢oziiniirliikkte yogunluk haritas: elde
edilen YME1 (Saccharomyces cerevisiae’nin i¢ mitokondriyal membraninda bulunan
FtsH’ nin homologu, PDB: 6AZ0)’in ATPaz domaininin “merdiven” simetrisinde oldugu
rapor edilmistir (Sekil 2.14) (Puchades ve dig., 2017). Bu merdiven simetrisinin sahip
oldugu 1,4 nm’lik agikliklarin, kiigiik peptitlerin bozunmasi i¢in gerektigi ve ayni
zamanda, peptitlerin proteolitik domaine ulasabilmesi i¢cin ATPaz domaininin 35°

donebildigini 6ne siirmektedir (Puchades ve dig., 2017).

ATPaz domaininde bulunan farkli simetrik katlanmalar, C-terminaldeki proteolitik
domain igin gegerli degildir. Farkli organizmalardan (6rnegin, Thermus thermophiles,
Thermotoga maritima, Aquifex aeolicus, Escherichia coli vb.) izole edilen FtsH’nin C-
terminal proteaz domaininin her zaman C6 simetrisine sahip oldugu goriilmiistiir (Suno
ve dig., 2006; Bieniossek ve dig., 2006, 2009; Vostrukhina ve dig., 2015; Puchades ve
dig., 2017).

Sekil 2.13. Hekzamerik FtsH membran proteininin ATPaz domainini igeren sitozolik
kisimlarinin C3 (A), C2 (B) ve C6 (C)sahip oldugu farkli konformasyonlar1 (Her bir alt
tinite farkli renkle gosterilmistir)

Sekil 2.14. Kriyo-EM ile yogunluk haritas1 3,4 A ¢oziiniirliikte elde edilen YMELI i¢
mitokondriyal membran proteini (PDB: 6AZ0)
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2.4.3. FtsH’nin Substratlar

FtsH, substrat protein ile birden fazla yolla etkilesime girebilmektedir. Kararsiz yapida
olan membran ve ¢oziiniir proteinleri degrade edebilme yetenegine sahiptir. FtsH nin,
konumlarina ve islevlerine bagli olarak bir¢ok substratt bulunmaktadir (Tablo 2.1)

(Bittner ve dig., 2017).

Viral ¢Ozilinlir substratlar genellikle kisa Omiirliidiir ve ¢ogu bakteriyofaj tarafindan
kodlanmaktadir. Ornegin Lambda (1) fajinda bulunan {i¢ genin ifade ettigi proteinler,
FtsH’nin substratlaridir. cll geninin {irlinii, lizojenizasyonda goérevli genler i¢in 6nemli
olan bir transkripsiyon faktoriidiir ve in vivo ya da in vitro fark etmeksizin FtsH tarafindan
hizli bir sekilde degrade edilmektedir (Kobiler ve dig., 2002; Kihara ve dig., 1998;
Shotland ve dig., 1997). clll geninin kodladig: protein, FtsH tarafindan yavas bir sekilde
degrade edilmekte ve CII proteininin proteolizine kars1 antagonist bir sekilde caligmakta
oldugu bildirilmistir. Bu iki genin ifade edildigi proteinlerin miktarlar1 arasindaki denge,
FtsH tarafindan saglanmaktadir. Bu sayede A genomunun enfeksiyonunun litik ya da
lizojeni fazinda oldugunun karari, dolayli olarak FtsH tarafindan verilmektedir (Herman

ve dig., 1997).

%2 151 soku veya benzer bir stres faktoriiniin olmadig1

Is1 soku transkripsiyon faktorii, o
durumlarda FtsH ve diger ATP-bagimli proteazlar tarafindan hizlica degrade
edilmektedir (Obrist ve dig., 2008; Herman ve dig., 1995). FtsH, ayn1 zamanda kendi
kendini de pargalayabilme 6zelligine sahiptir; bu reaksiyonun ise fizyolojik 6nemi heniiz
tam olarak belirlenmemistir (Akiyama ve dig., 1999). ATP sentaz kompleksinin alt birimi
olan Fo ile, SecYEG holo-translokazinin partner proteini olan SecY, kompleks
olusturmadiklar1 zaman, FtsH tarafindan degradasyona ugramaktadir. Fo ve SecY’nin
FtsH tarafindan taninmasi, sekans dizilerinden bagimsiz olarak N ile C terminallerine
gerceklestirilmektedir (Akiyama ve dig., 1996). FtsH’nin proteolitik aktivitesine karsi
inhibitor gorevi oldugu diisiiniilen YccA, FtsH tarafindan parcalanmaktadir (Chiba ve
dig., 2002). Aym1 zamanda, fosfolipitlerin lipopolisakkaritlere doniisiimiinde rol oynayan
LpxC membran proteini de FtsH’nin substratlarindan biridir. DadA, PspC, FdoH, SecD,
YfgM, PpiD, ExbD ve YlaC gibi birgok membran proteini de FtsH’nin substratlar

arasindadir; ancak tanima mekanizmasi heniiz aydinlatilmamistir.
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FtsH’nin substratlarinin ortak olarak tanimlanabilecek bir 6zellige sahip olmamalart,

FtsH’nin tanima ve reaksiyon mekanizmasinin daha karmasik hale gelmesine sebep

olmaktadir (Bittner ve dig., 2017; Carvalho ve dig., 2021).

Tablo 2.1. E. coli FtsH’nin substratlar1 ve taninma mekanizmalar1 (Bittner ve dig., 2017)

Substrat Tanmnma Mekanizmasi

Referans

Sitoplazmik Substratlar

SsrA C-terminal

LpxC C-terminal

ACI HfID, HfIK/C, C terminal
ACIII Terminal

AXhis Belirlenmedi

RpoH DnaK/J, GroEL, GroES
SoxS N-terminal

IscS Bilinmiyor

YhbT Bilinmiyor

Herman ve dig., 1998
Ogura ve dig., 1999
Kihara ve dig., 1997, 2001
Herman ve dig., 1997
Leffers veGottesman, 1998
Herman ve dig., 1995
Griffith ve dig., 2004
Westphal ve dig., 2012

Arends ve dig., 2016

Membrana Gomiilii Substratlar

SecY SecYEG holo-translokonunda yer almiyorsa
YccA N-terminal

PspC Psp kompleksi olugturmamigsa

FOa Proton ATPaz kompleksinde yer almiyorsa
KdtA Bilinmiyor

DadA Bilinmiyor

FdoH Bilinmiyor

YfgM N-terminal

PpiD Bilinmiyor

SecD Bilinmiyor

ExbD Bilinmiyor

YlaC Bilinmiyor

Akiyama ve dig., 1996
Chiba ve dig., 2002
Singh ve Darwin, 2011
Akiyama ve dig., 1996
Katz ve Ron, 2008
Westphal ve dig., 2012
Westphal ve dig., 2012
Westphal ve dig., 2012
Bittner ve dig., 2015
Arends ve dig., 2016
Arends ve dig., 2016

Arends ve dig., 2016

21



Sahip oldugu proteolitik aktivite ve dolayli olarak gostermis oldugu diizenleyici rolii ile
FtsH, hiicre icerisinde kontrol noktas1 olarak gorev yapmaktadir. Bu durum, FtsH’i ilag
endiistrisinde oldukga kullanish bir hedef haline getirmektedir. Bu proteini hedef alan
molekiiler stratejiler enfeksiyona sebep olan bakterilerin ortadan kaldirilmasini

saglayarak; glinlimiiz antibiyotik direncine kars1 bir ¢6ziim olacaktir.
2.5. Stomatin, Prohibitin, Flottilin ve HfIK/C (SPFH) Domaini

Stomatin, Prohibitin, Flottilin ve HfIK/C domaini, sinyal iletimi, protein tasinmasi ve
hiicresel organizasyon gibi bircok temel biyolojik siirecte kritik rol oynayan protein
ailesidir. SPFH membran proteinleri ailesinin, lipit raftlarda bulunan diger membran
proteinlerine bir platform gorevi gordiigi bildirilmistir (Langhorst ve dig., 2005; Morrow
ve dig., 2005; Stuermer ve dig., 2005; Browman ve dig., 2007; Zeke ve dig., 2009; Zhao
ve dig., 2011; Wessel ve dig., 2023). SPFH proteinleri, tiim organizmalarda
bulunmaktadir, bu da SPFH domaininin evrimsel siiregte korunduguna isaret etmektedir
(Sekil 2.15) (Tavernarakis ve dig. 1999; Rivera-Milla ve dig., 2006; Green ve Young,
2008). SPFH proteinleri genellikle bir N-terminal transmembran kismi1 ve inter- ve/veya
intramolekiiler a heliks yapilara sahiptir (Hinderhofer ve dig., 2009; Dempwolff ve dig.,
2012).

Membran lipitlerinin ve proteinlerinin yanyana lokalize olmalar1 “fonksiyonel membran
mikrodomain”i (FMM) olarak adlandirilmaktadir (Owen ve dig., 2010; Spira ve dig.,
2012). Hiicre membranlari, hiicrenin i¢ kismi ile gevresi arasindaki dinamik sinirlardir.
Sinir1 olusturan membran tabaka igerisinde basit ve kompleks lipitler basta olmak {izere
proteinler ve diger bilesikler bulunmaktadir. Mikrodomainin dogru bir sekilde organize
olmasi, hiicresel siirecler icin hayati 6nem tasimaktadir (Grecco ve dig., 2011). Hiicre
membranlarinda proteinlerin yerlesimleri igin 6zel fizikokimyasal 6zelliklere sahip ¢esitli
lipit tiirleri bulunmaktadir; membran yapisi heterojendir ve bu heterojen diizen, hiicre
membranimna gomiilii olan membran proteinlerinin farkli sekillerde dagilimlarini

dizenlemektedir.

Stomatin yaklasik 300 kDa biiytikliiglinde olup, membranda kolesterol agisindan zengin
olan bdlgelerde bulunmaktadir; c¢esitli iyon kanallar1 ile etkilesime girerek kanal

aktivitelerini kolesterole bagimli bir sekilde diizenlemektedir (Huber ve dig., 2006).
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Flottillin, lipit tabakaya spesifik bir proteindir ve agirlikla sinyal iletiminde gorev
almaktadir; hatta Alzheimer ve Parkinson hastaligi dahil olmak {izere insanlarda cesitli
norodejeneratif hastaliklarla iliskilendirilmektedir (Michel ve Bakovic, 2007; Bramkamp
ve Lopez 2015).

Prohibitinler, SPFH domainindeki diger proteinlerden farkli olarak, mitokondrinin ig
membraninda bulunmaktadir (PHB1/2) ve yapilan ¢aligmalar, prohibitini hedef alarak
iiretilen molekiillerin kanser, nérodejeneratif, metabolik ve enfeksiyon hastaliklarina

kars1 umut verici sonuglar ortaya koymustur (Ma ve dig., 2022).
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Sekil 2.15. HfIK ve HfIC membran proteinlerinin bulundugu SPFH domainindeki secili
tiirlerden olusan filogenetik analiz. HfIK proteinleri turuncu (E. coli, ‘HFLK ECOLTI’;
Schzaphis graminum, ‘HFLK BUCAP’; Acyrthosiphon pisum, ‘HFLK BUCALT’; Vibrio
cholera, ‘HFLK VIBCH’; Vibrio parahaemolyticus serotype, ‘HFLK VIBPA’;
Baizongia pistaciae, ‘HFLK BUCBP’; Treponema pallidum, ‘HFLK TREPA’;
Borreliella burgdorfen, ‘HFLK BORBU’), Stomatin ve Ftollitin mor (Wigglesworthia
glossinidia brevipalpis, ‘QMCA WIGBR’; Caenorhabditis elegans, ‘STML1 CAEEL’;
Bos taurus, ‘STML2 BOVIN’; Homo sapiens, ‘STML1 HUMAN’; Mus musculus,
‘STML1 MOUSE’, Pyrococcus abyssi, ‘PSTOM PYRAB’; Pyrococcus horikoshii,
‘PSTOM PYRHO?’; Caenorhabditis elegans, ‘STO1 CAEEL’; Mus musculus, ‘STOM
MOUSE’; Homo sapiens, ‘STOM HUMAN’), HfIC yesil renkte (E. coli, ‘HFLC
ECOLTI’; Shigella flexneri, ‘HFLC SHIFL’; Schzaphis graminum, ‘HFLC BUCAP’;
Acyrthosiphon pisum, ‘HFLC BUCAI’; Vibrio cholera, ‘HFLC VIBCH’; Vibrio
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parahaemolyticus serotype, ‘HFLC VIBPA’; Baizongia pistaciae, ‘HFLC BUCBP’;
Treponema pallidum, ‘HFLC TREPA’; Borreliella burgdorfen, ‘HFLC BORBU’)
kiimelendirildi.

E. coli K-12’de, yqiK, qmcA, hflK ve hflC genleri SPFH domainindeki proteinleri
kodlamakta ve her biri N-terminal transmembran segmentine sahip oldugu bilinmektedir.
Yapisal olarak prohibitin homolojisi gosterirken, N-terminalde bir transmembran heliks
yapisi igermektedir (Qiao ve dig., 2022) (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16. HfIK ve HfIC membran proteinlerinin yapilari (PDB: 7VHP) (On iki alt
tiniteden olusan HfIK ve HfIC’nin olusturdugu kompleks yapinin iistten (A) ve yandan
(B) gortinimii ile HfIK (C) ve HfIC (D)’nin prohibitin (PHB) domainleri ve
transmembran © kisimlart PyMOL kullanilarak gosterildi)

Ikisi de tek gecisli membran proteini olan HfIK ve HfIC’nin yapisal olarak belli
farkliliklar1 vardir: HfIK (~45.5 kDa), HfIC (~38 kDa)’ye gore fazladan bir N-terminal
uzantisina sahiptir ve HfIC’nin C-terminali periplazmik tarafta konumlanmaktadir (Ma
ve dig., 2022). PHB1/2 ve homologlar1 HfIK/C, siras1 ile YtalO/Ytal224 ve FtsH
proteinleriyle kompleks olusturmakta, bu sayede ise membran proteinlerinin kalite
kontroliinde ve homeostazis siirecinde diizenleyici olarak gorev almaktadir (Ma ve dig.,
2022). HfIKC iizerinde yapilan mutasyon ¢alismalari, FtsH nin substratlarindan biri olan
SecY’nin in vivo degredasyonunu hizlandirdigi rapor edilmistir; bu durum, FtsH ile
kompleks olusturan HfIKC’nin proteolitik aktivite ilizerinde negatif yonde etkisinin
oldugunu gostermektedir (Akiyama ve dig., 1996; Akiyama ve dig., 2009; Qiao ve dig.,
2022).

2.6. FtsH-HfIKC Kompleksi

FtsH’nin in vivo aktiviteleri, SPFH protein ailesi tarafindan diizenlenmektedir (Kihara ve

dig., 1996). FtsH’nin HfIKC ile olusturdugu kompleks capraz baglamali ve ortak
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saflastirma deneyleri ile kanitlanmistir. FtsH’nin, HfIK’nin ve HfIC’nin hekzamer
formlar1 ile ~1000 kDa molekiiler agirliga sahip bir kompleks olusturdugu ileri
stiriilmiistiir (Saikawa ve dig., 2004). Ancak 2022 yilinda Qiao ve digerlerinin yaptigi
calismada, FtsH’ nin dort hekzamer formunun, HfIK ve HfIC’ nin on iki kopyas1 ile bir
araya geldigi, C4 simetrisinde “kafes/sapka” formu olusturduklari rapor edilmistir (Sekil
2.17). FtsH’nin protein kalite kontroliindeki fonksiyonu g6z Oniline alindiginda,
proteolitik aktivitesinin hassas bir sekilde diizenlenmesi gerekmektedir (Qiao ve dig.,
2022). HfIKC protein kompleksinin, FtsH ile bir araya geldiginde substratlarin
degredasyonunu inhibe eden bir “modiilatér” olarak goérev yaptigi diisiiniilmektedir

(Kihara ve dig., 1996; Kihara ve dig., 1997; Kihara ve dig., 1998; Akiyama, 2009).

FtsH, HfIK ve HflIC nin hepsi membran proteinleridir; kompleks olusturduklarinda ¢ok
biiylik bir holoenzimi olusturmaktadir. Simdiye kadar yapilan tiim ¢aligmalar, FtsH nin
ayrt ayr1 periplazmik, ATPaz, proteaz ve sitozolik domainlerine odaklanirken, 2022
yilinda Qiao ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada 6,8 A ¢oziiniirliikte yapisi elde
edilmistir (Sekil 2.17) (Bieniossek ve dig., 2006, 2009; Ito ve Akiyama, 2005; Kryzwda
ve dig., 2002; Niwa ve dig., 2002; Scharfenberg ve dig., 2015; Suno ve dig., 2006; Suno
ve dig., 2012; Vostrukhina ve dig., 2015; Qiao ve dig., 2022).

Sekil 2.17. FtsH-HfIKC kompleks membran proteinin 6,8 A ¢dziiniirliikte
Kriyo Elektron Mikroskobu ile elde edilen yapist (PDB: 7VHP) (Qiao ve dig., 2022)
(Strast ile FtsH mavi, HfIK sar1, HfIC ise yesil renkte gosterildi)
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2.7. Elektron Kriyo-Mikroskopisi (Kriyo-EM)

Elektron  Kriyo-Mikroskopisi  (Kriyo-EM), kriyojenik  sicakliklarda  ornekleri
incelememize izin veren bir transmisyon elektron mikroskopi yontemidir. Uzun yillar
boyunca elektron mikroskopisi, biyomakromolekiillerin yapilarinin incelenmesi amaciyla
kullanilmistir (Bai ve dig., 2015). Ancak son yillarda kriyojenik ve hizli sogutma
teknolojilerinin gelistirilmesi sayesinde, Kriyo-EM nin dogusu ka¢inilmaz hale gelmistir.
Yapisal Biyoloji’de ¢i8ir acan bu teknoloji 2017 yilinda Jacques Dubochet, Joachim
Frank ve Richard Henderson’un Kimya Nobel Odiilii almasini saglamistir. Proteinlerin
camsi (vitr6z) buz i¢erisinde dondurularak sabitlenmesine dayanan Kriyo-EM tekniginde,
molekiiller, tim acilardan “fotograflanmaktadir”. Bu goriintiilere mikrograf adi
verilmektedir. Sonrasinda iki boyutlu bu mikrograflar, bir bilgisayar programi aracilig
islenmektedir. Bilgisayarda yapilan bu hesaplamalar ile biyomakromolekiiliin, {i¢ boyutlu
yapisi olusturulmaktadir (Sekil 2.18) (Benjin ve Ling, 2020). Aaron Klug’un 1968 yilinda
onerdigi “Merkezi Kesit Teoremi”, 1ii¢ boyutlu rekonstrikksiyon siirecinde
kullanilmaktadir: Belirli bir yonde yansitilan bir islemin Fourier doniisiimii, orijinden
gecen ve yansitma yoniine dik olarak yapilan islemin kesitine esittir (De Rosier ve Klug,

1968).
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Izgara

O)—-=

Dondurma iglemi

Elektron
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==y

l Veri Toplama

2B Yansima

l Parcacik Segimi
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Hizalama ve
Ortalama Alma

3B Harita
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Sekil 2.18. Kriyo-EM’nin ¢alisma prensibi (Doerr, 2016)
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Kriyo-EM’in ¢igir agan gelismelerinin altinda yatan temel teknolojiler su sekildedir:
Gilinitimiizde en gelismis cihazlardan biri olan Titan Krios (Thermo Fisher Scientific,
ABD) 300 kV alan emisyonlu diisiik sicaklikta iletim elektron mikroskobunda bir seferde
on iki 6rnegin incelenmesini saglayabilmektedir. Cihazlarin sahip oldugu otomatik sivi
azot dolum sistemi sayesinde diisiik sicaklik uzun siireli c¢alisma i¢in ideal hale
getirilmistir. Ayn1 zamanda cihaz tizerinde yiiksek goriintiilemede stabilite saglayan sabit
gic modlu manyetik lens sistemi gelistirilmistir. Yeni dedektér donaniminin
gelistirilmesi, Kriyo-EM’nin ¢6ziiniirlik devrimine yol agmustir. Yeni dogrudan
elektronik dedektor, geleneksel dedektorlerden (CCD kamera veya fotograf filmi) daha
hassas ve hizlidir. Ayrica tek uzun pozlama yerine saniyede birden fazla kare hizinda
goriintli verilerini kaydedebilmektedir. Dogrudan elektronik dedektdr kamerasi sadece
dedektor verimliliginde 6dnemli bir iyilesme saglamakla kalmaz, goriintiilerin yi1gilmis
karelerden olusan “filmler” olarak elde edilmesine olanak tanimaktadir. Diisiik sinyal —
giiriiltii oran1 ve zayif kontrast, Kriyo-EM’nin baglica zorluklarindan biridir ve biyolojik
ornekler radyasyona karsi hassas oldugu i¢in bu sorun kaginilmaz durumdadir. Yeni
dogrudan elektronik dedektorleri, goriintii isleme ve algoritmalarinin da gelistirilmesinin
ontinii agmistir (Benjin ve Ling, 2020). Giirtltiilii gortintiilerden yapisal bilgiler, kullanici
miidahalesi olmadan RELION 4.1, (Scheres, 2012), CryoSPARC (Punjani ve dig., 2017),
Scipion (de la Rosa-Trevin ve dig., 2016) ve EMAN2 (Tang ve dig., 2007) gibi
programlar iizerinden islenebilmektedir. Yeni algoritmanin gelistirilmesi ve ilerlemesi,
aragtirmacilarin  6rnek islemede yeni bir anlayisa sahip olmalarini saglamaktadir:
Ornekler, zorlu, zaman alic1 ve drnege zarar verebilen biyokimyasal siirecler araciligiyla

degil, bilgisayarlarda saflastirilmaktadir.

Gorilintli  isleme siirecinde, elektron mikroskobundan toplanan mikrograflarin
cozlintirliikleri hakkinda bilgi edinebilmek i¢in ilk olarak hareketli yap1 olmalarina karsin
“Hareket Diizeltmesi” yapilarak kontrast transfer fonksiyonundan (KTF) gegirilmektedir;
islem sonunda .logfile uzantili dosyada yogunluk haritasinin ¢dziiniirliigii hakkinda bilgi
sahibi olunmaktadir. Sonrasinda manuel ya da otomatik (makine 6grenmesi) sekilde
parcaciklar secilerek, Iki Boyutlu Smiflandirma yapilmaktadir. Bu siniflandirma
sonucunda, birbirine benzeyen parcaciklar bir araya getirilmekte ve frekanslarina bagl
olarak en bastan itibaren siralanmaktadir. Sonrasinda U¢ Boyutlu Siniflandirma ile isleme

devam edilmekte ve referans alinan data ile ii¢ boyutlu siniflandirmadan segilen bir sinifin
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arasinda  “Hizalama” islemi yapilarak modelin son haline yakinsamasi
gerceklestirilmektedir. Iki harita, birbirine daha fazla yakinsamadig1 zaman “lyilestirme”
islemi sona ermektedir. Bir sonraki asama olan “Ileri Isleme”de ise bir “maske”
tiretilmektedir. Bu maskenin amaci, bir 6nceki haritadan geri plandaki ve ¢oziiciiden
kaynaklanan giiriiltiiyli ¢ikartip, haritanin daha keskin goriinmesini ve bu sayede
¢Oziiniirliiglinlin artmasin1  saglamaktir. Sonug¢ olarak ise yogunluk haritas1 elde

edilmektedir (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19. Kriyo-EM tekniginde goriintii isleme siirecinin detayli (A) ve sematik
gosterimi (B) (Punjani ve dig., 2017)

Yapisal Biyoloji, protein ve benzeri biyolojik makromolekiillerin yapilarini ve islevlerini
atomik diizeyde inceleyen bir disiplindir. Bu alanda yaygin olarak kullanilan ii¢ teknik
vardir: X-Isin1 Kristalografisi, Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) ve Kriyo-EM. Protein
Data Bankast (PDB)’nin 2023 yili verilerine gore, yapilarin %85,2’s1 X-Isimi
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Kristalografisi kullanilarak, %8,1°1 Kriyo-EM ile ve %6,1’1 ise NMR teknigi ile elde
edilmistir (Sekil 2.20). Kriyo-EM ile yap1 ¢oziimlemede 11 Eyliil 2023 tarihi itibari ile
16,952 yap1 kaydedilmistir (URL-2).

NMR
6.7%

Kriyo-EM
81%

X-Igini Kristalografisi
85.2%

Sekil 2.20. Yapisal Biyolojide protein yapi analizi i¢in kullanilan tekniklerin dagilim
yiizdeleri (URL-2)

Yap1 ¢oziimlemede kullanilacak olan teknigin se¢iminde belirli kriterler bulunmaktadir.
Eger ornek, kristalize edilebiliyorsa, X-1gin1 kristalografisi ile genel olarak 10-150 kDa

biiyiikliigiindeki orneklerin atomik ¢oziiniirliikte yapilarina ulasilabilmektedir.

Niikleer manyetik rezonans (NMR), dinamikler ve etkilesimler hakkinda bilgiler
saglayabilmekte, ancak atomik yapi belirleme islemi 6rnegin boyutu (>40-50 kDa) ile

sinirlidir. Her iki teknik de yiiksek saflikta ve konsantrasyonda 6rnek gerektirmektedir.

Kriyo-EM’de, az miktarda (~0.1 mg) 0Ornek yeterlidir ve kristallestirmeyi
gerektirmemektedir (Benjin ve Ling, 2020). Bu simirlandirmalar olmadan Kriyo-EM,
bircok yonden X-151m1 kristalografisi ile rekabet edebilir hatta onun yerini alabilir hale
gelmistir. Kriyo-EM’in sagladigi hiz ve verim, PDB’nin (Sekil 2.21) ve Elektron
Mikroskopisi Data Bankas1 (EMDB) (Sekil 2.22) istatistiklerine de yansimaktadir.
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X-Isim EM
| P

NMR Coklu metot

 — —

Yapi Sayisi (Logaritmik)

Sekil 2.21. Yillara gore farkli tekniklerle elde edilen yapilarin logaritmik Olgekteki
sayilar1 (URL-2)

EMDB’ye Yiiklenen Yapilarin Yila Bagh Coziiniirliikleri

Yiiklenen Yapilar (%)

® <3

2005

@ 3-4

® 4-6

2010

® 6-38

2015

® 8-10

@® 10-15

2020

@® >15

Sekil 2.22. EMDB verilerine gore, Kriyo-EM ile elde edilen yogunluk haritalarinin yillara
gore ¢oziiniirliik dagilimlar1 (URL-3)

Diger yontemler ile karsilastirildiginda, Kriyo-EM’in avantajlar1 su sekilde

siralanabilmektedir:

- Kiistallere ihtiya¢ duyulmamaktadir.

- Biiyiik molekiiler agirliga sahip protein ve kompleksler i¢cin uygundur.

- Radyasyon zararimi azaltir ve 6rneklerin dogal fonksiyonel durumunu korumaktadir.
- Bir deneyde birden fazla farkli konformasyonel durum goézlemlenebilmektedir.

- Membran proteinleri ve kompleksleri gibi zor orneklerin yapisal analizi i¢in

uygundur.
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Avantajlarimin yani sira, drnegin homojen olmasi gerekliligi Kriyo-EM nin sahip oldugu
bir dezavantaj olarak belirtilmektedir. Ayn1 zamanda Kriyo-EM tekniginde uygulama
sirasinda karsilasilabilecek sorunlar vardir. Bunlarin basinda, 6rnegin kararsiz, bozulmus
veya agrege olmasi gelmektedir. Bu durumu takiben proteinin sahip oldugu esnekligin de
iki boyutlu ve iic boyutlu rekonstriiksiyonda coziiniirligli diisiirmesi gelmektedir.
Bunlarin iistesinden gelebilmek i¢in ¢alisilan proteinin Ozelliklerinin bilinmesi, ve

deneysel siirecin iyi yonetilmesi gerekmektedir (Bai ve dig., 2015; Benjin ve Ling, 2020).

Kriyo EM, bilimsel arastirmanin c¢esitli alanlarinda uygulanabilmekte ve biyolojik
makromolekiillerin yapisal organizasyonu ve dinamikleri hakkinda bilgi saglamaktadir.
Yapisal analizler ise ila¢ kesfi, hiicre organizasyonu ve biyokimyasal reaksiyonlarin
aydinlatilmasinda hayati rol oynamaktadir. Ornegin 2019-2020 yillarinda COVID-19
salgininin ¢ok sayida insani etkilemesi ile baslatilan as1 ¢alismalarinin ¢cok hizli sonug
vermesinin nedenlerinden biri, Ke ve digerlerinin 2020 yilinda SARS-CoV-2’nin insan
ACE2 reseptorlerine baglanan “spike” proteinlerinin yapilarinin (PDB: 6M3W, 6VXX,
6VYB ve 6X2B) Kriyo-EM ile belirlenmesi olarak gosterilmektedir (Subramaniam,
2020).

FtsH-HfIKC membran protein kompleksi, membranin yapisin1 ve islevselligini
diizenlemekte onemli bir rol oynamaktadir. Ancak, membran proteinlerinin dinamik
yapisi, ve saflagtirma siirecinde deterjan kullaniminin gerekliligi, ve membran protein
kompleksinin boyutu kristal yapisinin olugturulmasini zorlagtirmaktadir. Bu dogrultuda,
FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin yapisim1 ¢ézmek amaciyla kriyo-EM

yontemi kullanildi.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1. Malzemeler

Proje kapsaminda gergeklestirilen bu tez calismasinda, Carbosynth (Amerika), Sigma
Aldrich (Almanya), Thermo Fischer Scientific (Amerika), Invitrogen (Ingiltere), Bioline
(Italya), Jena Bioscience (Almanya), Merck (Almanya), Purolite (Amerika) ve Cytiva
(Ingiltere) firmalarindan temin edilen kimyasallar kullamldi. Plazmit izolasyonu, MN
(Almanya) Plazmit DNA Izolasyon Kit’i kullanilarak gergeklestirildi. Restriksiyon
enzimleri olarak Clal, EcoRV ve HindIll (NEB, Ingiltere) kullamldi. Saflastirma

stirecinde IBA Lifesciences (Almanya) firmasindan alinan Streptaktin recinesi kullanildi.
3.2. Yontem
3.2.1. Klonlama ve Transformasyon Stratejileri

FtsH-HfIKC membran protein kompleksini ifade eden genleri igeren plazmit (pAce-
HfIKC-His10_x_pDS-FtsH-3strep), ACEMBL MultiColi (Berger ve dig., 2011) adi
verilen modiiler bir kompleks protein ekspresyon sistemi ile tasarlanmis ve Prof.
Christiane Berger-Schafftizel (Bristol Universitesi, Biyokimya Boliimii) tarafindan
gonderilmistir. Bu sistem, coklu gen igeren kompleks proteinlerin ekspresyonu igin
gereken genleri klonlamak amaci ile de novo tasarimli donér ve alici vektorleri

kullanmaktadir.

pAce-HfIKC-His10_x_pDS-FtsH-3strep plazmitinin ¢ogaltilmasi amaciyla 10beta
(NEB, Ingiltere), protein ekspresyonu amaciyla ise BL21 (DE3), Lemo21 (DE3) (NEB,
Ingiltere) kompetan hiicrelerine aktarildi. -80 °C’de muhafaza edilen 10beta kompetan
hiicreleri, buzda bekletildi. Hiicrelere, 10 ng olacak sekilde plazmitler eklendi ve kuru su
banyosunda (42 °C) 30 saniye bekletilerek tekrar buza konuldu. Plazmiti iceren hiicreler;
0,95 ml LB siv1 besiyeri igerisinde 37 °C’de bir saat inkiibe edildi. Kiiltiirden 100 pl
alinarak petrinin yarisina yayma yontemi ile inokiile edilirken, geri kalan 850 pl
santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriildii. Pelet, tlip icerisinde birakilan 100 pl besiyeri ile
¢Ozdiiriildii. Sonrasinda FtsH-HfIKC i¢in 100 pg/ml ampisilin ve spektinomisin i¢eren
agar ortamina yayma yOntemi ile inokiile edildi. Petri iizerinden secilen kolonilerden

hiicre stogu yapmak iizere uygun antibiyotigi iceren LB siv1 besiyerine ekilerek, gece
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boyu biiylimeye birakildi. Bu kiiltiirden stok amaci ile alinarak %80 gliserol (h/h) igeren
ortama eklendi ve sivi azot ile dondurularak -80 °C’de saklandi. 10beta kompetan
hiicrelerine aktarilan plazmitlerin izolasyonlar1 Kitinin satin alindigr firma (MN,
Almanya) tarafindan temin edilen bilgiler dogrultusunda gerceklestirildi. Buna gore,
gliserol stogu da yapilan hiicrelerden tekrar biiyiitme yapildi. Biiyiitiilen kiiltiir, 11,000 X
0’de santrifiij edilerek 0,25 ml Al tampon ¢dzeltisi eklendi. Bu islemi takiben 0,25 ml
A2 tamponu tiiplere eklendi ve tekrar 11,000 x g’de santrifiijlendi. 0,3 ml A3 tamponu
da eklendikten sonra yine santrifiij islemi 11,000 x g’de 10 dakika tekrarlandi.
Supernatan, firmadan temin edilen silika matriksli kolonlara sahip tiiplere aktarildi ve
tekrar santrifiij edildi. 0,5 ml A4 tamponu kolona eklendi ve tekrar santrifiij edilerek
DNA’nin baglandig silika matriksinin kurutulmasi saglandi. Sonrasinda dH20 eklendi
ve bir dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilip tekrar santrifiij edilerek DNA tiiplere
aktarildi. Konsantrasyon ve saflik Olciimleri i¢in Allsheng Nano-300 (Cin) cihazi
kullanildi. Sonrasinda dogrulama igin i¢in Clal, EcoRV ve Hindlll (NEB, Ingiltere)
restriksiyon enzimleri arasindan secilerek 15 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi
(Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Plazmitlerin kesimi igin gergeklestirilen reaksiyon igerigi.

Karisim Reaksiyon Hacmi (50 pl)
DNA lpg

10X Tampon Sul

Restriksiyon Enzimi 1 pl (10 U)

ddH,0 50 ul’ye tamamlayacak sekilde

Restriksiyon enzimleri ile muamele sonrasi agaroz jelde goriintiilenmesi beklenen bantlar

DNASTAR (URL-5) uygulamasi kullanilarak simiile edildi (Sekil 3.1).

HindIIl HindIll
- -
EcoRV HindIll HindIIl EcoRV EcoRV HindIII HindIIl EcoRV
+ . - - ks . . +
1 kb Markir Clal  EcoRV HindlIl Clal  Clal  EcoRV  Clal 1 kb Markir Clal  EcoRV HindlIl Clal  Clal  EcoRV  Clal

pAce-HfIKC-His10_x_pDS-FtsH-3strep / 10419 bg pAce-HfIKC-His10 / 4871 bg

Sekil 3.1. Restriksiyon enzimleri ile plazmitlerin kesimi sonrasi agaroz jelde
goriintiilenmesi beklenen bantlar
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3.2.2. Ekspresyon Optimizasyonu

E. coli Lemo21 (DE3) ve BL21 (DE3) kompetan hiicrelerine transforme edilen FtsH-
HfIKC plazmiti, Izopropil 8-D-1-tiyogalaktopiranozit (IPTG) varlig1 ve konsantrasyonu,
indiiksiyon siiresi, sicaklik ve sadece Lemo21 (DE3) kompetan hiicre tipi i¢in gereken

Ramnoz konsantrasyonu olmak iizere bes farkli biiylime parametresi ile optimize edildi.

-80 °C’de muhafaza edilen gliserol stok hiicrelerden Ampisilin (100 pg/ml) ve
Spektinomisin (100 pg/ml) iceren LB agara ¢izgi ekim gerceklestirildi. Gece boyu 37
°C’de inkiibe edilen kolonilerden biri segilerek LB s1vi besiyerine 6n kiiltiir elde etmek
amaci ile inokiilasyon gerceklestirildi. Bu 6n kiiltiirden 20 ml alinarak biiyiik olcekte
{iretim icin bir litre hacimdeki 2xYT siv1 besiyerine aktarildi. Indiiksiyon icin ODeoo
Olgtimlerinin 0,3-0,6 arasinda olmasi beklendi. Daha sonrasinda her bir kosul i¢in elde
edilen hiicre 6ziitii, 5000 rpm’de 25 dakika santrifiij (Beckman Coulter Avanti —JLA
8000, Amerika) ile izole edildi ve 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl, igeren
“Parcalama Tamponu” igerisinde ¢ozdiiriildii ve sonikasyon ile parcalandi (VibraCell
VCX130, Sonics, Amerika). Sonikasyon kosullari; %50 amplitiitte, bir dakikalik (1 s
acik, 1 s kapali) atimlar toplamda ii¢ dongii olacak sekilde gergeklestirildi. Ornekler, 4x
yiikleme tamponu (50 mM Tris-HCI1 pH 6,8; %2 SDS; %1 B-mercaptoethanol; %0,02
Bromofenol mavisi; %10 gliserol; 12,5 mM EDTA) kullanilarak SDS-PAGE (%12)

jeline yiiklendi ve analiz edildi.

FtsH-HfIKC genlerini kodlayan plazmite benzer sekilde, HfIKC genlerini kodlayan
plazmit de E. coli Lemo21 (DE3) ve BL21 (DE3) kompetan hiicrelerine transforme edildi
ve kiiclik Olcekli ekspresyon testi yapilarak optimizasyon calismalar1 gerceklestirildi.
Gliserol stok aracilig ile 6nce tek koloni elde edildi ve sivi besiyerine aktarilip inkiibe
edilerek on kiiltiir hazirlandi. Sekil 3.2°de belirlenen kosullar uygulanmak iizere 6n
kiiltirden bir ml alinarak 10 ml hacimdeki 2xYT besiyerlerine aktarildi. IPTG ile
Indiiksiyon i¢in ODgoo dlgiimlerinin 0,8-1 arasinda olmasi beklendi. Daha sonrasinda her
bir kosul i¢in elde edilen hiicre 6ziitii, 5000 rpm’de 25 dakika santrifiij (Beckman Coulter
Avanti —JLA 8000, Amerika) ile izole edildi ve 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl
iceren “Parcalama Tamponu” igerisinde ¢Ozdiiriildii ve sonikasyon ile pargalandi
(VibraCell VCX130, Sonics, Amerika). Sonikasyon kosullar;; %50 amplitiitte, 1
dakikalik (1 s agik, 1 s kapal1) atimlar toplamda ti¢ dongii olacak sekilde gerceklestirildi.
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Ormnekler, 4x yiikleme tamponu (50 mM Tris-HCl pH 6,8; %2 SDS; %1 B-
mercaptoethanol; %0,02 Bromofenol mavisi; %10 gliserol; 12,5 mM EDTA) kullanilarak
SDS-PAGE (%12) jeline yiiklendi ve analiz edildi.

hiicrelerine
transformasyon

l

OD600 dlgiimleri
(0.8-1.0)

Farkh
konsantrasyonlarda
IPTG ile indiikleme

/ N\

E. coli BL21 (DE3)ve )
Lemo21 (DE3) konak

[ 0,2 mM IPTG ] ‘ 0,5 mM IPTG ] [ 1 mM IPTG ]
1sa Isa 16 sa I sa 3sa 16 sa 1sa 3sa 16 sa

Sekil 3.2. Kiigiik 6l¢ekli ekspresyon testi kosullari
3.2.3. Soliibilizasyon ve Saflastirma Deneyleri

FtsH-HfIKC membran protein kompleksini ¢oziiniir hale getirmek iizere, farkli Kritik
Misel Konsantrasyonlarina sahip hafif deterjanlar (DDM; n-Dodecyl -D-Maltoside ve
LMNG; Lauryl Maltose Neopentyl Glycol; Carbosynth, Amerika) kullanildi.
Soliibilizasyon siireci igin alt1 farkli kosul denendi. Her bir kosul i¢in 0,7 g membran
peleti kullamld. Iki farkli deterjan (DDM ve LMNG), iki farkli inkiibasyon periyodunda
(4 °C’de 1 saat ve 4 °C’de 2 saat), farkli tiirde son konsantrasyonlar ile (mumsu membran
peletine agirlikga %2 DDM ve %1 LMNG; %10’luk (a/h) DDM’den %1; %2 ve %5°lik
(@/h) LMNG’den son konsantrasyonlari %0,5; %]1 olacak sekilde) optimizasyon
gerceklestirildi (2 zaman X 2 deterjan x 3 farkli konsantrasyon). Membran soliibilizasyon
stirecinde 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) ve 100 mM NacCl igeren “Par¢alama Tamponu”
kullanildi ve inkiibasyon, farkli kosullar1 takiben manyetik dondiiriiciide yavas hizda
gerceklestirildi. Soliibilizasyon sonrasinda 6rnekler, Beckman Optima XE, Ti45 rotor
kullanilarak 100,000 x g’de 45 dakika boyunca santrifiij edildi ve siipernatantlar, SDS-
PAGE (%12) ile analiz edildi.
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Soliibilize FtsH-HfIKC membran protein kompleksi, plazmitinde bulunan Ikili-Strep
etiketi sayesinde afinite kromatografisi ile saflastirildi. Saflastirma siireci, firmanin
sagladig1r protokol araciligi ile tamamlandi. Soliibilize FtsH-HfIKC proteini kolona
yuklendi ve 10 dakika inkiibasyon sonrasinda “Flow Through” toplandi. Sonrasinda
kolon, uygun deterjan iceren “Tampon W” ile yikandi. ilk yapilan yikamadan 2 pl,
kalanindan ise 13 pl alinarak SDS-PAGE’de analiz i¢in -80 °C’de saklandi. 2,5 mM
Destiyobiyotin ve soliibilizasyon sirasinda kullanilan hafif deterjan igerikli “Tampon E”
ile eliisyon gergeklestirilerek eliiatlar fraksiyonlarda toplandi; -80 °C’de saklanmak {izere
stvi azot ile donduruldu. Sonuglar SDS-PAGE (%12) ve Dogal Jel (%3-8) ile analiz
edildi.

Karakterizasyon siirecinde karsilastirma yapmak iizere sadece FtsH membran proteini de
Strep etiketi icerdigi i¢cin FtsH-HfIKC membran protein kompleksi ile ayni sekilde
saflastirildi.

3.2.4. Farkh Deterjanlarin Saflastirma Uzerine Etkisi ve Amfipol

LMNG ve DDM’nin saflagtirma siirecindeki etkisini arastirmak iizere iki farkli deney
diizenegi kuruldu. Membran soliibilizasyonun optimize edildigi kosul olan iki ayri
mumsu membran peleti elde edildi ve bir 6rnege agirlikca %2 DDM ve diger ornege %1
LMNG eklendi; 15 ml Pargalama Tamponu eklenip yavas¢a ¢ozdiiriildiikten sonra bir
saat boyunca 4 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben, 100,000 x g’de 45 dakika
santrifiij edilerek iist faz alindi ve saflastirma islemine gecildi. Iki ayr1 kosul icin
saflagtirma tamponlari her bir deterjana uygun olacak sekilde hazirland1 (%0,01 DDM ve
%0,005 LMNG). Saflastirma islemine Bolim 3.2.3°te anlatildigi sekilde devam edildi.
FtsH-HfIKC’nin saflastirma sonrasinda kararliligini arttirarak konsantre etmek amaciyla
A8-35 amfipolii (Jena Bioscience, Almanya) kullanildi. Bu dogrultuda saf proteinden 150
ug almarak protein/amfipol oram1 1:7 olacak sekilde iki saat boyunca 4 °C’de
inkiibasyona birakildi. Bu siire igerisinde polisistrenik boncuklar (PAD600, Purolite,
ABD) hazirlanarak protein/amfipol karisimina eklendi; bir gece boyunca 4 °C’de
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda santrifiij edilerek 36iipernatant alind1 ve konsantrasyon
tiipleri kullanilarak 50 pl’ye kadar konsantre edildi; sivi azotla dondurularak -80 °C’de
sakland1. Sonuglar SDS-PAGE (%12) ile analiz edildi.
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3.2.5. ATPaz Aktivite Deneyleri

FtsH’nin ve FtsH-HfIKC nin ATPaz aktivite 6l¢iimleri, EnzChek Fosfat Olgiim (Thermo
Fisher Scientific, USA) kitinin sagladigi protokol kullanilarak optimize edildi.
Optimizasyon stlirecinde ilk olarak serbest inorganik fosfat i¢in bir standart egri
olusturuldu. Bu egrinin olusturulmasinda kullanilan SDO, SD1, SD2, SD3, SD4, SDS5,
SD6 reaksiyon karigimlarinda sirasiyla 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 uM
konsantrasyonlarinda KH2POj4 inorganik fosfat (Pi) kaynagi olarak kullanildi ve 360
nm’de 6l¢iim alindi. ATPaz aktivitesinin 6l¢iimleri ise 30 pl 20X Reaksiyon Tamponu,
120 pul MESG, 6 pl PNP (1 U), 2 uM FtsH ya da 2 uM FtsH-HfIKC toplam 600 pl
hacminde bir araya getirilerek 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. 1, 2, 3,
4,5, 10, 15 ve 20 mM ATP; 1 mM KCl, I mM NaCl igeren substrat karisimi reaksiyon

karisimina eklenerek 360 nm’de dl¢lim gergeklestirildi.
3.2.6. Proteaz Aktivite Deneyleri

Proteaz Aktivitesi i¢in evrensel proteaz substrati olan resofurin-etiketli kazein, Sigma-
Aldrich (Almanya)’ten temin edildi. Kitin sagladig1 protokol dogrultusunda, proteolitik
aktivite optimize edildi. Deney oOncesinde Tablo 3.2’de verilen tampon c¢ozeltiler

hazirlandi.

Tablo 3.2. Proteaz aktivitesi i¢in hazirlanan soliisyonlar ve icerikleri.

Soliisyon icerik

Substrat Cozeltisi %0,4 Kazein (ddH20)
Inkiibasyon Cozeltisi 0,2 M Tris-HCI, pH 7,8; 0,02 M CaCl,
Durdurma Cozeltisi %5 Trikloroasetik Asit (a/h) (ddH20)

Aktivite Cozeltisi 0,5 M Tris-HCI, pH 8,8

Hazirlanan soliisyonlar, reaksiyonu kurmak iizere Tablo 3.3’te verilen sira ile kuruldu.
Proteaz aktivitesi i¢in hazirlanan 6rnekler, 37 °C’de sirasiyla 15, 30, 45, 60 ve 120 dakika
boyunca inkiibe edildi. Reaksiyonu durdurmak icin kor ve Orneklere 288 pl %5
Trikloroasetik Asit eklenip tekrar 37 °C’de 10 dakika boyunca inkiibasyona birakildi.
Sonrasinda 12,000 x g’de bes dakika santrifiij edildi; 240 pl siipernatant alind1 ve kiivete
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konuldu; tizerine 360 pul Aktivite Cozeltisi eklenip karistirildi ve hemen 574 nm’de 6l¢tim

alindi.

Tablo 3.3. Proteaz aktivitesi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimu.

Reaksiyon Karisimi  Ornek (ul)  Kor (ul)

Substrat Cozeltisi 30 30
Inkiibasyon Cozeltisi 30 30
ddH:0 - 60
FtsH / FtsH-HfIKC 60

3.2.7. Transmisyon Elektron Mikroskopisi Analizleri

Saf FtsH-HfIKC ornekleri ayr1 ayrt DDM, LMNG ve amfipol igeren 0,05 mg/ml
konsantrasyonlarinda hazirlandi. Homojenlik agisindan kontrol edilmek iizere; karbon
kapli 1zgaralar (grid), %70’lik etanol igerisinde bir saat inkiibe edildi ve 1zgaralar
kurumaya birakildi. 5 pl 6rnek, 1zgara {izerine kondu ve bir dakika bekletildi. Sonrasinda
1zgaradaki fazla 6rnek kurutma kagidi yardimu ile emdirildi ve 1zgara 20 pul ddH20 iizerine
birakildi; 15 saniye bekletildi ve tekrar kurutma kagidi ile fazlasi alindi. Sonrasinda ise
1zgara son olarak 15 pl Uranil Asetata kondu; bir dakika bekletildi; fazlas1 kurutma kagidi

ile alindi.

Ornekler, yukarida bahsedilen islemlerden gecirilerek Ankara Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii’'nde Arastirma Gorevlisi Hakan Eskizengin araciligi ile

Transmisyon Elektron Mikroskobu’nda incelendi.
3.2.8. Kriyo-Elektron Mikroskobu ile Veri Toplama

Saflastirilan FtsH-HfIKC membran protein kompleksi, ince bir delikli karbon filmi ile
kaplanmis bir EM 1zgarasina (grid) uygulandi ve ¢ozeltiyi uzaklastirmak igin filtre kagidi
kullanilarak karbon filmde ince bir siv1 tabaka olusturuldu. Daha sonrasinda, Dubochet
ve arkadaslar1 (1982) tarafindan gelistirilen “daldirmali dondurma” (plunge-freezing)
teknigi ile, 1zgara, siv1 nitrojen ile sogutulan sivi etan igerisine yerlestirildi. Ornegin
kriyo-EM mikrograflart Thermo Fisher Scientific Nanoport (Customer Demonstration

and Excellence Center Eindhoven, Hollanda) laboratuvarlarinda Titan Krios cihazinda
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toplandi. Veriler, yogunluk haritasini elde etmek tizere RELION (Regularised Likelihood
OptimisatioN) (Scheres, 2012) 4.1 ve CryoSPARC (Punjani ve dig., 2017) programi
kullanilarak islendi (Sekil 3.3).

RELION-4.0-beta-1
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Sekil 3.3. RELION 4.1 (A) ve CryoSPARC (B) programlarinin ara yiizleri

Kriyo-EM ile elde edilen mikrograflarin ¢oziiniirlikkleri hakkinda bilgi edinebilmek i¢in
Boliim 2.7°de anlatildigi sekilde bir yol izlendi. Kullanilan programdan bagimsiz sekilde
ilk olarak mikrograflar programa aktarildi, bunu takiben Kontrast Transfer Fonksiyonu
gergeklestirildi. Sonrasinda otomatik (makine 68renmesi) sekilde pargaciklar segilerek,
Iki Boyutlu Siniflandirma gergeklestirildi. Bu smiflandirma sonucunda, birbirine
benzeyen parcaciklar bir araya getirildi ve frekanslarina bagl olarak en bastan itibaren
siralandi. Sonrasinda Ug¢ Boyutlu Siniflandirma ile isleme devam edildi ve referans alinan
data ile li¢ boyutlu siniflandirmadan secilen sinifin arasinda “Hizalama” islemi 6ncesinde
“Coklu-kisim lyilestirme” ile FtsH ve HfIKC olarak iki ayr1 model ve maske olusturuldu.
Hizalama ve iyilestirme islemleri ayr1 ayr1 hem FtsH hem de HfIKC i¢in gergeklestirildi.
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Bir sonraki asama olan “ileri Isleme (Post-Processing)”’de ise bir “maske” iiretildi. Bu
sayede diger haritalardan giiriiltii ¢ikartildi ve kesinlestirilerek ¢oziiniirliik arttirildi. Bu
sayede FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin yogunluk haritasinin son hali elde
edildi.

3.2.9. Kiiciik A¢ih X-151m1 Sacilim (SAXS) Deneyi

Saflastirilan FtsH-HfIKC membran protein kompleksi (1,5 mg/ml), Kiigiik Acilt X-Isin1
Sagilim analizlerini gerceklestirmek iizere, European Molecular Biology Laboratory
(EMBL, Hamburg), BioSAXS, PETRA-III P12’ye soguk zincir ile gonderildi. Burada
100 pl 6rnek, ilk olarak HPLC Superdex 200 Increase 5/150 GL kolonundan gegirildi ve
Biiyiikliikge Ayirma Kromatografisi gerc¢eklestirildi. SAXS verileri, sagilimlari (q) 0,007
— 0,4 A-1 araliginda olacak sekilde toplandi (Blanchet ve dig., 2015). Veriler, ab-initio
yap1t modelleme programi ATSAS kullanilarak islendi (Manalastas-Cantos ve dig., 2021).
Elde edilen model, elektron yogunlugu farkinin en biiyiikk oldugu yapilarin en baskin

morfolojilerini gostermektedir (Blanchet ve dig., 2015).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. FtsH-HfIKC’nin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

FtsH-HfIKC kompleks membran proteinlerini ifade eden genleri igeren plazmit (pAce-
HfIKC-His10_x_pDS-FtsH-3strep; 10,419 bg), “ACEMBL Multicoli” adi verilen
teknikle Bristol Universitesi'nde bulunan Prof. Dr. Christiane Berger-Schaffitzel’in
grubu tarafindan tretilmistir (Bieniossek ve dig., 2009). Vektoriin dizayni, asiri
ekspresyonun ger¢eklesmesi igin laktoz analogu olan IPTG ve Arabinoz promotor genleri
icermekte ve ayn1 zamanda afinite kromatografisi ile saflastirilabilmesi i¢in HfIC’nin N-
terminalinde on histidin etiketi ve FtsH’nin N-terminalinde Streptaktin etiketi
icermektedir. Bu sayede iiretilen plazmitlerde, iiretimi zor olan kompleks ve membran
proteinlerinin hiicre igerisinde asir1 ekspresyonunun gergeklesebilmesi i¢in de novo
tasarimma dayanan “dondr” ve “alici” vektorler kullanilmaktadir. Sonrasinda ise
ligasyondan bagimsiz bir sekilde entegre edilerek “coklu gen igeren vektor” iiretimi
gerceklestirilmektedir. Ma ve digerleri (2022) tarafindan yapilan ¢alismada, FtsH ve
HfIKC membran proteinlerini ifade eden genler, ayr1 ayri sirasi ile pETDuet ve pRSFDuet
plazmit vektorlerine entegre edilmis, daha sonrasinda iki rekombinant plazmit E. coli
BL21 (DE3) konak hiicrelerine ekspresyon i¢in aktarilmistir. Ancak bu ¢aligmada “coklu
gen” vektorli sayesinde FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin ifadesi tek bir
plazmit tlizerinde saglandi. FtsH, HfIK ve HfIC membran proteinlerinin, dogal sekilde
olusturduklar1 kompleks yap1 goz oniine alindiginda, tek bir vektore entegre edilerek bu

genlerin ifadelerinin saglanmasinin dogal yapiy1 destekleyecegi kacinilmazdir.

FtsH-HfIKC membran proteinlerini kodlayan genleri igeren plazmitin, Bélim 3.2.1°de
aciklandig sekilde E. coli 10beta (NEB, Ingiltere) konak hiicrelere aktarilip, tekrar izole
edilerek amplifikasyonu saglandi. Plazmit konsantrasyonlar1 nanodrop cihazinda
(Allcheng, Nano-300) 6lgiildii (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Izolasyon sonras1 plazmit konsantrasyonlari.

Ornek DNA Konsantrasyonu A260/A280 Oram
FtsH-HfIKC Plazmiti
(pAce-HFIKC-His10_x_pDS-FtsH-3strep) (1) 101,04 ng/ul 1.89
FtsH-HfIKC Plazmiti
(pAce-HfIKC-His10 x_pDS-FtsH-3strep) (2)

114,49 ng/pl 1,89
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Plazmitler, Bolim 3.2.1°de belirtildigi sekilde segilen EcoRV, Clal ve EcoRV+Clal
restriksiyon enzimleri ile kesildi ve beklenen biiyiikliiklerde bantlar %0,8’lik agaroz jelde

gortintiilendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. pAce-HfIKC-His10_x_pDS-FtsH-3strep (10419 bg) ve pAce-HfIKC-His10
(4817 bp) plazmitlerin izolasyonlar1 sonrasinda restriksiyon enzimleri kesim sonuglari
(%0,8 agaroz). M; Markoér (NEB, Ingiltere), 1 kb DNA Ladder (NEB, Ingiltere); 1, FtsH-
HfIKC+EcoRV; 2, FtsH-HfIKC+Clal; 3; FtsH+Hindlll+EcoRV+Clal; 4,
HfIKC+EcoRV; 5, HfIKC+EcoRV+Clal

Restriksiyon enzimleri ile dogrulanan pAce-HfIKC-His10_x_pDS-FtsH-3strep plazmiti,
protein ekspresyonu i¢in E. coli BL21 ve Lemo21 konak hiicrelerine Boliim 3.2.1°de
belirtildigi sekilde aktarildi (Sekil 4.2).

A

Sekil 4.2. pAce-HfIKC-His10_x_pDS-FtsH-3strep (10419 bg) plazmitinin BL21 (DE3)
(A), Lemo21 (B) ve pozitif kontrol (C) sonuglar
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FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin yiiksek verimle ifadesinin optimizasyonunu
gerceklestirmek tlizere bes farkli parametre degerlendirildi ve siireglerin sonunda her bir
kosulda hiicreler pargalanip membrandan ayrilarak konsantrasyonlar1 6l¢iildii ve SDS-
PAGE (%12) ile analiz edildi. Optimizasyon i¢in ilk olarak, E. coli konakt hiicre tipleri
BL21 (DE3) ve Lemo21 (DE3) degerlendirildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. FtsH-HfIKC plazmitini igceren E. coli Lemo2l (DE3) ve BL21 (DE3)
hiicrelerinin biiytime grafigi. Kirmizi nokta indiiklenme zamaninmi1 gostermektedir (1 mM
IPTG)

E. coli BL21(DE3), proteinlerin asir1 ekspresyonunu saglamak i¢in kullanilan en yaygin
konak hiicredir. Bu hiicrelerde, hedef proteini kodlayan gen bir plazmit {izerindedir ve
sadece T7 RNA polimeraz (RNAP) tarafindan taninan T7 promot6riiniin kontroliindedir.
T7 RNAP geni, kromozom iizerinde lokalizedir ve ifadesi IPTG ile indiiklenebilen
lacUVS5 promotorii tarafindan yonetilmektedir. Ancak, Lemo21 (DE3) konak hiicresi,
ramnoz promotoriiniin kontrolii altinda T7 RNAP’nin bir inhibitorii olan T7 lizozimi
kodlayan gene sahiptir ve BL21 (DE3)’{in susudur. Ramnoz promotérii, asir1 ekspresyon
gerceklesirken hedef protein disindaki diger toksisitelerin azalmasini saglamaktadir
(Wagner ve dig., 2008; Schlegel ve dig., 2012). FtsH-HfIKC ifadesinin optimizasyonunda
E. coli BL21 (DE3) ve Lemo21 (DE3) konak hiicreleri karsilastirildi. Hiicre biiyiimesinde
0OD600 6l¢iimleri, BL21 (DE3) konak hiicre tipi ile Lemo21 (DE3) arasinda ciddi bir fark
olugmadigini gosterse de, indiiklenme zaman noktalarina bakildiginda BL21 (DE3) konak
hiicre tipinin daha fazla miktarda bulundugu goriilmektedir. Ancak hiicrelerin hasat

zaman noktalarinda, BL21 (DE3) konak hiicre tipinin duragan faza gegtigi sOylenebilir.

43



Bu durumda Lemo21 (DE3) konak hiicre tipinin sahip oldugu ramnoz promotdriiniin
toksisiteyi Onleme oOzelligi, FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin asirt
ekspresyonunun optimizasyonunda daha avantajli olmasimi sagladigi goriilmektedir.
Konak hiicre tipi kosulunu takiben, hiicreler hasat edilerek parc¢alandi ve membrandan
aynistirldi. IPTG varligi ve konsantrasyonu, indiiksiyon siiresi, sicaklik ve sadece
Lemo21 (DE3) konak hiicre tipi i¢in gereken Ramnoz konsantrasyonu olmak {iizere

toplamda bes farkl1 bliyiime parametresi ise Tablo 4.2°de verildigi sekilde gerceklestirildi.

Tablo 4.2. FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin ifadesi i¢in optimizasyon
kosullart.

Ornek Kosul Hiicre Tipi IPTG Inditksiyon Sicaklik Ramnoz
Konsantrasyonu Siiresi Konsantrasyonu
Lemo21 °
(DE3) 1 mM 3sa 37°C 1mM
Lemo21 °
2 (DE3) - 4 sa 37°C
3 BL21 (DE3) 1 mM 3sa 37°C
4 BL21 (DE3) 1 mM 4 sa 37°C
g 5 BL21 (DE3) 1mM 3sa 30°C
i 6 BL21 (DE3) 1 mM 4 sa 30°C
E Lemo21 o
7 (DE3) 0,4 mM 3sa 37°C 1mM
Lemo21 o
8 (DE3) 0,4 mM 4 sa 37°C 1mM
Lemo21 °
9 (DE3) 0,4 mM 3sa 30°C 1mM
Lemo21 o
10 (DE3) 0,4 mM 4 sa 30°C 1mM

Asiri ekspresyon optimizasyonunda gergeklestirilen tiim kosullar SDS-PAGE (%12) ile
analiz edilmeden Once biiyiitiilen hiicreler hasat edilerek sonikasyon ile pargalandi ve
membrandan ayrilarak protein konsantrasyonlar1 nanodrop cihazinda (Allcheng, Nano-

300) 6l¢iildii, 6l¢tim sonuglart Tablo 4.3’te verildi.

Ayni zamanda 6rneklerden 20 ug protein olacak sekilde %12’lik SDS-PAGE analizi
gergeklestirildi, sonuglar Sekil 4.4’te verildi. Optimizasyon siireci hem 6l¢iim sonuglari,

hem de SDS-PAGE sonuglari karsilastirilarak tamamlandi.
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Tablo 4.3. FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin ekspresyon optimizasyon sonucu
sonikasyon ve membran ayirma iglemi ile elde edilen protein konsantrasyonlari.

Toplam Protein Konsantrasyonu (mg/ml)

1
d

) Sonikasvon Membran Membran
Ornek Sonra)sll Ayirma Sonrasi Ayirma Sonrasi
(Siipernatant) (Pelet)
FtsH-HfIKC, BL21 (DE3), 3 sa inkiibasyon, 37°C 10,87 5,05 10,5
FtsH-HfIKC, BL21 (DE3), 3 sa inkiibasyon, 30°C 23,91 2,79 39,59
FtsH-HfIKC, BL21 (DE3), 4 sa inkiibasyon, 37°C 13,78 6,32 6,84
FtsH-HfIKC, BL21 (DE3), 4 sa inkiibasyon, 30°C 18,17 7,46 20,92
FtsH-HfIKC, Lemo21 (DE3), 3 sa inkiibasyon, 37°C 10 2,57 5
FtsH-HfIKC, Lemo21 (DE3), 3 sa inkiibasyon, 30°C 22,38 4,23 33,44
FtsH-HfIKC, Lemo21 (DE3), 4 sa inkiibasyon, 37°C 11,5 35 57
FtsH-HfIKC, Lemo21 (DE3), 4 sa inkiibasyon, 30°C 23,6 10,5 55,5
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Sekil 4.4. FtsH-HfIKC plazmitini iceren BL21 (DE3) ve Lemo21 (DE3) konak
hiicrelerinin membran ayirma iglemi sonrast optimum ekspresyon kosulunun bulunmasi
amaci ile yapilan SDS-PAGE (%12) analizi. A. BL21 (DE3) ve Lemo21 (DE3) konak
hiicrelerinin inkiibasyonlarinin 30 °C’de yapilan 3 ve 4 saatlik biiyiitmelerinin membran
ayirma islemi sonrast SDS-PAGE goriintiisii. M, Markor (ABM, Kanada); 1-2, Lemo21
(DE3) 3 saat inkiibasyonunun membran ayirma islemi sonrasi siipernatant ve peleti; 3-4,
Lemo21 (DE3) 4 saat inkiibasyonunun membran ayirma islemi sonrasi siipernatanti ve
peleti; 5-6, BL21 (DE3) 3 saat inkiilbasyonunun membran ayirma islemi sonrasi
stipernatant1 ve peleti; 7-8, BL21 (DE3) 4 saat inkiibasyonunun membran ayirma iglemi
sonrasi siipernatanti ve peleti; 9-10, Lemo21 (DE3) sirasi ile 3, 4 saat inkiibasyonu,
sonikasyon sonrast hiicre lizati; 11, BL21 (DE3) 3 saat inkiibasyonu, sonikasyon sonrast
hiicre lizati. B. BL21 (DE3) ve Lemo21 (DE3) konak hiicrelerinin inkiibasyonlarinin
37 °C’de yapilan 3 ve 4 saatlik biiylitmelerinin membran ayirma islemi sonrast SDS-
PAGE goriintiisi. M, Markér (ABM, Kanada); 1-2, Lemo2l (DE3) 3 saat
inkiibasyonunun membran ayirma islemi sonrasi siipernatant1 ve peleti; 3-4, Lemo21
(DE3) 4 saat inkiibasyonunun membran ayirma islemi sonrasi siipernatanti ve peleti; 5-6,
BL21 (DE3) 3 saat inkiibasyonunun membran ayirma islemi sonrasi siipernatant1 ve
peleti; 7-8, BL21 (DE3) 4 saat inkiilbasyonunun membran ayirma islemi sonrasi
stipernatanti ve peleti; 9-10, Lemo21 (DE3) 3 ve 4 saat inkiibasyonu, sonikasyon sonrasi
hiicre lizat1; 11, BL21 (DE3) 3 saat inkiibasyonu, sonikasyon sonrasi hiicre lizati
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Sonuglar, farkli ifade kosullarinin hem membranda hem siipernatantta etkili oldugunu
gostermektedir. Membran ayirma siirecinde ¢oziiniir proteinlerin siipernatanta kaldigi ve
FtsH-HfIKC’nin asir1 eksprese edildigi SDS-PAGE (%12) analizlerinde goriilmektedir.
Membran peletinde gozlemlenen toplam proteinler, kosuldan kosula farklilik
gostermemektedir, ayn1 zamanda bu durum ¢oziiniir proteinlerin bulundugu siipernatant
icin de gecerlidir. Asir1 ekspresyonun saat farki analizlere yansimamis olmasina ragmen,
37 °C’nin sahip oldugu toplam protein miktari, 30 °C’ye kiyasla daha fazla oldugu, yogun
bantlardan gézlemlenmektedir. Bu duruma FtsH-HfIKC'nin daha fazla ifade edilmesi de
dahil olmak iizere, diger proteinlerin de asir1 liretilmesi, yani toksisitenin artmast, temelde
asir1 ekspresyonun yan etkilerinden kaynaklanmaktadir. Asirt miktarda protein tiretimi,
hiicre i¢inde ¢esitli olumsuz etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Bu durumda, hiicre
icindeki protein agregasyon oranlar1 artmakta, ¢oziiniirliik sorunlari ortaya ¢ikmakta ve
hiicre iglemleri, ozellikle transkripsiyon, translasyon ve hiicre boliinmesi gibi temel

stirecler, normalden daha yavas bir hizda ger¢eklesmektedir.

Asir1 ekspresyon sicakliginin diisiik (25-30 °C) olmasi, bu olumsuz etkileri azaltma amaci
tasimaktadir. Diisiik sicaklik altinda, hiicre i¢indeki temel islemler yavaglamakta, bu da
rekombinant olarak ifade edilen proteinlerin daha etkili bir sekilde ¢oziinmesine ve
protein agregasyonunun minimuma indirilmesine olanak tanimaktadir. Ayrica, disik
sicaklik proteolitik olarak duyarli proteinlerin degradasyonunu azaltarak toksisitenin
minimize edilmesine katki saglamaktadir. Bu nedenle, toksisitenin azaltilmasinda etkin
bir rol oynayan ramnozun Lemo21 (DE3) konak hiicresinin kullanilmas1 ve sicakligin
30 °C'ye diisiiriilmesi, FtsH-HfIKC'nin asir1 ekspresyonu i¢in daha uygun bir ortam

saglamaktadir.

Transkripsiyon ve/veya translasyon oranlarimi azaltmak, yeni sentezlenen proteinin
agrege olmadan Once katlanmasma izin vererek, katlanmanin kolay olmasini
saglayacaktir. Bu hiicre dongiileri, indiiksiyon siiresi ve sicaklik tarafindan kontrol
edildiginden, ekspresyon optimizasyonunda rol oynayan iki Onemli parametre
konumundadir. Bir bakteri popiilasyonunda, durgun fazla ulastiktan sonra inkiibasyon
devam ederse ¢ogunluk 6liim fazina gecgerek proteinin kalitesini diisiirmektedir. Dogru
indiiksiyon stiresi ile bu durum oOnlenebilmektedir. Sonuglar, FtsH-HfIKC’nin asir1

ekspresyonunda dort saatlik biiylitmenin uygun oldugunu gostermektedir.
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Carvalho ve digerleri (2020) tarafindan yapilan ¢alismalarda, rekombinant FtsH plazmiti
icin Lemo21 (DE3) konak hiicresindeki ekspresyon optimizasyon ¢aligmalarinda 0,9 mM
IPTG konsantrasyonunun en verimli konsantrasyon oldugu bildirilmis olsa da ticari
olarak temin edilen Lemo21 (DE3) konak hiicresinin protokolinde IPTG
konsantrasyonunun 400 uM’den yiiksek olmamas1 gerektiginin belirtilmesi neticesinde
FtsH-HfIKC’nin asir1 ekspresyonunda 400 pM IPTG konsantrasyonunun {iizerine
cikilmamasina karar verilmistir (Schlegel ve dig., 2012). Ayn1 zamanda, Carvalho ve
digerleri (2018) tarafindan yapilan ¢alismada rekombinant E. coli FtsH membran proteini,
Lemo21 (DE3) konak hiicresinin kullanilmasina karar verilerek optimum biiyiitme
kosullaria dort saatlik inkiibasyon ile ulagildig1 rapor edilmistir. Bu ¢alismaya benzer
olarak, rekombinant E. coli FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin optimum
biiylime kosullari, Lemo21 (DE3) konak hiicresinde 1 mM Ramnoz konsantrasyonunda
400 uM IPTG ve %0,2 arabinoz varliginda, 4 saat, 200 rpm ve 30 °C’lik inkiibasyon ile
saglandig1 sonucuna varildi. FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin en verimli ifade
edildigi biiylime kosullar1 belirlendikten sonra, sonikasyon kosullarinda da
optimizasyona gidildi. Bu dogrultuda, en verimli kosul %50 amplitiidde 3 dongii (1 saniye
atim agik, 1 saniye atim kapali) olarak belirlense de yapilan iyilestirmeler sonucunda en
verimli kosul %40 amplitiidde 2 dongii (2 saniye atim ag1k, 8 saniye atim kapali, 2 dakika)
olarak giincellendi. Carvalho ve digerleri (2022) tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada
FtsH membran proteininin sonikasyon kosullari 3 dongiide %40 amplitiid olarak
belirlenmis olsa da, membran proteinlerinin yapilarinin olduk¢a hassas olmasi nedeni ile

bu ¢alismada %40 amplitiid degeri, iki dongiide sinirlandirildi.

Sonikasyonu takiben yapilan membran ayirma islemi sonrasinda, soliibilizasyon
optimizasyonu iki farkli deterjan ile (DDM ve LMNG) gerceklestirildi. Homojenizasyon
yapilan Orneklerde protein kaybi goriiliirken; homojenizasyon yapilmadan membran
peletine agirlikca %2 DDM eklenen soliibilizasyon yonteminin (Perez ve Maier, 2020),

saflastirmada daha 1y1 sonuclar verdigi gézlemlendi.

Qiao ve digerleri (2022) tarafindan yapilan ¢alisma ile benzer sekilde bu ¢alismada da,
FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin homojenizasyon yapilmadan saflagtirilmasi,
protein kaybimi azaltarak daha verimli sonuclar elde edilmesini sagladi. Saflastirma

optimizasyonunda elde edilen protein konsantrasyonlart Tablo 4.4’te verildi.
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Gergeklestirilen SDS-PAGE analizlerine gore; 10x Histidin etiketi ile uygulanan
protokolde elde edilen eliisyonlarin daha kirli olmasi nedeni ile basarisiz oldugu
gozlemlendi. Bu dogrultuda, 6zgilligii ve safligi, His Etiketi’nden daha yiiksek
Strep-Etiketi’nin reginesi olan StrepTaktin ile siirece devam edildi (Sekil 4.5).
SDS-PAGE (%12) ve konsantrasyon analizlerine gore Iba Life Sciences firmasinin
kullanim kilavuzu ile gergeklestirilen saflastirma protokoliiniin verimli oldugu sonucuna
varildi. Siirece amfipol kullanilarak gergeklestirilen konsantrasyon islemiyle devam

edildi.

Tablo 4.4. Strep-Etiketi ve His-Etiketi ile elde edilen 6rneklerin protein konsantrasyon
karsilastirmalari.

StrepTaktin ile Saflastirma Kobalt Reginesi ile Saflastirma

Ornek Protein Protein
Konsantrasyonu A260/280 Konsantrasyonu A260/280
(FtsH-HfIKC)
(mg/ml) (mg/ml)

Sonikasyon sonrasi 65 1,7 66 1,71
Membran Siipernatant 37 1,77 36 1,69
Soliibilize Membran
Pelet
%2 DDM (/) 17 1,54 18 16
Inkiibasyon 6ncesi
Soliibilize Membran +
Yikama Tamponu 7,8 1,7 6,9 1,9
(1:1)
FT 6,08 1,89 57 191
Yikama 1,22 1,87 0,034 1,25

1,9 (50mM*) 1,62 (50 mM*)

. 2,2 (100mM*) 1,6 (100 mM*)

Eliisyon 0.75 095 551 (200mM*) 1.6 (200 mM*)

3,6 (400 MM*) 1,63 (400 mM*)
A8-35 Amfipol ile
Konsantrasyon 0,82 1,0 - -
Sonrasi

*Belirtilen konsantrasyonlar, imidazol konsantrasyonlaridir.
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Sekil 4.5. FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin Kobalt reginesi ve Streptaktin
recinesi ile saflastirma sonuglarinin SDS-PAGE (%12) analizi (Her bir kuyucuk 20 pg
protein icermektedir). M, Markor (ABM, Kanada); 1, Soliibilize membran; 2-5, Kobalt
reginesi ile saflastirma sonuglar (sirasi ile 50, 100, 200, 400 mM imidazol i¢eren FtsH-
HfIKC eliisyonlar); 6, Streptaktin reginesi ile saflagtirma sonucu.

Membran proteinleri dogal ortamlarindayken, yapilarini membranin sahip oldugu
ozellikler (membran kalinhigi, suya yakinhigi, yik dagilimlari vb.) sayesinde
korumaktadir. Ayrica, membran proteininin, diger proteinlerle, lipitlerle ve kofaktorlerle
olan spesifik etkilesimleri de membran proteinlerinin kararliliginda 6nemli bir rol
oynamaktadir (Bowie ve dig., 2001; Garavito ve Ferguson-Miller, 2001; Popot ve
Engelman, 2000). Deterjan ise bu etkilesimlerle rekabete girerek bir siire sonra
kararliligin bozulmasina yol agabilmektedir. Deterjanlar ile soliibilize edilen membran
proteinlerin kararliligin1 korumak i¢in kritik misel konsantrasyonuna yakin g¢alisma,
misellerin lipitler veya kofaktorler ile gii¢lendirilmesi gibi birgok yol bulunmaktadir. Bu
yollara alternatif olarak ise klasik deterjanlar1 stiren maleik asit lipid partikiilleri
(SMALP'ler) veya amfipoller gibi polimerler kullanmaktir. Amfipoller (APoller), Boliim
2.3’te anlatildig1 iizere membran proteinlerin transmembran alanina ¢oklu hidrofobik
temas noktalar ile baglanacak sekilde tasarlanmis kisa ve esnek amfipatik polimerlerdir.
A8-35 olarak adlandirilan en yaygin kullanilan APol’tin molekiiler agirligi ~4,3 kDa’dir
ve pH 7’nin {izerinde iyonize olmaktadir (Zoonens ve dig., 2014). Bu dogrultuda,
saflagtirmay1 takiben FtsH-HfIKC membran protein kompleksi, deterjanlardan

uzaklastirilarak Apol’e aktarildi (Sekil 4.6 - C). Saflastirma siireclerinin analizine ek

49



olarak, FtsH-HfIKC’nin olusturduklart kompleks yapis1 Dogal Jel ile goriintiilendi ve
yaklagik 1000 kDa oldugu sonucuna varildi (Sekil 4.7).

(A) (B) ©) (©)
%2 DDM %1 LMNG Amfipol Biiyiiklitk¢e Ayirma
Kromatografisi
A A
woa | \ s

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 1 2 3 4 S5 6 7
-178
~130_

=

PETSTE T - FisH
~HK o _HAK — HAK

«1Hnc ~ - 1 - HNC

Sekil 4.6. FtsH-HfIKC’nin Streptaktin reginesi ile saflastirma sonuglarinin 20 pg protein
kullanilarak gergeklestirilen SDS-PAGE (%12) analizi. A. %2 DDM ile soliibilizasyon
sonrasi saflastirma sonuglari, M; Markoér (ABM, Kanada), 1; Sonikasyon sonrasi, 2;
Membran Siipernatant, 3; Membran Pelet, 4; Soliibilize Siipernatant (DDM), 5; Pelet
(DDM), 6; ‘Flow Through’, 7; Yikama, 8; Eliisyon, 9; Konsantre Eliisyon. B. %1 LMNG
ile soliibilizasyon sonrasi saflagtirma sonuglari, M; Markér (ABM, Kanada), 1;
Sonikasyon Sonrasi, 2; Soliibilize Siipernatant (LMNG), 3; ‘Flow Through’, 4; Yikama,
5; Konsantre Eliisyon, 6-7; Eliisyon. C. Konsantrasyon sonrast Amfipole gegirilen
elisyon 6rnegi, D. Biiyiiklilkge Ayirma Kromatografisi fraksiyon 6rnegi

FtsH-HAKC
~1 MDa

Sekil 4.7. FtsH-HfIKC’nin Dogal Jel (%3-8) analizi. M; Markér (Invitrogen, Amerika),
1; FtsH-HfIKC Eliisyon (30 pg), 2; FtsH-HfIKC Eliisyon (20 pg)

Sonuglar, farkli deterjanlardan elde edilen saflastirmada eliisyon konsantrasyonlarinda
farkliliklar oldugunu gostermektedir; LMNG ile yapilan saflagtirmanin eliisyon
konsantrasyonu, DDM’e gore daha yiiksektir (Tablo 4.5). DDM’den Amfipole gegirilen
ornek icin ise bir kayip bulunmamaktadir. SDS-PAGE (%12) analizlerinde de goriilecegi
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tizere LMNG ile ¢Oziiniirlestirilen FtsH-HfIKC’nin saflastirma sonucunda, HfIK ve HfIC

membran proteinlerinin daha yogun gézlemlenmektedir.

Tablo 4.5. iki farkli deterjan ile yapilan saflastirmalarinin konsantrasyon sonuglari.

FtsH-HfIKC FtsH-HfIKC
& &
Dene %2 (a/a) DDM %1 (a/a) LMNG
y Protein Protein
Konsantrasyonu A260/A280 Konsantrasyonu A260/A280
(mg/ml) (mg/ml)
Sonikasyon Sonrasi 65 1,7 65 1,7
Soliibilize Membran 20 1,54 30 1,6
Soliibilize Membran 7,8 1,7 17 1,97
(Yikama Tamponu
ile dengelendi)
Flow Through 6,1 1,89 10 1,99
Yikama 1,22 1,87 3 2,01
Eliisyon (Konsantre) 0,75 0,95 0,73 0,8

Ma ve digerleri (2022) tarafindan, E. coli’den elde edilen FtsH-HfIKC membran protein
kompleksinin yapisin1 ortaya ¢ikartmak amaciyla yapilan ¢alismada gerceklestirilen
deterjan taramasinda DDM, LMNG, Digitonin, 100x-Triton kullanilmistir. Sonug olarak,
bu tez ¢alismasinda %2 oraninda kullanilan DDM, bahsi gecen ¢alismada %0,02 oraninda
tercih edilmis ve FtsH-HfIKC kompleksinde FtsH’nin sitoplazmik kisminin yapisi
¢coziimlenememistir. Bunun nedenlerinden biri, yanlis deterjan tercihi ve protein:deterjan
orant olabilir. 2015 yilinda Singh ve Sigworth tarafindan yapilan bildiriye gore, LMNG
deterjaninin ¢ok diisiik kritik misel konsantrasyonuna sahip olmasi nedeniyle Kriyo-EM
calismalar1 i¢in probleme neden olabilecegi one siiriilse de, bu ¢alismada, Kriyo-EM
caligmalari i¢in gonderilen ii¢ 6rnekten (DDM + FtsH-HfIKC, LMNG + FtsH-HfIKC,
Apol + FtsH-HfIKC), LMNG kullanilarak soliibilize edilen FtsH-HfIKC membran

protein kompleksinin verileri elde edildi.

Ma ve digerleri (2022) tarafindan yapilan ¢aligmada, E. coli FtsH-HfIKC membran
kompleksinin rekombinant olarak elde edilmesi amaciyla ftsh, hflk ve hflc genleri, iki ayr1
plazmit olacak sekilde tasarlanarak; ekspresyon asamasinda kompleks olusturmasi
beklenmis; %0,02 DDM ile soliibilize edilen membran protein kompleksi, plazmitte

bulunan FLAG etiketleri ile saflasgtirllmistir. Biiyiiklikkce Ayirma Kromatografisi
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yapilmayan Orneklerin, Kriyo-EM verilerinde, homojen dagilim gostermedigi; 12’ser
HfIKC membran protein kompleksinin bir “sapka” yapisi olusturarak i¢ kisminda 0 ile 4
arasinda degisen sayida hekzamerik FtsH membran proteinin (periplazmik kisminin)
bulundugu rapor edilmistir. Buna karsin, bu ¢alismada FtsH-HfIKC membran protein
kompleksi tek bir plazmit iizerinde tasarlandi ve ek olarak Biiyiiklik¢e Ayirma
Kromatografisi de yapilarak (Sekil 4.8), basta agregasyon/kirlilikler olmak {izere,

heterojen dagilimin da en aza indirgenmesi saglandi.
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Sekil 4.8. FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin Biiyiikliikce Ayirma
Kromatografisi sonuglari

Saflastirma siireci optimize edildikten sonra, FtsH-HfIKC kompleks yapist kompleks
olusturmalar1 ya da var olan kompleksin daha kararli hale getirilmesi amaci ile ¢apraz
baglanma reaksiyonlarr, DSBU (Disuccinimidyl Dibutyric Urea) ve BS3
(Bis[sulfosuccinimidyl] suberate) (Thermo Fischer Scientific, Amerika) reaktifleri
kullanilarak gergeklestirildi. Capraz baglanma reaksiyonu i¢in ornekler, SDS-PAGE
(%12) ile analiz edilerek bantlar segildi ve deneyler, California Universitesi, Kimya
Boliimii’nde Prof. Dr. Carlito Lebrilla isbirliginde gerceklestirildi. Ornekler,
poliakrilamid jel igerisinde tripsin ile parcalanarak peptitlerine ayristirilmis ve Kiitle

Spektrometresi ile analiz edilmistir.

Capraz baglantilar, farkli programlar ile incelenmis ve sonuglar, FtsH ve HfIKC’nin
kompleks olusturdugunu dogrulamak ile kalmayip; protein i¢i ve proteinler aras1 olmak

tizere 300°den fazla etkilesim ortaya ¢ikartmistir (Akkulak, 2023).

52



4.2. HAIKC’nin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

HfIK ve HfIC membran proteinlerini kodlayan genleri iceren “pAce-HfIKC-His10”
plazmiti, Béliim 4.1°de agiklandigi iizere, “MultiColi” teknigi ile Bristol Universitesi’nde
bulunan Prof. Dr. Christiane Berger-Schaffitzel grubu tarafindan tiretilmistir (Bionissek
ve dig., 2009).

FtsH-HfIKC membran protein kompleksini kodlayan genlerin bulundugu plazmite benzer
sekilde, bu plazmitin de amplifikasyonu gergeklestirilmek tizere ilk olarak E. coli 10beta

(NEB, Ingiltere) konak hiicrelerine aktarildi ve plazmit izolasyonu gerceklestirildi.

HfIK ve HfIC membran proteinlerini kodlayan plazmit iizerinde restriksiyon enzimi
EcoRV (NEB, Ingiltere) ile kesim yapildi ve plazmit dogrulamasi gergeklestirildi.
Sonrasinda plazmit, E. coli Lemo21 (DE3) ve BL21 (DE3) hiicrelerine transforme edildi.
Siirece kiiclik olcekli ekspresyon testi ile devam edilerek optimum kosullar belirlenmek

tizere SDS-PAGE (%12) ile analiz edildi (Sekil 4.9).

Plazmit

Markir EcoRV

Markir  Plazmitler
il Restriksiyon Enzimi EcoRV ile
Kesim

Markir Plazmitlerin FcoRV ile kesim sonuclar

E. coli 10beta konak hiicrelerine =
gerceklestirilen transformasyon g
sonuglar.
(A) ve (B) pAce-HAIKC-His10
plazmitlerini i¢eren hiicreler,

(C) negatif kontrol, (D) pucl9
plazmiti igeren pozitif kontrol.

Plazmit izolasyonu

Sekil 4.9. HfIKC membran protein kompleksini kodlayan plazmitin dogrulanma siireci

Kiiciik olgekte gergeklestirilen optimizasyon caligmalari, Maier ve Perez tarafindan
(2020) yayinlanan protokole gore Boliim 3.2.2°de anlatildigi sekilde gergeklestirildi.
Biiytlitme kosullarinda Lemo21 (DE3) ve BL21 (DE3) olmak iizere iki farkli konak hiicre,
0,2; 0,5ve 1 mM IPTG, 1 mM Ramnoz konsantrasyonu ve 1, 3 ve 16 saatten olusan ii¢

farkli indiiklenme siiresi olmak tizere dort farkli parametre denendi (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. HfIKC membran protein kompleksinin kiiciik 6lgekli ekspresyon testinde
tercih edilen kosullar.

Kosul Hiicre Tipi PTG Konsantrasyonu Ramnoz Konsantrasyonu* indiiksiyon Siiresi

1 BL21 0,2 mM - 1sa
2 BL21 0,2 mM - 3sa
3 BL21 0,2 mM - 16 sa
4 BL21 0,5 mM - 1sa
5 BL21 0,5 mM - 3sa
6 BL21 0,5 mM - 16 sa
7 BL21 1mM - 1sa
8 BL21 1mM - 3sa
9 BL21 1mM - 16 sa
10 Lemo21 0,2 mM - 1sa
11 Lemo21 0,2 mM - 3sa
12 Lemo21 0,2 mM - 16 sa
13 Lemo21 0,5mM - 1lsa
14 Lemo21 0,5mM - 3sa
15 Lemo21 0,5mM - 16 sa
16 Lemo21 1mM - 1lsa
17 Lemo21 1mM - 3sa
18 Lemo21 1mM - 16 sa
19 Lemo21 0,2 mM 1mM 1lsa
20 Lemo21 0,2 mM 1mM 3sa
21 Lemo21 0,2 mM 1mM 16 sa
22 Lemo21 0,5mM 1mM 1lsa
23 Lemo21 0,5mM 1mM 3sa
24 Lemo21 0,5mM 1mM 16 sa
25 Lemo21 1mM 1mM lsa
26 Lemo21 1mM 1mM 3sa
27 Lemo21 1mM 1mM 16 sa
28 BL21 - - 1sa
29 BL21 - - 3sa
30 BL21 - - 16 sa
31 Lemo21 - 1mM lsa
32 Lemo21 - 1mM 3sa
33 Lemo21 - 1mM 16 sa
34 Lemo21 - - 1lsa
35 Lemo21 - - 3sa
36 Lemo21 - - 16 sa

Kiiciik 0Olgekli ekspresyon testinin SDS-PAGE (%12) analizi 20 pg protein
konsantrasyonu ile gerceklestirildi (Sekil 4.10). Ayrica Orneklerin  protein

konsantrasyonlar1 nanodrop cihazinda 6l¢iildii (Tablo 4.7).

SDS-PAGE (%12) analizi ve protein konsantrasyonlari sonuglarina gore, HfKC membran
protein kompleksinin optimum biiyiime kosullar1 E. coli Lemo2l1 (DE3) konak
hiicresinde, 0,5 mM IPTG ve 1 mM Ramnoz varliginda {i¢ saatlik inkiibasyon olarak

belirlendi.
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KDa a1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 10 11 12 13 14 15 16 17 18

HfIK

HAIC

v
kDa M 19 20 21 22 23 24 25 26 27 M 28 29 30 31 32 33 34 35 36

HfIC

Sekil 4.10. HfIKC’nin kiigiik 6lgekli ekspresyon testinin %12’lik SDS-PAGE analizi
(Siralama, Tablo 4.7’de verilen kosullar1 igermektedir)

Tablo 4.7. Kiigiik 6l¢ekli ekspresyon testi sonuglarina gore protein konsantrasyonlari.

Protein Konsantrasyonu

Kosul (mg/ml) A260/A280
1 6,8 1,52
2 7,12 1,53
3 7,17 1,53
4 12 1,51
5 12,5 15
6 12,32 1,52
7 4,6 1,76
8 5 1,63
9 5,65 1,65
10 9,14 1,43
11 9,2 1,44
12 9,22 1,44
13 15 1,7
14 15,42 1,75
15 16,22 1,72
16 4,43 1,64
17 4,22 1,63
18 4,37 1,57
19 9,8 1,62
20 9,58 1,6
21 9,63 17
22 15,8 1,76
23 17 1,75
24 17,8 1,72
25 5,42 1,62
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Tablo 4.7. (Devam) Kiigiik oOlgekli ekspresyon testi sonuglarmma gore protein
konsantrasyonlart.

Protein Konsantrasyonu

Kosul A260/A280
(mg/ml)

26 3,2 1,52
27 4,37 1,61
28 9 15

29 9,7 1,54
30 8,89 1,52
31 15 1,7

32 15,42 1,75
33 16,22 1,72
34 5,03 1,67
35 4,47 1,61
36 4,41 1,68

Kiiciik 0Olgekli ekspresyon testinin sonuglarina gore HfIKC membran protein
kompleksinin, biiylik dlcekte asir1 ekspresyonu gerceklestirildi ve hiicrelerin hasatlarini
takiben sirasiyla sonikasyon, membran ekstraksiyonu ve DDM (%2 al/a) ile
soliibilizasyonu sonrasinda Ni-NTA recinesi ile bir gece inkiibasyona birakilarak
saflastirildi. Sonuglar, %12 SDS-PAGE ile analiz edildi (Sekil 4.11) ve HfIK (45 kDa),
HfIC (38 kDa) beklenilen yerlerde tespit edildi.

Sekil 4.11. Saflastirilan HfIKC membran protein kompleksinin saflagtirma sonuglarinin
SDS-PAGE (%12) analizi (Her bir kuyucuk, 20 pg protein igermektedir). M; Markor
(ABM, Kanada), 1; Sonikasyon sonrasi, 2; Soliibilize Supernatan (DDM), 3; ‘Flow
Through’, 4; Yikama, 5; Eliisyon (100 mM Imidazol), 6; Eliisyon (200 mM Imidazol), 7;
Eliisyon (300 mM Imidazol), 8; Eliisyon (400 mM Imidazol).

Bir litre hiicre kiiltiiriinden elde edilen HfIKC membran protein kompleksi, 400 mM
Imidazol iceren eliisyonda daha saf olarak elde edildigi hem SDS-PAGE (%12) analizi
ile, hem de konsantrasyonlarda A260/A280 oraninda da gozlemlendi (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. HfIKC saflagtirma siirecinde konsantrasyon sonuglari.

Ornek Protein
(HfIKC) Konsantrasyonu (mg/ml) A260/A280

Sonikasyon Sonrasi 45 1,72
Soliibilize Membran 20 1,4
Soliibilize Membran 82 17

(Denge Tamponu ile ekilibre edildi) ' ‘
Flow Through 7,1 1,9
Yikama 1,22 1,87

Eliisyon 0,45 1

(Konsantre, 400 mM Imidazol)

HfIKC membran proteininin iiretim ve saflastirma siirecinin, FtsH-HfIKC membran
protein kompleksi ile karsilastirildiginda daha zorlu bir gergeklestigi sdylenebilir. Bunun
nedeni olarak, HfK ve HfIC membran proteinlerinin, birlikte HfIKC kompleksini
olusturmada yeterli diizeyde kararli olmamasidir, kararli bir yap1 i¢in FtsH nin de gerekli
oldugu soylenebilir. HfIK ve HfIC olarak iki membran protein de, periplazmik domaine
dogru biiytik bir C-terminale ve N-terminalde bulunan transmembran segmentine sahiptir.
Yapilan c¢alismalar, HfIK ve HfIC’nin N-terminallerinde bulunan transmembran
segmentlerinin, protein tagimasi i¢in normalden daha fazla hidrofobik amino asit dizisine
sahip oldugunu gostermistir (Izard ve Kendall, 1994). Bu sinyal dizisinin sahip oldugu
ozellik ile, SecA-SecYEG-SecDF holotranslokonunun mekanizmasini hizlandirarak ¢ok
cabuk bir sekilde translokasyonun gergeklesmesini sagladigi diistiniilmektedir (Kihara ve
Ito. 1998). Ancak HfIKC membran proteinlerinin sahip oldugu uzun hidrofobik amino
asit dizisi, kararl1 yap1y1 ve dolayisi ile afinite ile saflagtirmay1 negatif etkileyen bir durum

olabilir.

HfIK ve HflIC nin yapilarina bakildiginda, hidrofobik sekans dizisi, FtsH olmadigi siirece
hiicrede “acikta” kalmaktadir ve bu proteinlerin katlanma ve fonksiyonlarini
kazanabilmek icin istenmeyen bir ozelliktir. Hiicrede FtsH dogal olarak {iretilse dahi,
HfIKC’nin rekombinant asir1 ekspresyonunda yetersiz kalmaktadir. Bu da HfIKC’nin
stabilitesinde 6nemli bir etken olabilir. Banuett ve Herskowitz, 1987 yilinda yaptigi
calismada HfIK ve HfIC’nin birbirlerini kararl hale getirdigini rapor etse de, Kihara ve
Ito tarafindan 1998 yilinda yapilan ¢aligmaya paralel olarak bu calismada da FtsH’nin
HfIK ve HfIC’yi kararli hale getirdigi bulundu.
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4.3. FtsH ve FtsH-HfIKC’nin Biyokimyasal Karakterizasyonu

FtsH ve FtsH-HfIKC membran protein komplekslerinin biyokimyasal 6zelliklerini ve
farkliliklarini ortaya ¢ikartabilmek i¢in gerceklestirilen karakterizasyon ¢alismalari, hem
ATPaz hem de Proteaz aktiviteleri esas alinarak yapildi. Bu dogrultuda saflastirilan FtsH
ve FtsH-HfIKC membran proteinlerinin farkli konsantrasyonlarda ATP iceren
reaksiyonlar kurularak ATPaz aktiviteleri incelendi. Benzer sekilde, proteolitik
aktiviteleri de farkli substrat konsantrasyonlarinda ve sicakliklarda 5 mM ATP iceren ve

icermeyen reaksiyonlari ile belirlendi.
4.3.1. FtsH ve FtsH-HfIKC’nin ATPaz Aktivitesi

Proteinlerin in vitro ATPaz aktivitesini 6lgmek ig¢in kullanilan tekniklerin temelinde
serbest inorganik fosfatin (Pi) tespit edilmesi bulunmaktadir. FtsH’nin ATPaz
aktivitesinde de serbest inorganik fosfat (Pi) ortaya ¢ikmaktadir. FtsH, ATPaz aktivitesi
sonucunda, ATP hidrolize ugramakta, ADP ve serbest fosfata doniismektedir. Bu, FtsH'in
konformasyonel degisiklige ugramasi ile sonuglanmaktadir. EnzChek Fosfat Ol¢iim Kiti
(Thermo Fisher Scientific, ABD) igerisinde bulunan piirin niikleozit fosforilaz (PNP)
enzimi, serbest inorganik fosfat (Pi) varliginda 2-amino-6-merkapto-7-metilpurin ribosit
(metiltioguanozin, guanosin analogu: MESG)’i riboz 1-fosfat ve 2-amino-6-merkapto-7-
metilpurine doniistiirmektedir. MESG substratindan enzimatik reaksiyon ile 2-amino-6-
merkapto-7-metilpurinin agiga ¢ikmasi sonucu, MESG’nin maksimum absorbans degeri
olan 330 nm’den 360 nm’ye dogru spektrofotometrik bir kayma meydana gelmektedir

(Sekil 4.12).

- ; ? g 2
2y M 2 PNP S <Y
S P o | eV L4
‘-)50 ;t/ { + i o + “O [#]
4 »
MESG Riboz 1-fosfat 2-amino-6-merkapto-7-metilpiirin

Sekil 4.12. ATPaz aktivitesinin 6l¢lim mekanizmasi

FtsH ve FtsH-HfIKC’nin ATPaz aktivitelerinde serbest fosfat (Pi) Olclimlerini
gergeklestirebilmek i¢in ilk olarak fosfat standart egrisi olusturuldu. Olusturulan serbest
Pi kalibrasyon egrisinde belirlenen OD3sso degeri (Sekil 4.13), 6rneklerin dlgiimlerinde

doygunluga ulagilan dakikanin optik yogunluk degerinden sifirinct dakikanin optik
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yogunluk degeri ¢ikartilarak eslestirildi. Enzimatik aktivite, dakikada 1 mikromol serbest

fosfatin liretimi saglayan enzim miktar olacak sekilde U/mg cinsinden hesaplanda.

y=10,0108x - 0,0019
R*=10,9999 e

0 20 40 60 80 100
Pi pM

Sekil 4.13. Fosfat standart egrisi

Ayni zamanda ATPaz aktivite deneyleri, ticari olarak satin alinan liyofilize Adenozin
5-Trifosfataz enzimi kullanilarak gerceklestirildi. Bu dogrultuda, 1 mM ATP varliginda
0,02; 0,03 ve 0,04 U/mg Adenozin 5-Trifosfataz enziminin 6l¢timleri yapildi (Sekil 4.14).

09
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0.7

0,6

04

03

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
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~—0,02 Umg ATPaz 0,03 U/mg ATPaz 0,04 U/mg ATPaz

Sekil 4.14. Farkli konsantrasyonlarda Adenozin 5-Trifosfataz (Merck, Almanya)
kullanilarak zamana kars1 gerceklestirilen kontrol deneyi sonuglari

FtsH membran proteininin sahip oldugu ATPaz aktivitesi, giiniimiize kadar yapilan
caligmalarda kismen veya dolayl olarak karakterize edilmistir. Bu karakterizasyonlar,
sitoplazmik domaini tagiyan FtsH mutant ile elde edilmis olup, tam uzunluktaki proteinin
sitoplazmik kismindan daha yiiksek proteolitik aktiviteye sahip oldugu ortaya
cikartlmistir (Carvalho ve dig., 2020). Daha 6nce yapilan bir ¢calisma, proteaz ve ATPaz

alant (G399L) arasindaki glisin rezidiisiinii mutasyona ugratmanin FtsH aktivitesinin
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kaybina yol ac¢tigini1 da gostermistir (Vostrukhina ve dig., 2015). Carvalho ve digerleri
(2020) tarafindan yapilan ¢alismada ise FtsH’nin aktivite sonuglari, yiiksek oranda ATP
varliginda fosfat saliniminin daha yiiksek oldugunu tespit edilmis olup; ATP miktarinin
ATPaz aktivitesini 6lgmek i¢in sinirlayict bir faktor oldugu sonucuna varilmistir. Bu
sonuca paralel olarak bu caligmada elde edilen bulgulara gore, FtsH, 10 mM ATP
substrat1 varliginda aktivitesi daha yiiksektir, ancak 75. dakika itibari ile plato olusumu

goriiliirken, | mM ATP varliginda aktivite 75. dakikada halen artmaktadir (Sekil 4.15).

FtsH ve FtsH-HfIKC’nin spesifik ATPaz aktivitesini hesaplamak i¢in 1, 5 ve 10 mM
ATP; Km Ve Vmax degerlerini hesaplamak amaci ile sirast ile 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 ve 20
mM ATP varliginda serbest salinan fosfat dlgtimleri Bolim 3.2.5’te agiklandigi sekilde
gerceklestirildi. Bu dogrultuda 2 pM FtsH ve FtsH-HfIKC’nin spesifik ATPaz
aktiviteleri, U/mg cinsinden hesaplandi (Sekil 4.16).

0,7

0 15 30 45 60 75
Zaman (dk)

FtsH+ 1 mM ATP FisH + 5 mM ATP FisH + 10 mM ATP
FtsH-HAIKC + 1 mM ATP —8—FtsH-HfIKC + 5 mM ATP FitsH-HAKC + 10 mM ATP

Sekil 4.15. FtsH ve FtsH-HfIKC’nin 1, 5 ve 10 mM ATP konsantrasyonlarindaki serbest
fosfat salinimlariin 360 nm’de zamana kars1 ol¢timleri

Bir ATPaz tinitesi, bir dakikada ve 25 °C’de, fosfatin inorganik fosfata doniismesini
katalizleyen enzim miktar1 olarak ifade edilmektedir ve asagida verilen Denklem

(4.1)’deki sekilde;

nmol (Pi)

ATPaz Aktivitesi (nmol/min/pl) = C@XVeD

x Diltisyon Faktorii (4.1)

hesaplanmaktadir (Rule ve dig., 2016).
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Sekil 4.16. FtsH ve FtsH-HfIKC’nin 1, 5 ve 10 mM ATP konsantrasyonlarinda
hesaplanan spesifik aktivitesi

2 uM FtsH’nin spesifik ATPaz aktivitesi, 10 mM ATP varliginda 9,97 U/mg; 2 uM FtsH-
HfIKC’nin spesifik ATPaz aktivitesi ise 10 mM ATP varhiginda 3,85 U/mg olarak elde
edildi.  Spesifik aktiviteler karsilastirildiginda, FtsH’nin ~ ATP’nin  artan
konsantrasyonlarda gosterdigi artis, FtsH-HfIKC i¢in gecerli olmadig1 goriilmektedir.
Bunun nedeni olarak HfIKC’nin proteolitik aktivitede de benzer sekilde, FtsH’ye

sagladig1 “secicilik” oldugu sdylenebilir.

FtsH’in hekzamerik yapisi, on iki transmembran sarmalindan meydana gelmektedir.
FtsH’nin ATPaz domaininde bulunan korunmus arjinin aminoasitleri, FtsH’nin
oligomerizasyonunda énemli rol oynamaktadir (Bieniossek ve dig., 2009; Vostrukhina ve
dig., 2015; Carvalho ve dig., 2020). Bu domainde ATPaz aktivitesinin karakterizasyonu
amaci ile FtsH ve FtsH-HfIKC’nin 1, 2, 3,4, 5, 10, 15 ve 20 mM ATP varliginda aktivite
Ol¢iimleri Boliim 3.2.5°te anlatildig1 sekilde gergeklestirildi ve verilere gore 1/Vo’a
karsilik 1/[S] grafikleri olan Lineweaver-Burk plotlari ¢izilerek Km ve Vmax degerleri
hesaplandi. Carvalho ve digerleri tarafindan 2020 yilinda yapilan c¢alismada, ATPaz
aktivitesinin, FtsH’nin sitozolik kisminin lipit ¢ift tabakaya uygun bir sekilde “egilerek”
olusturdugu konformasyonel degisiklik sayesinde gerceklestigi onerilmistir. Bu durumda,
FtsH’ye baglanarak kompleks olusturan HfIKC’nin bu egimi, substrat afinitesine bagl
olarak “secici” hale getirdigi; bu nedenle de FtsH’ye oranla daha diisiik spesifik aktiviteye

sahip oldugu sdylenebilir.
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FtsH’nin ve FtsH-HfIKC’nin ATPaz aktivitelerini daha fazla karsilastirabilmek i¢in,
Michaelis-Menten  sabitleri, Kmn ve  Vmax  hesaplamalari, farkli  ATP
konsantrasyonlarindaki baslangi¢c hizlarma gore Lineweaver-Burk grafikleri lizerinden
hesapland1 (Sekil 4.17-18). ATPaz aktiviteleri, Carvalho ve digerlerinin (2020) yaptigi
calismada kullandiklar1 FtsH’nin termofilik olmasi nedeni ile kullandiklar1 yiiksek
sicakliklardan farkli olarak bu calismada, 37 °C’de olgiildii. Sonuglar, FtsH ve FtsH-
HfIKC’nin ATPaz aktivitesinin Ky degerlerinin sirasi ile 2,79 mM ve 2,33 mM oldugunu
gostermektedir. FtsH’nin ATPaz aktivite sonucundan elde edilen 2,79 mM K degeri,
Carvalho ve digerleri (2020) tarafindan yapilan ¢calismaya gore oldukga yiiksektir. Bunun
nedenleri olarak, Carvalho ve digerleri (2020) tarafindan yapilan ¢alismada kullanilan
FtsH membran proteinlerinin, hekzamerik/dodemerik yapiya ve yiiksek sicakliklarda
aktivitelerini koruyabilmeye bagli olarak afinitesinin yiikselmesi veya farkli metot ile Pi
Olciimiinilin gergeklestirilmesi ile ilgili olabilir. Bu ¢alismada kullanilan FtsH ve FtsH-
HfIKC nin Km (strast ile 2,79 mM ve 2,33 mM) ve Vmax (sirast ile 0,242 min™ ve 0,203
min™) degerleri kendi iglerinde karsilastirildiginda degerlerin birbirlerine ¢ok yakin
oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara gore ATPaz aktivitesi incelendiginde FtsH-HfIKC,
FtsH’ye gore daha yiiksek afiniteye sahip oldugu, ancak reaksiyon hizinin FtsH’ye gore
daha diistik oldugu soylenebilir.

16
14

12
y = 11,498x + 4,1259

10 PY . R2=0,9571
= -
z 8
— --..'.-'
6 e
e
4 "ot
2
' 0
-0,5 -0,3 -0,1 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9

1/[S]

Sekil 4.17. FtsH’nin 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 ve 20 mM ATP varliginda gergeklestirilen ATPaz
aktivite 0l¢timleri ile olusturulan Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.18. FtsH-HfIKC’nin 1, 2, 3,4, 5, 10, 15 ve 20 mM ATP varliginda gergeklestirilen
ATPaz aktivite 6l¢iimleri ile olusturulan Lineweaver-Burk grafigi

4.3.2. FtsH ve FtsH-HfIKC’nin Proteolitik Aktivitesi

Metalloproteaz sinifinda bulunan FtsH’nin ve FtsH-HfIKC’nin proteolitik aktivitesinin
Ol¢iimii, Bolim 3.2.7°de belirtildigi lizere gercgeklestirildi. FtsH’nin yani sira, onun
modiilatorii olarak tanimlanan HfIKC’nin de ayrica proteolitik aktivitesi dl¢tildii. Bu
kapsamda Tripsin’in, evrensel proteaz substrati olan rezofurin-etiketli Kazein (Roche,

Isvigre) ile pozitif kontrol deneyi gerceklestirildi (Sekil 4.19).

0,5

-

0,45
0,4
0,35
03

0,25

ABS;7,

0,2
0,15
0,1
0,05

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Zaman (dk)

Sekil 4.19. Tripsin (Thermo Fischer Scientific, Amerika) ile %0,4 kazein kullanilarak
gergeklestirilen proteolitik aktivite kontrol deneyi
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ATP icermeyen proteolitik aktivite deney sonucuna gore FtsH, 37 °C’de 5 mM ATP
varliginda daha yiiksek aktiviteye sahiptir. Bu noktada ATP’nin FtsH’nin proteolitik
aktivitesi i¢in bir itici gii¢ sagladig distiniilebilir. Benzer bir sonug, FtsH-HfIKC i¢in de
gegerlidir. ATP varhiginda FtsH-HfIKC aktivitesi, ATP igermeyen proteolitik aktivite
sonucuna gore daha yiiksek seviyededir (Sekil 4.20). FtsH ve FtsH-HfIKC
karsilagtirildiginda, HfIKC’nin FtsH’nin modiilatorii olarak goérev yaptigi; FtsH’nin
proteolitik aktivitesini negatif yonde etkileyerek segicilik kazandirdigi bu sonuglarda da

gbze carpmaktadir.
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Sekil 4.20. FtsH ve FtsH-HfIKC’nin %0,4 kazein ile 37 °C’de gerceklestirilen proteolitik
aktivite deney sonuglari

Proteolitik aktivitenin sicaklikta nasil gerceklestigini anlamak tizere 50 °C’de yapilan
deney sonuglari, FtsH’nin 30. dakikadan sonra proteolitik aktivitesinin diger 6rneklere
gore hizla arttigin1 gosterdi (Sekil 4.21). Benzer sekilde, Ruer ve digerleri tarafindan 2018
yilinda yapilan c¢aligma, Thermotoga maritima FtsH icin sicaklik faktoriiniin
konformasyonel degisiklikte anahtar rol oynadig: rapor edilmistir. Ancak bu durum, bu
sicaklikta FtsH-HfIKC’nin proteolitik aktivitesinin FtsH’nin ATP icermeyen
konsantrasyonuna gore daha yiiksek olmasini agiklamamaktadir. FtsH nin, sicaklik ve
ATP varliginda stabilitesini koruyamamis olabilecegi diisiiniilmektedir; bu da, Ma ve
digerleri tarafindan (2022) yapilan c¢alismada “sapka” olarak HfIKC’nin, FtsH’nin

stabilitesini sicaklikta arttirabilecegi anlamina gelmektedir.
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Sekil 4.21. FtsH ve FtsH-HfIKC’nin %0,4 kazein kullanilarak ATP varlig1 ve yoklugunda
50 °C’de gergeklestirilen proteolitik aktivite sonuglar

Akiyama tarafindan 2002 yilinda yapilan ¢aligmada, HfIKC’nin proteolitik aktivitesinin
bulunmadigi rapor edilmistir. Bu sonuca benzer sekilde, bu ¢alismada da 5 mM ATP
varliginda ve yoklugunda HfIKC’nin 574 nm’de yapilan dlglimler sonucu proteolitik

aktivitesine sahip olmadigi gozlemlendi.

Bagil aktiviteler, 37 °C’de ATP yoklugunda FtsH %100 alinarak hesaplandi. Buna gore,
ayni sicaklikta 5 mM ATP varliginda gerceklestirilen reaksiyonda FtsH’nin bagil
aktivitesi %91; FtsH-HfIKC’nin ise 5 mM ATP varliginda ve yoklugunda sirasi ile %39
ve %40 olarak hesaplandi. Benzer sekilde, FtsH-HfIKC’nin 50 °C’de 5 mM ATP
varliginda ve yoklugundaki reaksiyonlarinda sirasi ile %35 ve %40 olarak hesaplanirken
FtsH’nin bagil aktivitesi, ATP yoklugunda %60 olarak bulundu (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Bagil proteolitik aktiviteler.

Ornek Sicakhik (SA;—EA) AE?i%lilte
FtsH 37°C - %100
FtsH 37°C + %91
FtsH 50 °C - %60

FtsH-HfIKC 37°C - %39
FtsH-HfIKC 37°C + %40
FtsH-HfIKC 50°C - %40
FtsH-HfIKC 50°C + %35
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Bu sonuglar karsilastirildiginda, HfIKC’nin FtsH’nin proteolitik aktivitesinde diisiise
neden oldugu goriilmektedir. Kihara ve digerlerinin (1996) yaptig1 ¢alisma ile benzer
olarak, elde edilen sonug¢lar, FtsH’nin HfIKC ile kompleks olusturdugu zaman proteolitik
aktivitenin negatif yonde etkilendigini gostermektedir. HfIKC’nin proteolitik
aktivitesinin olmamasi ise beklenen bir durumdur. Ayrica, bu sonuglar, FtsH nin protein
tiriine gore hareket ettigini isaret etmektedir: Coziiniir protein substratlari, FtsH

tarafindan ATP’ye ihtiya¢ duyulmadan degrade edilebilir.
4.4. Transmisyon Elektron Mikroskopisi (TEM) Analizleri

Saf proteinin, Kriyo-EM ile yapisinin elde edilmesinden once, negatif boyama islemi
gerceklestirilmektedir. Bu sayede 6rnegin homojenligi/heterojenligi hakkinda bilgi sahibi
olunmakta; daha da 6nemlisi 6rnegin kalitesi degerlendirilebilmektedir (Booth ve dig.,
2011). TEM’de analiz igin gergeklestirilen negatif boyama islemi, 6rneklerin yiiklii agir
metal iyonlarla kaplanmas1 aracilig1 ile gergeklestirilmektedir; agir metaller, 6rnegin

etrafin1 karanlik hale getirerek, kontrast saglamaktadir.

TEM’de analizlerde fosfotungstik asit, metilamin tungstat, silikon tungstat, uranil asetat
gibi ¢ok sayida agir metal iyonlar1 bulunmaktadir ve yaygin olarak fosfotungstik asit
kullanilmaktadir (Rames ve dig., 2014). Ancak, uranil asetat ve uranil format gibi tuz
benzeri agir metaller, heniiz bilinmeyen bir sekilde fosfotungstik aside gore daha hizl
protein yapisini sabitledigi Rames ve digerleri tarafindan 2014 yilinda rapor edilmistir.

Bu baglamda, bu ¢alismada da uranil asetat kullanildi.

FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin hafif deterjan (DDM ve LMNG) ve amfipol
iceren 0,05 mg/ml konsantrasyonlarinin TEM gorintiileri sirast ile Sekil 4.22-24’te
verildi. Elde edilen goriintiilerde, 20 nm boyutunda FtsH-HfIKC komplekslerinin
bulundugu tespit edildi. Sonuclarin, Carvalho ve digerleri (2020) tarafindan
gerceklestirilen FtsH nin TEM analiz sonuglari ile uyumlu oldugu gézlemlendi. Ayrica,
farkl1 soliisyonlardaki 6rneklerin, homojen dagilim gosterdigi ve dolayisi ile Kriyo-EM

ile veri toplamak i¢in uygun oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.22. FtsH-HfIKC’nin DDM igerisindeki elektron mikrografi (100000x). Kompleks
yaklasik olarak 20 nm biiyiikliige denk gelmektedir (Olgek cubugu, 100 nm)

Sekil 4.23. FtsH-HfIKC’nin amfipol igerisindeki elektron mikrografi (72000x).
Kompleks yaklasik olarak 20 nm biiyiikliige denk gelmektedir (Olgek gubugu, 100 nm)
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FtsH-HfIKC & %0,005 LMNG

Sekil 4.24. FtsH-HfIKC’nin LMNG igerisindeki elektron mikrografi (58000x). Kompleks
yaklasik olarak 20 nm biiyiikliige denk gelmektedir (Olgek ¢ubugu, 200 nm)

Sonuglar, deterjan (DDM) ve Amfipol igerisinde bulunan FtsH-HfIKC membran protein
kompleksinin benzer biiyiikliikte oldugunu, dolayisi ile homojen dagilimda bir fark
olmadigin1 gostermektedir. Bunun nedeni, Amfipole gecirilen FtsH-HfIKC membran
protein kompleksinin daha 6ncesinden DDM ile saflastirilmasi kaynakli olabilir. Bu
calismada, FtsH-HfIKC’nin TEM goriintiileri neredeyse birbirinin aynisidir. Ancak,
Kriyo-EM igin hazirlanan LMNG, DDM ve Amfipol i¢eren 6rneklerin DDM ve Amfipol
icerisinde degradasyona ugradigi, bu nedenle sadece LMNG igeren FtsH-HfIKC

membran protein kompleksinin verisinin toplanabildigi goriildii.
4.5. FtsH-HfIKC’nin Yapisal Karakterizasyonu

FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin %0,005 LMNG deterjant ile misel
olusturulmus yapisinin mikrograflari, ilk olarak RELION 4.1 (Scheres, 2012)
programinda, sonrasinda ise CryoSPARC (Punjani ve dig., 2017) programi kullanilarak
Boliim 3.2.8’de anlatildig: sekilde islendi. Ayn1 zamanda, FtsH-HfIKC membran protein
kompleksinin %0,01 DDM deterjani iceren yapisinin SAXS analizleri gergeklestirildi. Bu
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dogrultuda elde edilen modeller, UCSF 1.16 (Pettersen ve dig., 2004) ve ChimeraX
(Meng ve dig., 2023) programinda gorsellestirildi.

4.5.1. Kriyo-EM Tekli Par¢acik Veri Toplama Parametreleri

Saflagtirilan FtsH-HfIKC membran protein kompleksini i¢eren o6rnekler, soguk zincir ile
Hollanda’ya gonderildi. Mikrograflar, Thermo Fischer Scientific, Dr. Deniz Ugurlar
tarafindan Titan Krios Elektron Mikroskobu’nda toplanmistir. Veriler Falcon 4
dedektoriinde; piksel boyutu 0,929 A; doz hiz1 6,5 e/pix/s; toplam doz 50 e/A
parametrelerinde toplanmis ve maruz kalma siiresi 8,92 s; mikrograf sayis1 (goriintii

sayis1) 6632 olarak sonuglanmugtir.

Kriyo-EM’de 6rnegin maruz kaldigi elektron dozu, her bir mikrografta bir dncekine gore
artmaktadir. Bu durumda ilk mikrograf, en az radyasyon hasarina sahip mikrograf
olmaktadir. Elektronlarin birikmesi, yiliksek kontrastli goriintiileri saglamaktadir ancak
radyasyon hasar1 nedeni ile yiiksek ¢oziiniirliiklii bilgiler hizla bozulmaya ugramaktadir.
Bu nedenle mikrograflarda doz agirliklandirma algoritmasi gelistirilerek bir filtreleme
yontemi uygulanmaktadir. Bu sayede, mikrograflarda radyasyon hasar1 goérmiis dgeler
uzaklastirtlarak goriintli isleme siireci icin en 1iyi bilgilerin kullanilmasi saglanmaktadir
(Kiihlbrandt, 2014). FtsH-HfIKC’yi1 iceren mikrograflar, doz agirliklandirilmis olarak

modeli gelistirmek tizere tarafimiza ulastirilmistir.
4.5.2. RELION 4.1°de Tekli Parcacik Goriintii isleme Siireci

RELION 4.1 programina erisim, Bristol Universitesi aracilif1 ile uzaktan saglanarak
goriintii isleme stireci tamamlandi. Bu dogrultuda, mikrograflar, RELION 4.1 programina
aktarildi ve On-iglemenin bir parcasi olarak Kontrast Transfer Fonksiyon Tahmini
basamagina gegildi. Elektron mikroskobundan iki boyutlu (x, y) olarak elde edilen
mikrograflarin iiclincli boyutlarini (z) ortaya cikartabilmek adina, odak dis1 (defokus)
degeri kullanilmaktadir. Odak dis1 deger, optik eksen boyunca z-yiiksekligine karsilik
gelmektedir. Sagilim gosteren elektronlar bir sinyal vermekte ve bu sinyalin, odak dist
degere bagli olarak protein ve su molekiillerinden geldiginden emin olmak iizere kontrast
transfer fonksiyonu isleminden gegcirilmektedir. Kontrast Transfer Fonksiyon Tahmini

islemi sayesinde, Fourier doniisiim sonuglart elde edilmekte ve uzamsal frekansa bagh
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sonuglar goriilmektedir (He ve Scheres, 2017). FtsH-HfIKC membran protein
kompleksinin mikrograflarina ait Kontrast Transfer Fonksiyonu Tahmini isleminin
Fourier doniisiimlerindeki olusturdugu sinyal, halkalar seklinde goriilmektedir. Bu

halkalarin arkasinda kalan kisim ise giiriiltiidiir (Sekil 4.25).

Dot DWDtaFoMole 18813721 Data 18933429 10KXIATL 20226719 193509, KER.patch ailgned. dosex I

/N

Kontrast Transfer
Fonksiyon
Tahmini ve

Fourier Doniigiimii |

|

Sekil 4.25. FtsH-HfIKC oOrneginin mikrograflarinin Kontrast Transfer Fonksiyonu
tahmini ile Fourier Doniistimii

RELION 4.1’de FtsH-HfIKC membran protein kompleksi olan parcaciklar, alt kiime
secimi (Subset Selection) islemi ile secildi. Bu islem i¢in kontrast transfer fonksiyonu
tahmininden gelen meta veri kullanildi ve bu verilere gore ilk 10 mikrograf {izerinden
denemeler gergeklestirildi. Daha sonrasinda tiim mikrograflar tizerinde ¢oziintrligi 4,5
A ve iistii olan pargaciklari igeren 5708 mikrograf secildi. Bu mikrograflardan, Laplacian-
of-Gaussian (LoG) filtresine dayanarak referans gerektirmeden 1786815 parcacik,
otomatik se¢im (Autopick) islemi ile segildi (Sekil 4.26).

- , 18833721 Data_ 193909_EER, _pltch_allunod_ﬂw

Sekil 4.26. FtsH-HfIKC parcaciklari iceren otomatik se¢im sonucu

70



Parcacik se¢imi, 6n islem olarak ele alindiginda Sekil 4.26’da da goriildiigi tizere ¢ok
sayida diisiik kalitede ve yanlis pozitif parcaciklar icerebilmektedir. Ancak iki Boyutlu
Siiflandirma islemi birkag kez tekrar edilerek bu hatali parcaciklar filtrelenmektedir. Bu
dogrultuda VDAM (Variable-metric gradient Descent algorithm with Adaptive Moments
estimation) algoritmasi kullamlarak Iki Boyutlu Siniflandirma (2D Classification) islemi
gergeklestirildi. Bu siiflandirma isleminde parametreler, maske cap1 480 A, diizenleme

parametresi 2 secilip 200 smif olusturulacak sekilde 750 iterasyon ile tamamlandi.

Iki boyutlu siniflandirma sonrasinda parcaciklar secildi ve hem VDAM algoritmasi hem
de EM (Expectation Maximization) algoritmas1 ile parametreler, maske cap1 480 A,
diizenleme parametresi (T) 2 secilip 10 siif olusturacak sekilde 1000 iterasyon ile ayri
ayr1 tekrar Iki Boyutlu Smiflandirma yapildi (Sekil 4.27). Farklr algoritmalar kullanilarak
gerceklestirilen bu Iki Boyutlu Smiflandirma islemleri sonrasinda siniflar secildi ve iki
algoritmadan gelen toplamda alt1 tane iki boyutlu siif, birlestirilip (JoinStar) duplike
parcaciklar ¢ikartildi ve 60094 pargacik elde edildi.

Sekil 4.27. VDAM (A) ve EM (B) algoritmast kullanilarak olusturulan iki boyutlu
FtsH-HfIKC parcacik siniflar

Iki Boyutlu Smiflandirmalardan gelen pargaciklar pargacik kutu boyutu 512 piksel olacak
sekilde ekstrakt edildi ve Sekil 4.28’de gosterilen sekilde parametreler degistirilerek ab-
initio modeli olusturuldu. T degeri, Scheres ve Chen tarafindan 2012 yilinda yapilan
calismaya gore, sinyal — giiriiltii oran1 arasindaki uyumu saglamaktadir. Rapora gore bu

deger, U¢ Boyutlu Siniflandirmalarda (3D Classification) 2-4 arasinda olmalidir,
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genellikle giiriiltli fazla ise T degeri distriilmekte, diisiik c¢oziintrlikte ise
arttirilmaktadir. Bu dogrultuda ab-initio modeli olusturulurken 3 ve 4 degerleri, C1 ve C6

simetrilerde, VDAM algoritmasi kullanilarak 500 ile 1000 iterasyon ile denemeler yapildi

(Sekil 4.28).

Diizenleme Diizenleme Diizenleme Diizenleme Diizenleme
Parametresi: 4 Parametresi: 4 Parametresi: 3 Parametresi: 3 Parametresi: 4
Simetri: C1 Simetri: C1 Simetri: C1 Simetri: C6 Simetri: C6
500 iterasyon 1000 iterasyon 1000 iterasyon 1000 iterasyon 1000 iterasyon

Pk
e

1 2 3 4 5

Sekil 4.28. Farkli parametreler denenerek gergeklestirilen ab-initio modellerinin
goriintiileri (listte) ve yapilari (altta)

Ab-initio modelleri incelendiginde, Sekil 4.28°de 5 ile numaralandirilan modelin dahi
dinamik yapiya sahip oldugu goriildii. Bu nedenle, Bristol Universitesi’'nde es zamanl
olarak elde edilen ve Dr. Burak V. Kabasakal tarafindan goriintii isleme siireci devam
ettirilen modelin, ab-initio modeli olarak kullanilmasinin daha uygun olduguna karar
verildi (Sekil 4.29).

Sekil 4.29. U¢ Boyutlu Siniflandirma igin kullanilan ab-initio modeli
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Uc Boyutlu Siniflandirma, Sekil 4.29°da verilen ab-initio modeli ile maske odakl1 olarak
iki kez tekrar edildi. Bu dogrultuda sinif sayisi1 3, diizenleme parametresi 2 ve 4 olmak
lizere, simetri C6, iterasyon sayis1 25 ve maske ¢ap1 480 A olarak baslatildi. U¢ Boyutlu
Siniflandirma sonuglari, Sekil 4.30-31°de verildi. Bu dogrultuda diizenleme parametresi

4 olan 3 numarali sinifin sahip oldugu pargacik sayisi sirast ile 4730 olarak belirlendi.

Sekil 4.30. Birinci Ug Boyutlu Siniflandirma sonuglarinin gériintiileri (iistte) ve yapilari
(altta)

a
ho
SR Y

é
N\&

Sekil 4.31. Ikinci Ug Boyutlu Siniflandirma sonuglarmin gériintiileri (iistte) ve yapilari
(altta)
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Parcacik sayisinin diisiik olmasi nedeni ile, bir U¢ Boyutlu Siniflandirma, sinif sayisi 1,
T degeri 4, iterasyon sayisi 25 ve ¢oziiniirliikk limiti 5’e ayarlanarak tekrar edildi ve 13,6

A ¢oziiniirliikte 58899 pargaciktan olusan bir sinif elde edildi (Sekil 4.32).

15 nm

Sekil 4.32. Ugiincii U¢ Boyutlu Siniflandirma sonucunun gdriintiisii (solda) ve yapisi
(sagda)
Ugiincii ii¢ boyutlu siniflandirmadan gelen harita ile Ug Boyutlu lyilestirme (Refine3D)
islemi gerceklestirildi (Sekil 4.30). Bu iyilestirme ile 13,58 A ¢oziiniirliikte harita elde
edildi.

15 nm

Sekil 4.33. Ug Boyutlu lyilestirme sonucunun goriintiisii (solda) ve yapisi (sagda)

Tiim bu sonuclar, FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin esnek ve dinamik yapisini
gostermektedir. Dinamik yapinin, ¢oziiniirliige olan negatif etkisi nedeni ile, FtsH ve
HfIKC iizerinde ayr1 ayri1 ¢oklu-gévde iyilestirme islemi (Multi-Body Refinement)

gerceklestirildi (Nakane ve dig., 2018). Bunun igin, iyilestirme isleminden sonra elde
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edilen harita UCSF Chimera 1.16 iizerinde ikiye boliindii. Bu sayede veri kiimesinde
parcalara ayrilan kisimlarin birbirlerine bagli olarak nasil ve ne kadar bagh sekilde
hareket ettiklerini agiklayan degerler elde edildi. Sigma agilari, pargcacigin Euler agilarinin
standart deviasyonunu tanimlamaktadir ve par¢acigin daha kararli kismi i¢in 10 derece,
daha hareketli kismi icin ise bu degerin 15-30 derece arasinda olmasi gerektigi
bildirilmistir (Nakane ve dig., 2018). Ayrica Sigma ofset degeri de bahsedilen standart
deviasyonun piksel karsilig1 olarak ele alinmaktadir. Bu dogrultuda, programda dokuz
farkli deneme gerceklestirilerek en yiiksek ¢oziiniirliiklii coklu-govde iyilestirme islemi

gerceklestirildi (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Coklu govde iyilestirme islemi i¢in optimize edilen parametreler.

Referans Sigma Ofset Degeri Sigma A¢1 Degeri Eigen Vektor  Coziiniirliik

Harita FtsH HfIKC  FtsH  HfIKC Degeri A)
Sekil 4.29 2 5 30 10 3 75
Sekil 4.29 5 2 30 10 3 7.4
Sekil 4.33 2 5 10 30 3 9,3
Sekil 4.33 5 2 30 10 3 7.9
Sekil 4.33 5 5 30 30 3 7.9
Sekil 4.33 5 5 30 30 5 7.9
Sekil 4.29 5 5 30 10 5 8,3
Sekil 4.29 5 5 30 30 5 75
Sekil 4.29 5 5 40 40 5 8,0

Sonuglara gore, en yiiksek ¢oziiniirliik, Sekil 4.29’da verilen modelin referans olarak
kullan1ldig1 denemede elde edildi. Sigma ofset degeri ve a¢1 degerlerine gore, FtsH’ nin
HfIKC’ye gore daha dinamik oldugu goriildii ve bu islem ile HfIKC, FtsH’e bagli olarak
hareket ettirilmesi saglanmis oldu. Coklu gévde isleminden sonra, FtsH ve HfIKC i¢in
ayr1 ayr1 maskeler UCSF Chimera 1.16°da esik degerine bagl olarak olusturuldu ve Ug
Boyutlu lyilestirme (3DRefine) ile Kontrast Transfer Fonksiyon lyilestirme (CTFRefine)
islemleri gergeklestirildi. Bu iyilestirmeleri takiben tekrar maske olusturma (Mask
Creation) ve son olarak Ileri Isleme (Post-processing) islemleri gergeklestirilerek
haritanin son hali elde edildi. RELION 4.1°de tekli parcacik goriintii isleme siireci
sonucunda FtsH 8,8 A; HfIKC ise 9,32 A ¢oziiniirliikte elde edildi. RELION 4.1
programinda tek pargacik goriintii isleme siireci ile mikrograflarin bir yukarida anlatilan
denemeler sonucunda haritanin son hali elde edildi. Bu baglamda, is akisinin 6zeti
Sekil 4.34’te bulunmaktadir.
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6632 Mlkrograf
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Sekil 4.34. FtsH-HfIKC haritasinin RELION 4.1°de tek pargacik goriintii isleme is akis
stireci

4.5.3. CryoSPARC’ta Tekli Parcacik Goriintii Isleme Siireci

Kriyo-EM'den elde edilen mikrograflar, sadece RELION 4.1 ile degil, ayn1 zamanda
CryoSPARC iizerinde de islendi. Bu ¢ift yaklasim, elde edilen verilerin daha kapsamli

bir sekilde analiz edilmesine olanak tanidi.

CryoSPARC (Punjani ve dig., 2017) kullanilarak gerceklestirilen tekli parcacik goriintii
isleme siirecinde ise, programa 6632 mikrograf aktarildi. Bu islemi takiben, Kontrast
Transfer Fonksiyon Tahmini gergeklestirildi (Sekil 4.35). Buradaki Kontrast Transfer
Fonskiyon Tahmini, buzun igerisinde bulunan her bir proteinin yiiksekligini birbirinden
ayr1 ele alarak z-yliksekligini ayarlanmasini saglamaktadir (Noble ve dig., 2018).
Kontrast Transfer Fonksiyonu islemini takiben pargacik se¢imi icin CryoSPARC
tizerinde li¢ farkli yol izlenebilmektedir: Sablondan bagimsiz parcacik se¢imi (Blob-
Picker); Sablon ile pargacik se¢imi ve Derin Noral Ag. Bu islemler arasindan, membran

proteinleri i¢in en uygun olan pargacik se¢imi olan sablondan bagimsiz parcacik se¢imi
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islemi uygulandi, bu se¢im tiirii daha az ayirt edici 6zellige sahip olmakla birlikte sonraki
asamalarda sablon olusturulmasi iizere daha avantajli oldugu bildirilmistir (Punjani ve
dig., 2017). Bu dogrultuda parcacik capi 100 A’dan 600 A’ya kadar olacak sekilde
7544345 parcacik “Blob-Picker” ile sectirildi. Sonrasinda bu pargacik sayisi, korelasyon
diizenlenip yanlis pozitifler ¢ikartilarak 2853018 pargaciga diisiiriildii. Mikrograflardan,
ekstraksiyon islemi gergeklestirilerek 2126886 pargacik ¢ikartildi (Sekil 4.36).

Sekil 4.35. Buz igerisinde farkli yiiksekliklerdeki proteinlerin (A) CryoSPARC’ta
Kontrast Transfer Fonskiyon Tahmini islemi ve (B) Fourier doniisiimii ile sinyali
olusturulma (C) siireci

Blob-Picking: Pargacik inceleme:
Parg¢acik Capr: 100 > 600 A 2853018 parcacik

7544345 parcacik )

Parcacik Ekstraksiyonu:
2126886 parc¢acik

Sekil 4.36. CryoSPARC ta pargacik se¢imi, inceleme ve ekstrasiyon siireci

Bu pargaciklardan 50 siif olusturmak iizere iki Boyutlu Siniflandirma gergeklestirildi.
Siniflarin pargacik sayis1 ve goriintii kalitesine bagli olarak, dokuz tanesi segilerek

443807 pargaciktan tekrar 50 simifli ki Boyutlu Siniflandirma yapildi (Sekil 4.37).
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1. iki Boyutlu Siniflandirma
443807 parcacik

- ~
— -

Sekil 4.37. iki Boyutlu Smiflandirma sonucundan segilen 9 sinif

Sekil 4.38°de 100 siiftan olusan iki Boyutlu Smif arasindan ise 22 sinif segildi ve tekrar
100 smifl1 Iki Boyutlu Siniflandirma gerceklestirilerek buradan 45 siif (81068 pargacik)
secildi (Sekil 4.39). Tekrar eden siniflandirma siiregleri, hatali pargaciklarin

ayiklanmasini sagladi.

2. iki Boyutlu Simflandirma
105417 parcacik

Sekil 4.38. Dokuz sinifla tekrarlanan ikinci iki boyutlu 22 sinif



3. [ki Boyutlu Simiflandirma
81068 parcacik

8 ‘ - 7

Sekil 4.39. Yirmi iki sinifla tekrarlanan tigiincii iki boyutlu 45 sinif

Sablon ile Parcacik Se¢imi:
Parcacik Cap: 550 A

Parcacik inceleme:
2754425 parcacik 10935‘?“““](

N > > .
P BTN A el AT M B :

Parc¢acik Ekstraksiyonu:
824200 par¢acik

Sekil 4.40. Sablon ile parcacik se¢imi, inceleme islemi ve ekstraksiyon sonuglari

Toplamda 81068 pargacik sablon olusturmak {izere “Sablon ile Pargacik Secimi
(Template Picker)” islemi gerceklestirildi ve 2754425 pargacik, korelasyon diizenlenip
yanlis pozitifleri ¢ikartilmasi ve ekstrakte edilmesi ile 1093548 pargacik sayisina

diistiriildii. Islem siireci Sekil 4.40’ta verildi.

Sablon ile pargacik se¢imi, takiben ii¢ kez daha pargacik gerceklestirildi. Bunu takiben,
Iki Boyutlu Siniflandirma hatali pargacik sayisii daha da diisirmek amaci ile tekrar

edildi. Islem sonucunda secilen siniflar, Sekil 4.41°de verildi.
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iki Boyutlu Simiflandirma
84432parcacik

iki Boyutlu Simflandirma
47677 parcacik
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Sekil 4.41. Secilen parcaciklarla tekrarlanan iki boyutlu siiflar

Bu siniflandirma sonucunda 43796 pargacik sayisi ile dort farkli simetride (C6, C4, C2,
C12 ve C1) ab-initio modeller olusturuldu (Sekil 4.42-46).

Ab-initio Model — 1
1 Sinif, C6 Simetri

Sekil 4.42. C6 simetrisi ve bir siniftan olusan ab-initio modelinin gergek uzay
projeksiyonu (sol) ve modelleri (sag)
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Ab-initio Model - 2
2 Simf, C6 Simetri

Simf 1

@

©

Sekil 4.43. C6 simetrisi ve iki siniftan olusan ab-initio modelinin gergek uzay
projeksiyonu (sol) ve modelleri (sag)

Ab-initio Model - 3
2 Siuf, C4 Simetri

Smf 1

Simif 2

Sekil 4.44. C4 simetrisi ve iki siniftan olusan ab-initio modelinin gergek uzay
projeksiyonu (sol) ve modelleri (sag)

Ab-initio Model - 4
2 Simf, C2 Simetri

Simf 1

Sekil 4.45. C2 simetrisi ve iki siniftan olusan ab-initio modelinin gergek uzay
projeksiyonu (sol) ve modelleri (sag)
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Ab-initio Model - 5
2 Sumf, C12 Simetri

Simif 1

Bl & & &

Simf 2

4 .

Sekil 4.46. C12 simetrisi ve iki smiftan olusan ab-initio modelinin gercek uzay
projeksiyonu (sol) ve modelleri (sag)

Tiim pargaciklar igerisinde sablon gorevi gorecegi i¢in dogru bir ab-initio model elde
etmek Onemlidir. Ancak, Kriyo-EM ile tekli pargacik goriintii isleme siirecinde,
orneklerden elde edilen her bir veri seti kendisine 06zgii karakteristik Ozellikler
icermektedir. Bu nedenle, haritanin elde edilmesinde kullanilan programlardaki is akislari
genellikle benzer olsa da, her bir is akisi, 6rnege bagh olarak spesifik “deneme ve
yanilma” yontemi ile gelistirilen basamaklar icermektedir. Ab-initio model gelistirme
siireci, dogru haritanin elde edilmesinde en Onemli basamaklardan biridir; sonraki
basamaklar igin sablon gorevi gérmektedir. Bu nedenle farkli parametrelerde yedi ayri
ab-initio modelleme isi gergeklestirildi. Bu denemelerden ilki, daha o6nce yapilan
calismalara bagli olarak secilen simetri olan C6 ile gerceklestirilen tek sinifli bir modeldi

(Sekil 4.42).

Baglangi¢c modellerinin incelenmesi i¢in mesafe dagilim grafikleri ele alindi. Mesafe
dagilim grafigi incelendiginde, tiim agilardan elde edilen goriintiilerin dagilimlarinin
simetri zorlamasina da bagli olarak alt1 pik verdigi (kirmiz1) goriildii (Sekil 4.47). Model,
Sekil 4.42°de verildigi gibi UCSF ChimeraX ile incelendigi zaman, basik ve elips bir yap1
ortaya ¢ikmaktadir. Bunun nedenlerinden biri, bu modelin mikrograflarda ¢ogunlukta
olan FtsH sitoplazmik domaini ele alarak olusturulmus olmasi, digeri ise, FtsH-HfIKC
membran protein kompleksinin i¢ ice gecerek sahip olabilecegi farkli bir konformasyonel

durum olabilir.
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Sekil 4.47. C6 simetrisinde tek sinif ab-initio modelin mesafe dagilim grafigi
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Sekil 4.48. C6 simetrisinde iki sinif ab-initio modelin mesafe dagilim grafigi

Ikinci ab-initio denemesinde, tekrar C6 simetride olusturulan iki farkli sinifin modelleri
UCSF ChimeraX’te incelendi (Sekil 4.43). Ancak ikinci sinifin ab-initio model i¢in
uygun olmadigr gézlemlendi. Bunun nedeni, ikinci sinifin mesafe dagilim grafiginde
modelin iki farkli agidaki goriintii izerinde yogunlasmasi olarak belirlendi. Birinci sinifin
mesafe dagilim grafigine bakildig1 zaman ise (Sekil 4.48), hem UCSF ChimeraX’te
incelenen yapinin iki boyutlu siniflardaki goriintiisiine benzemesi, hem de mesafe dagilim
grafiginin kesiksiz bir sekilde farkli agilardan goriintiisiiniin oldugunu gdstermesi, bu

yapinin ab-initio modeli olarak kullanilabilecegini isaret etmektedir.

C4 simetrisinde iki siif ile gergeklestirilen tgiincii ab-initio denemesi, UCSF
ChimeraX’te incelendiginde uygun bir model olusturmadig goriildii (Sekil 4.44). Ma ve
digerlerinin 2022 yilinda yaptig1 ¢calismada, HfIKC’nin sapka kismi ile omuz kisminin
strast ile C12 ve C4 simetrisinde oldugu goézlemlenmistir. Ancak bu calismada C4

simetrisinde gergeklestirilen ab-initio modelde, sapka kismin dahil olmak {izere
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HfIKC’nin C4 simetrisine uygun olmadig1 goriildii. Bu sonucu, mesafe dagilim grafiginde

goriilen kesiklilik (kirmizi) de (Sekil 4.49) destekledi.
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Sekil 4.49. C4 simetrisinde iki sinif ab-initio modelin mesafe dagilim grafigi

C2 ile gergeklestirilen dordiincti ab-initio model denemesinin sonuglari, UCSF
ChimeraX’te incelendiginde (Sekil 4.44), birinci sinifta HFIKC kismi gériilmekteyken,
FtsH net olarak goziikmemekte idi. Benzer sekilde ikinci smifin hareketli yapiyi
gosterdigi ancak ab-initio modeli olarak uygun olmadigi sonucuna varildi. Mesafe
dagilim grafiklerine bakildiginda, bu simetrideki iki sinifin da ab-initio model olarak

kullanilamayacagi goriildii (Sekil 4.50).
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Sekil 4.50. C2 simetrisinde iki sinif ab-initio modelin mesafe dagilim grafigi

84



Ma ve digerleri (2022) tarafindan rapor edilen FtsH-HfIKC yapisinin modellemesinde
kullanilan simetri olan C12 simetrisi ile besinci ab-initio model denemesi gergeklestirildi.
Sonuglar UCSF ChimeraX’te incelendiginde ikinci sinifin model olarak uygun olmadigi
ancak birinci sinifin ab-initio model olarak kullanilabilecegi diisiiniilse de, mesafe
dagilim grafiklerine bakildiginda kesiklilik gozlemlenmesi ve farkli agilardaki goriintii
sayisinin diger modellere kiyasla daha az fit olmus hali, C12 simetrisinin uygun

olmayabilecegini gostermektedir (Sekil 4.51).
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Sekil 4.51. C12 simetrisinde iki sinif ab-initio modelin mesafe dagilim grafigi

Yapisal analizlerde, daha 6nceki calismalara bakilarak {i¢ boyutlu haritanin sahip olacagi
simetri hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Ancak, ab-initio modelinde simetriyi zorlamak,
ic boyutlu haritanin yaniltict olmasina neden olabilir. Bu nedenle, bu ¢alismada simetri
uygulanmadan (C1) iki sinifli ab-initio modeller de olusturuldu (Sekil 4.52). Bu siiregte,
CryoSPARC ta bulunan farkli degerler ile parametreler (Stokastik Gradyan Inis (SGD)
Momentum ve Seyreklik Onceligi) degistirilerek bir ve iki simifli ab-initio modelleri

olusturuldu.

C1 simetrisindeki ab-initio modellerinde simetri zorlama siireci (enforce symmetry)
olmadig: i¢in diizgiin bir yap1 ve mesafe dagilim grafigi géstermedigi goriildii. Ancak,
simteri zorlamasi, tekli parcacik goriintii isleme siirecinin ileriki asamalarinda hatali
modele sebep olabilecegi diisiiniilerek, C1 simetride olusturulan ikinci (ab-initio model —
6, smif 2) ve C1 (ab-initio model — 7) simetrisi ile olusturulan tek siniflarla devam

edilmesi karari alindi. Simetri zorlamasi olmadigi halde bu modeller, iki boyutlu
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simiflandirmadaki goriintiilere benzerlik gostermekte idi ve bu sayede, baslangig
modelleri ile pargacik goriintii isleme siirecine iiniform olmayan iyilestirme ve/veya

heterojen iyilestirme isleri ile devam edildi.

Ab-initio Model - 6
2 Siif, C1 Simetri

Simif 1

-3

Simf 2

Ab-initio Model — 7
1 Simf, C1 Simetri

. ’
b, s’
A & ’

-

Sekil 4.52. C1 simetrisi ile bir ve iki siniftan olugan ab-initio modellerinin ger¢ek uzay
projeksiyonu (sol) ve modelleri (sag)

Ozetle, ilk olarak tek sinifli ab-initio model denense de, C6 simetriye sahip tek sinifin
kompleks yerine sadece FtsH’i modelledigi goriildii. Iki sinifli ab-initio model
olusturmanin dinamik yapida ve heterojen dagilim gosteren FtsH-HfIKC membran
protein kompleksi pargaciklari i¢in daha dogru sonug verecegi diisiiniildii. Alt1 farkli ab-
initio modeli arasindan, mesafe dagilim grafigi ve modellere bagli olarak C6 ve Cl

simetriye sahip ab-initio modelleri ile goriintii isleme siirecine devam edildi (Sekil 4.53).
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C1 simetrideki ab-initio modeli, ayr1 ayri hem C6 hem de C12 simetrisinde uniform

olmayan ve heterojen iyilestirmeleri gerceklestirildi.

Ab-initio Madel - 2 Ab-initic Model - 6 Ab-initio Model -7
C6 simetri C1 simetri C1 simetri
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/ ; AN /[6 m'\ / g m\
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Sekil 4.53. Ab-initio modeller ile farkli simetrilerde gergeklestirilen uniform olmayan ve
heterojen iyilestirme sonuglari

Elde edilen ab-initio modelleri arasindan, Sekil 4.53’te 4, 5 ve 7 numarali iyilestirilmis
modeller sec¢ildi ve maske odakli ti¢ boyutlu siniflandirma islemi gergeklestirildi. Bunun
i¢in ilk olarak UCSF ChimeraX programi iizerinde maske olusturuldu. Her bir modelin
yogunluk haritalari, Segger (Pintilie ve dig., 2012) aracilig1 ile ekstrakt edildi ve
CryoSPARC programinda ige aktarildi (Sekil 4.54).

5 7
C12 ) C6 m
1554 9,90 A T° \\ 940 A
17742 purgauk 17856 pargacik '’ ;‘ S 43796 pargacik
I. ! 5, 2
Maske Olugturma l Maske Olugturma l Maske Olusturma

Sekil 4.54. Baslangic modelleri kullanilarak UCSF ChimeraX — Segger ile olusturulan
maskeler

Sekil 4.54’te gosterilen maskeler, odak maskesi olarak kullanildi, her biri bes siniftan

olusan Ug¢ Boyutlu Smiflandirmalar gergeklestirildi. Sekil 4.54’te 4 numarali modelden
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elde edilen odak maske ile gergeklestirilen {i¢ boyutlu siniflandirma sonuglarinda
smiflarn hepsi, eksik kisimlar igerdigi goriildii (Sekil 4.55). Bu durum, FtsH-HfIKC
membran protein kompleksinin dinamik yapisindan kaynakli olabilir. Ayni zamanda tim
siniflar bir araya getirildiginde birbirlerinin eksiklerinin tamamlandig1 goriildii. Bu

nedenle, bu model ile tek sinifli i¢ boyutlu siniflandirma gergeklestirildi (Sekil 4.55)

U¢ Boyutlu Simflandirma

Sunf | Simif 2 S 3

l B Simf 4 Sf § -
» »* =4 > C G
NS ),,* e,
t\* ” } .& '
— 4
Model 4 Maske Wi g™
Bes simfls U¢ Boyutlu Siniflundirma Tek simflt Ug Boyutlu Simflandirma

Sekil 4.55. Model 4 ve maskesi ile ii¢ boyutlu siniflandirma sonuglari

Sekil 4.54°te 5 numarali model ile olusturulan maske ile C12 simetrisinde gerceklestirilen
iic boyutlu simiflandirma sonuglarinda da benzer sekilde eksik kisimlar goriildi (Sekil
4.56). Bu nedenle tek sinifli ii¢ boyutlu siniflandirma islemi gergeklestirildi. Ancak, C12
simetrisinin, HfIKC’nin olusturdugu “sapka” kisminin FtsH ile baglanti kurmadig:

gbzlemlendi.

Ug Boyutlu Siniflandirma

a

m ; 4 ’ ’ m" - >
Model 5 Maske % a ot oy -~ &

Bes simiflt Ug Boyutlu Simiflandirma Tek simfli ¢ Boyutlu Simflandirma

Sekil 4.56. Model 5 ve maskesi ile olusturulan ii¢ boyutlu siniflandirma sonuglar

Qiao ve digerleri (2022) ile Ma ve digerleri (2022) tarafindan yapilan ¢alismada heterojen
sekilde FtsH’nin bir, iki, li¢ ve dort tane hekzamerik yapisinin HfIKC ile kompleks
olusturdugu gézlemlenmistir. Bu ¢alismada da benzer sekilde bir ve iki tane hekzamerik
FtsH’nin HfIKC ile kompleks olusturdugu pargaciklar tespit edildi, ancak hem Dogal Jel
ve SAXS deneyleri hem de tek hekzamerik FtsH’nin HfIKC ile kompleks olusturdugu
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yapilarm ki Boyutlu Siniflandirma isleminde c¢ogunlukta olmasi nedeni ile bir
hekzamerik FtsH’nin alti HfIK ve alt1 HfIC ile olusturdugu kompleksin lizerinde durulma
karar1 alindi. Bu dogrultuda CryoSPARC’ta tekli parcacik goriintii isleme siireci, C6

simetrisi ile

Sekil 4.54’te yedi numarali model ile olusturulan maske ile C6 simetrisinde
gerceklestirilen ii¢ boyutlu siniflandirma sonuglarinda da, digerlerine benzer sekilde eksik
kisimlar goriildii (Sekil 4.57). Bu nedenle ii¢ boyutlu smiflandirma islemi, bu

model-maske kullanilarak da tek sinif ile ger¢eklestirildi.
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Sekil 4.57. Model 7 ve maskesi ile olusturulan {i¢ boyutlu siniflandirma sonuglari

Siniflandirmalar sonrasinda, Model 4 ve 7 iizerinde uniform olmayan iyilestirmeler
gerceklestirildi. Buradan elde edilen Altin-Standart Fourier Kabuk Korelasyonu (GSFSC,
Gold-Standard Fourier Shell Correlation) egrileri, ¢oziiniirliik hakkinda bilgi edinmek
tizere incelendi (Sekil 4.58).

Fourier Kabuk Korelasyonu (FSC) grafiklerinde verilen her bir egri, doniisiimlere bagh
olarak yapilara uygulanan gercek uzay maskelerine olan korelasyonlarini gostermektedir.
Bu maskeler sayesinde, protein yapist olmayan sinyallerin, yani giiriiltiilerin ortadan
kaldirilmasi saglanmaktadir. Genis maske, protein sinyallerinin etrafin1 kaplamakta; siki
maske ise beklenildigi iizere daha dar bir alani kaplayan sinyallerden olugmaktadir.
Diizeltilmis maske ise, siki maskeyi kullanarak hesaplanan ancak arka plandan
giiriiltiiniin diizeltilmesi ile elde edilen bir egridir (Chen ve dig., 2013). Genellikle yapinin
¢cOziinlrligl, diizeltilmis maskeden gelmektedir. Eger diizeltilmis ve sik1 maske arasinda
fark olusursa, bu durum UCSF ChimeraX’te olusturularak programa verilen maskenin

model i¢in uygun olmadigi anlamina gelmektedir. Bu noktada, elde edilen grafiklerde
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diizeltilmig ve siki maskelerin iki modelden gelen sonucglarda da birbirleri ile uygun
oldugu goriildii. Ancak, Model 7°den gelen iic boyutlu sinifin iliniform olmayan
tyilestirme sonucu, Model 4’ten gelene kiyasla daha iyi ¢6ziiniirliikk verdi. Bu nedenle,
Model 7°den gelen ii¢ boyutlu sinifin tiniform olmayan iyilestirme sonucu, 6nce Kontrast
Transfer Fonksiyonu lyilestirme islemine, sonrasinda ise ileri Isleme siirecine tabi
tutuldu. Boylelikle buradan gelen harita keskinlestirilerek 9,25 A ¢oziiniirliikte elde
edildi.

Model 4 - Coziindirliik: 11,32 A Model 7 - Coziiniirlik: 9,44 A
1.0 1.0
—— Muskesiz 413 &) — M
" Genis (11 4) L
0.8 1 T Sikailn iy 0.8 1 Sl Ay
" ieeltilmis (11 &) — Diizeltilmis (11 &y
0.6 4 0.6 4
0.4 1 0.4 4
|
0.2 1 0.2 4
¥
0.0 \[‘ihl‘. sifal ke Bloots M i Ao e | 0_0_—,hm;,.‘_m_m4,.nm4._4.__.q__
DbC 104 s4 3.34 2.54 24 DC 104 54 3.3A 2.54 24
A B

Sekil 4.58. Uniform olmayan 1iyilestirmelerin GSFSC egrilerine bagl ¢oziiniirliik
grafikleri

4.5.4. Kiiciik A¢ihi X-Isim1 Sacilim Analizi

Kiigiik Acili X-Isini Sagilim (SAXS) deneyleri, Bliyiikliikce Ayirma Kromatografisi ile
birlestirilmesi (SEC-SAXS) ile membran proteinlerinin ¢alisilmas1 olduk¢a yaygin hale
gelmistir. SAXS deneyleri sayesinde elde edilen veriler, genel parametrelerin 6n
goriilmesini saglamaktadir (Molodenskiy ve dig., 2020). Bu dogrultuda, saflastirilan
FtsH-HfIKC membran proteininin SEC-SAXS deneyleri yapilmadan 6nce, SDS-PAGE
(%]12) analizi gergeklestirildi (Sekil 4.59). Sonrasinda 6rnek, Avrupa Molekiiler Biyoloji
Laboratuvar1 (European Molecular Biology Laboratory; EMBL, Hamburg), BioSAXS
(Turkey-BAG for BioSAXS), PETRA-III P12’ye (Deney Numarasi: SAXS-1278) soguk
zincir ile gonderildi ve Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile entegre
edilen bu sistem sayesinde es zamanli olarak FtsH-HfIKC 6rneginin ileri saflagtirmasi

gerceklestirilirken, X-151n1 sagilim verileri toplandi (Sekil 4.60).

Toplanan verilerin incelenmesi (CHROMIXS, Primus) ve bu verilerden ab-initio model
elde etme stireci (DAMMIF), ATSAS programi kullanilarak gergeklestirildi (Manalastas-
Cantos ve dig., 2021).
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Sekil 4.59. SEC-SAXS analizine gonderilmeden yapilan FtsH-HfIKC saflagtirma
sonuglariin SDS-PAGE (%12) analizi (Her bir kuyucuk 30 pg protein igcermektedir). M;
Markoér (ABM, Kanada), 1; Sonikasyon sonrasi, 2; Membran Siipernatant, 3; Membran
Pelet, 4; Soliibilize Siipernatant (DDM), 5; Pelet (DDM), 6; ‘Flow Through’, 7; Yikama,
8; Ellisyon, 9; Konsantre Eliisyon

CHROMIXS PRIMUS
3300 u Cerg
q | wOrmek 0020 T
3.250 I fl‘ = Tampon N
| Y
+200 i f"! i .
2 0] | \ [ sl
= 50 »
= |
: ‘ \ e c
8 oo I ‘ e =
- | P \, e Yy
= \ | W .,,ML.W )
E 1050 | '\ 7 -
: [
s 1000 E |
] ot/ 5 -
2050 - MW e
2000 3
T T T T T T
200 00 600 00 . I ¥
A Cergeve Sayisy B s (1/nm)

Sekil 4.60. FtsH-HfIKC’nin eliisyon profilinin (A) CHROMIXS, (B) Primus grafikleri

Eliisyon profilinde gézlemlenen iki pik; homojen dagilima sahip olmadigini gosterdi. Bu
durumda, ikinci pikin yaptigi omuz da dahil olarak Ornegin iki farkli formunun
bulunabilecegi diistiniildii. Eliisyon profilinde ilk pikin donme yarigapt (Rq) degeri,
ATSAS programinda Guinier bolgesinin kisa olmasi nedeni ile (6rnekte elde edilen
minimum s (1/nm) degeri ¢ok biiyiik oldugu i¢in) hesaplanamadi. Ancak, ikinci pikten
gelen degerler ile makromolekiiliin Rq degeri, Guinier analizi ile 58,48 olarak bulundu.
Proteinin molekiiler agirligi, sifir agida elde edilen sagilim ile Ry degeri arasindaki oranti
ile 245 kDa (ATSAS programinda hesaplanan %49 olasilik ile) olarak tahmin edildi.

Sagilma profilinin {i¢ boyutlu donistiiriilmesi sonucunda, molekiiliin mesafe dagilimi,
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p(r), degeri elde edildi. Svergun ve Koch tarafindan 2003 yilinda yapilan ¢alisma, p(r)
degerinin r (nm) degerine olan grafiginin incelenmesi ile parcacik sekli hakkinda bilgi
sahibi olunabilecegini rapor etmistir. Buna gore, “halter” benzeri yapilar gosteren
makromolekiiller, iki pik vermektedir. FtsH-HfIKC i¢in verilen p(r) degerinin r (nm)’ye
kars1 ¢izilen grafigine bakildiginda, birbirleri ile es boyutta olmayan iki pik goriilmektedir
(Sekil 4.61). Bu, halter benzeri bir yapiin bir kismmin digerine gore daha kiigiik

olabilecegi olarak yorumlanabilir.

SAXS veri analizleri takiben DAMMIF kullanilarak gergeklestirilen ab-initio model
yapisi, UCSF ChimeraX ile incelendi (Sekil 4.62). Bu sonuca gore, molekiiliin ortalama
konformasyonunu ele alan bu deney siirecinde FtsH’nin HfIKC ile kompleks
olusturmadig: halinin baskin oldugu goriildii. Bunun nedeni, FtsH-HfIKC’nin dinamik
yapisint  koruyor olmasindan kaynakli olabilecegi gibi, kompleks olusturmayan
FtsH’lerin de heterojen bir sekilde ortamda daha baskin bulunuyor olmasindan kaynakli

olabilir.
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Sekil 4.61. FtsH-HfIKC’nin mesafe dagilim fonksiyonu p(r)’a karsilik gelen r (nm)
degerlerinin grafigi

170 A

95 A

Sekil 4.62. FtsH-HfIKC’nin SEC-SAXS sonucundan DAMMIF ile olusturulan modelin
iistten ve alttan goriinlimii
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Ayni zamanda bu model, UCSF ChimeraX kullanilarak Kriyo-EM haritalar1 ile hizaland1
(Sekil 4.63). Hizalama sonucu, SAXS modelinde sadece FtsH’nin bulundugunun
dogrular niteliktedir. Ancak, bu sonuglardan en onemli bulgu, FtsH’ nin sitoplazmik
domaininin C6 simetrisinde oldugunun SAXS verileri sayesinde dogrulanmis olmasidir.
Yiiksek ¢oziintirliik saglayan tekniklerin, sac¢ilim verileri ile birlestirilmesi araciligiyla
ortaya c¢ikan bu sonug, bu ve benzeri hibrit modelleme prosediirlerinin membran
proteinleri lizerinde neden bu kadar yayginlastigini ortaya ¢ikartmaktadir (Molodenskiy

ve dig., 2020).

Sekil 4.63. FtsH-HfIKC Kriyo-EM haritalar1 (RELION 4.1 (A), CryoSPARC (B)) ile
SAXS (yesil) hizalama sonucu

4.6. FtsH-HfIKC’nin Yapisal Analizi

FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin yapisi, hem RELION 4.1 (Scheres, 2012),
hem de CryoSPARC (Punjani ve dig., 2017) programlarinda karsilastirmak tizere C6
simetrisinde elde edildi. RELION 4.1’de FtsH igin ayri, HfIKC igin ayr1 maskeler
tizerinden iyilestirmeler gerceklestirilirken (Sekil 4.64), CryoSPARC’ta kompleks yapisi
bir tutuldu (Sekil 4.65).

RELION 4.1 ve CryoSPARC’ta kullanilan ab-initio modellerinin degisiklik
gostermesinden kaynakli farkli nihai yapilar elde edilse de iki programin da temel aldig:
prensipler benzerdir. Ancak, CryoSPARC’n sagladigi kullanict arayiizii kolayhigi goze
carpmaktadir.
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Sekil 4.64. RELION 4.1 ile elde edilen FtsH-HfIKC haritasinda (A) pembe renk ile
gosterilen HfIKC’nin iistten (B), alttan (C) ve gri renk ile gosterilen FtsH nin iistten (C),
alttan (D) goriiniimii

Sekil 4.65. CryoSPARC ile elde edilen (A) FtsH-HfIKC haritasinda HfIKC’nin tistten (B)
ve FtsH’nin (C) alttan goriiniimii

Ilk bakista, FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin yapisi, HIK ve HfIC nin
FtsH’nin sitoplazmik domaini iizerinde substrat erisimini kisitladigir bir model olarak
goriilmektedir (Sekil 4.64-65). Bu modelin elde edilme siirecinde, Iki Boyutlu
Siniflandirmalardaki birgok sinif, sadece FtsH veya sadece HfIKC parcaciklarini da
igcermekteydi.

Ma ve digerleri (2022) ile Qiao ve digerleri (2022) tarafindan yapilan calismada,
HfIKC’nin, dort FtsH hekzameri (sitoplazmik domaini) ile olusturdugu kompleks nedeni
ile dairesel yerine kare seklinde goriindiigii bulunmustur ve bu nedenle dort hekzamer

FtsH igerecek sekilde parcaciklar secilmis, C4 simetrisi kullanilarak iyilestirilmistir. Bu
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caligmada ise, iki hekzamerik FtsH igeren kompleksler oldugu gozlemlense de (Sekil
4.66) parcaciklarin ¢ogunlukla tek FtsH hekzameri icerdigi ve HfIKC’nin dairesel
yapisint da korudugu goriildii. Bu nedenle RELION 4.1 iyilestirmeler C6 simetride
gergeklestirildi. CryoSPARC’ta C2, C4, C6 ve C12 simetri denemeleri ile iyilestirmeler
gerceklestirilmesine karsin, en iyi ¢ozilintirligii veren ve SAXS sonucu ile desteklenen C6

simetrisi ile siire¢ tamamlandi.

Sekil 4.66. Iki hekzamerik FtsH iceren iki boyutlu FtsH-HfIKC membran kompleks
protein siniflari

Qiao ve digerleri (2022) tarafindan yapilan ¢alismada, FtsH-HfIKC membran protein
kompleksinin dinamik ve esnek yapisin1 korudugu bildirilmistir. Ayrica, Ma ve digerleri
(2022), FtsH’nin sitozolik kisminin ¢ok esnek oldugunu ve bu neden ile FtsH’yi ancak
mutasyon caligmalari ile stabil hale getirerek yapi1 analizini gerceklestirebildiklerini rapor
etmistir. Bu duruma benzer olarak, bu ¢alismada da FtsH-HfIKC membran protein
kompleksinin olduk¢a dinamik yapiya sahip oldugu ii¢ boyutlu siiflarda goriilmektedir
(6rnegin Sekil 4.41). Bu nedenle RELION 4.1°de FtsH ve HfIKC kisimlarinin siiregleri
birbirlerinden bagimsiz olarak ilerletildi; CryoSPARC programinda ise iiniform olmayan
tyilestirme islemi tercih edildi. Bu sonuglara gore, Qiao ve digerleri (2022) ile Ma ve
digerleri (2022) tarafindan yapilan calismadaki bulgulardan farkli olarak, hekzamerik
FtsH yapis1 ¢ogunlukla dort yerine bir tane; 24-mer HfIKC protein kompleks yapisi ise
altt HfIK, alt1 HfIC oldugu goriilmektedir (Sekil 4.67). Ayrica, Ma ve digerleri (2022)
tarafindan yapilan c¢alismada, dort hekzamerik FtsH yapisinin  homojenligini
korumadigini, dort yerine ii¢, iki ve bir FtsH bulunduran komplekslerin de oldugu
bildirilmistir. Bu heterojenik durumun ve bu ¢alisma ile karsilastirildiginda farkl

modeller elde edilmesinin nedenlerine, ekspresyon sistemindeki farkliliklar disinda
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stabilizasyon i¢in gergeklestirilen mutasyon ¢alismalart da dahil edilebilir. Ayrica, farkli
sayilarda FtsH’nin, HfIKC ile kompleks olusturmasi; rekombinant tiretimdeki asir1 ifade
sisteminin yani sira, hiicrenin ihtiyaci dogrultusunda gerceklesiyor olabilir. Ayni
zamanda bu durum, HfIKC’nin olusturdugu sapka seklinin sahip oldugu esnekligin
Onemini de ortaya ¢ikartmaktadir: Her bir hekzamerik FtsH i¢in HfIKC’nin bulunmast,
termodinamik acidan hiicre i¢in fazladan enerji harcanmasi demektir. Dahasi, membran
gibi kisitli bir alanda FtsH’nin bolca bulunabiliyor olmasinin; HfIKC sayesinde oldugu

sOylenebilir.

Sekil 4.67. RELION 4.1 (A) ve CryoSPARC (B) ile elde edilen FtsH-HfIKC haritasinin
Qiao ve digerleri (2020) tarafindan elde edilen model (PDB 7WI3, 7WI4) ile hizalama
sonucunun yandan goriiniimii

Bu ¢alismada, RELION 4.1 programindan elde edilen FtsH-HfIKC membran protein
kompleks modeli, UCSF ChimeraX’te daha detayl incelendiginde FtsH’nin sitoplazmik
ve periplazmik domainlerinin toplam 150 A uzunlugunda oldugu, HfIKC’nin ise 140 A
uzunlugunda oldugu goriilmektedir (Sekil 4.68-69). CryoSPARC programinda ise
FtsH’nin sitoplazmik ve periplazmik domainlerinin toplam 150 A uzunlugunda oldugu,
HfIKC’nin ise 130 A uzunlugunda oldugu goriilmektedir. Qiao ve digerleri (2022)
tarafindan gerceklestirilen g¢alismaya benzer olarak, bu calismada da FtsH-HfIKC’nin
toplam uzunlugu ~27 nm olarak tespit edildi. HfIKC’nin olusturdugu kafes yapisi ile,

FtsH’nin sitoplazmik domaini arasinda ise ortalama 60 A aciklik oldugu goriildii.

Qiao ve digerleri, HfIKC’nin olusturdugu sapka yapisinin ¢apmin yaklasik 20 nm
oldugunu ve bu boyutun 6karyotik lipit raftlarinin boyutu (10 - 200 nm) ile uyumlu
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oldugunu rapor etmistir. Ancak bu calismada HfIKC’nin ¢ap1 yar1 yariya farklilik

gostermektedir, yine de bahsedilen lipit raftlar ile uyumludur.

CryoSPARC programinda elde edilen harita ile diger c¢alismalarla benzer sekilde
HfIKC’nin olusturdugu “sapka” yapisinin c¢ap1 tepeden uca sabit bir model
gostermektedir (Qiao ve dig., 2022; Ma ve dig., 2022). Ancak, RELION 4.1 ile elde edilen
haritada HfIKC’nin FtsH ile etkilesime girdigi kisimlara dogru agilarak genislemektedir.
Bu durum, deterjan kaynakli meydana gelmis olabilecegi gibi, parcaciklarin sahip oldugu

hareketlilik nedeni ile de olabilir.

HfIKC
140A :
270 A
FtsH .
150 A W
Bl _DerPO AN _ )
: e AR

Sekil 4.68. RELION 4.1 ile elde edilen FtsH-HfIKC haritasinda boyut dl¢timleri
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Sekil 4.69. CryoSPARC ile elde edilen FtsH-HfIKC haritasinda boyut 6lglimleri
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HfIK ve HfIC, Boliim 2.5’te anlatildig iizere tek gegisli ve SPFH domainin iiyeleri olan
transmembran proteinleridir. Sekanslart birbirlerinden olduk¢a farkli olsa da, yapisal
olarak detayli incelendiginde, evrimsel siirecte olduk¢a korunmus ili¢ boyutlu yapi
sergilemektedir (Ma ve dig., 2022). HfIK ve HfIC’nin yapisal olarak birbirlerine benzer
olduklari, olusturduklari kompleksin haritasinda benzerlik gostermektedir (Sekil 4.64-
65).

SPFH ailesindeki proteinlerin, membrandaki diger proteinler igin bir “diizenek”
olusturma, lipit tiirleri ve ¢esitli tastyici proteinler ile dogrudan etkilesim halinde olma
gibi ¢esitli gorevleri oldugu diistiniilmektedir (Ma ve dig., 2022). FtsH-HfIKC membran
protein kompleks yapisina bakildiginda HfIKC’nin bu o6zellikleri sagladigi
goriilmektedir; FtsH ile kompleks olusturarak membrandaki lipitler ile direkt etkilesime
girmekte ve tepesindeki pordan difiizyon gerceklesmektedir. Bu calisma siiresince,
HfIKC membran proteininin tek basina saflastirilmasi olduk¢a zor idi. Ayn1 zamanda
rekombinant E. coli FtsH’nin tek basina tliretimi ve saflastirma sonucunun SDS-PAGE’de
analizinde HfIKC’nin de baglandigi goriildii. Bu durum, HfIKC i¢in FtsH’nin dogal
partnerleri olarak yorumlanabilir ve HfIKC’nin neden tek baslarina iken kararsiz bir yap1

gostererek saflastirma siirecinin zorlu hale geldigini agiklayabilir.

HfIKC’nin yapisi, yapilan diger calismalara benzer olarak bu calismada da membran
tizerinde bir “sapka” yapisi gostermektedir (Qiao ve dig., 2022; Ma ve dig., 2022;
Carvalho ve dig., 2021). HfIKC’ nin daha 6nceki topoloji ¢aligmalarina benzer olarak, bu
calismada da HfIKC, cogunlukla periplazmada bulunmaktadir (Kihara ve dig., 1997; Ito
ve Akiyama, 2005; Tomoyasu ve dig., 1993). Ayrica, HfIKC’nin tepe kisminda bulunan
porun, FtsH’ nin membran ve sitozolik substratlarinin taninmasinda rol alabilecegi one
stirilmektedir (Qiao ve dig., 2022; Ma ve dig., 2022). Benzer sekilde HfIKC’nin tepe
kismindaki por, bu calismada elde edilen modelde de gozlemlendi (Sekil 4.61).
Bahsedilen porun, HfIKC’nin FtsH’nin proteolitik aktivitesini negatif diizenlemede
substratlar icin alternatif bir yolak gorevi gorebilecegi diisiiniilmektedir. Ancak,
HfIKC’nin tepe kisminda bahsedilen bu porun, FtsH’nin sitoplazmik kismina olan
uzakhig1 gdz oniine alindiginda (~150 A) bu alternatif yolagin ihtimali diismekte; bu

alternatif yolagin daha fazla arastirilmaya ihtiyaci oldugu goriilmektedir.
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Protein yapilarini, amino asit sekanslarindan yola ¢ikarak tahmin edebilen AlphaFold
(Jumper ve dig., 2021) kullanilarak HfIK (Uniprot: POABC7) ve HfIC (Uniprot:
POABC3) dimerinin 6ngoriilen yapilari, bu ¢alismada gelistirilen modele uyum saglamasi
icin UCSF ChimeraX programi kullanilarak fit edildi. Elde edilen sonuglara gore,
AlphaFold HfIKC’nin (Jumper ve dig., 2021) giiven aralig1 >%90 olan kisimlarinin (mavi
renk ile gosterilmistir) bu ¢alismada elde edilen harita ile iyi bir uyum gosterdigini ifade
etmektedir. Diger renk bolgeleri, farkli giiven araliklarini temsil etmektedir. Ornegin,
yesil renkteki bolgeler %70-90, sar1 renkteki bolgeler %50-70 ve kirmizi renkteki

bolgeler %0-50 giiven araliklarini belirtmektedir.

HfIKC’nin fonksiyonel olarak olusturduklart kompleks yapisinin, ChimeraX araciligi ile
fit sonucunun uyumu, bu yapida HfIKC’nin dimer yapisinin kesin oldugunu
gostermektedir. Bu dimerin olusturdugu multimerik form, FtsH membran proteini de
dahil edilerek daha ayrintili bir sekilde gelecek calismalarda analiz edilecektir (Sekil
4.70).

Diger calismalarin sonuglarinda elde edilen modellere bakildigi zaman, FtsH’nin
periplazmik domaininin tamamen HfIKC igerisinde lokalize oldugu Sekil 4.67’de verilen
hizalama sonucundan da gériilmektedir (Qiao ve dig., 2022; Ma ve dig., 2022). Bu durum,
diger calismalarin pargacik isleme silirecinde meydana gelen simetri uyumsuzlugunun
sebebini agiklamaktadir; FtsH C6, dort FtsH hekzamerini igeride lokalize etmesinden
dolayr HfIKC ise C4 simetri yapisinin uygun oldugu o6ne siiriilmektedir. Ancak, bu
calismadan elde edilen modelde, tek bir FtsH’nin sitoplazmik kisminin HfIKC’nin
olusturdugu sapka formundan acikta kaldigi goriilmektedir. Bu sonug, Akiyama ve
digerlerinin 1998 yilinda yaptig1 ¢alisma ile paralel olarak, FtsH’nin periplazmik
kisminin HfIKC ile etkilesim i¢in yeterli ve gerekli oldugu sonucunu ¢gikartmaktadir. Ayn
zamanda, FtsH’nin ATPaz aktivitesinin, proteolitik aktivitenin baslangic1 i¢in giic
kaynagi oldugu diisiiniildiiglinde, FtsH’nin HfIKC’nin igerisinde gdémdiilii olmasinin
ATPaz aktivitesini negatif yonde etkileyecegi diisiiniilebilir. Bu nedenle, FtsH nin ATPaz
aktivitesinin gergeklestigi sitoplazmik domaininin agikta kaldig1 bir model, bu kompleks

icin daha olasidir.
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Sekil 4.70. HFIKC dimerinin AlphaFold yapilarinin, RELION 4.1 (A) ve CryoSPARC

(B) haritasina fit ettirme sonucu

Bu caligmada gergeklestirilen biyokimyasal karakterizasyonlar ve yapisal analizler,

FtsH’nin HfIKC sayesinde “segicilik” kazandigin1 gostermektedir. Bu sayede FtsH,

kusurlu ya da yanlis katlanmis proteinleri, fonksiyonel olan membran proteinlerinden

ayirt edebilmektedir. Bu da, FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin protein kalite

kontroldeki roliinii ortaya ¢ikartmaktadir. SPFH ailesindeki proteinlerden olan HfIK ve

HAIC, stres kosullar1 altinda FtsH’nin diizenlenmesini saglayacag: i¢in sahip olduklari

onem tartisilmazdir. Bu durum, Kohanski ve digerleri (2008) tarafindan yapilan ¢alisma

ile kanitlanmaktadir; hflK ve hflC genlerini bulundurmayan hiicrelerin, antibiyotiklere

kars1 daha hassas olduklari tespit edilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Hiicrenin canliligin1 tanimlayan mekanizmalarda gorevli olan proteinlerin, yanlig
katlanmis veya hatali olanlarin1 degrade eden FtsH, kalite kontrolden sorumlu bir
metalloproteazdir. HfIK ve HfIC membran proteinleri ise, adeta FtsH’nin
mikrokompartmanlar1 gibi gorev {lstelenerek, proteolitik aktivitenin regiilasyonunu
saglamaktadir. Son yillarda yapilan caligmalar, bu calismadaki bulgular ile benzer sekilde
HfIK ve HfIC membran proteinlerinin FtsH’ nin proteolitik aktivitesini inhibe ettigini

gostermektedir.

FtsH-HfIKC membran protein kompleksinin tek bir plazmit {izerinde rekombinant
tiretimi ve saflagtirllmasinin optimize edilmesi ile kompleks yapisi, Biiytiklikce Ayirma
Kromatografisi ve Capraz Baglama Kiitle Spektrometresi ile dogrulandi. Sonrasinda
analiz siiregleri biyokimyasal ve yapisal olarak iki asamada gerceklestirildi. Bu
dogrultuda rekombinant olarak ayrica tretilen FtsH de biyokimyasal karakterizasyon
stirecine dahil edildi. ATPaz aktivitesinde 2 uM FtsH ve FtsH-HfIKC’nin 10 mM ATP
varliginda spesifik aktiviteleri sirasi ile 9,97 U/mg ve 2,85 U/mg olarak; Km degerleri
strast ile 2,79 mM ve 2,33 mM ve Vmax degerleri sirasi ile 0,242 min? ve 0,203 min
olarak hesaplandi. Sonuglar, FtsH-HfIKC’nin FtsH’ye gore daha yiiksek afiniteye sahip
oldugunu gosterdi. %0,4 kazein kullanilarak gerceklestirilen proteolitik aktivite sonuglari
igin bagil aktivite hesaplamalar1 gergeklestirildi. 37 °C’de ATP yoklugunda FtsH’nin
bagil aktivitesi %100 olarak ele alindi ve buna goére FtsH’nin ATP varliginda bagil
aktivitesi %90 olarak hesaplandi. FtsH, HfIKC ile kompleks olusturdugunda 37 °C’de
ATP varliginda ve yoklugunda bagil proteolitik aktivitesi sirasiyla %39 ve %40 olarak
belirlendi. Bu sonuglar, 50 °C’de gergeklestirilen proteolitik 6lglimlerin bagil aktivite
degerleri ile benzerlik gostermektedir. Ayn1 zamanda bu veriler, substrat sayis1 agisindan
genis yelpazeye sahip FtsH’nin proteolitik aktivitesinin HfIKC tarafindan tamamen
inhibe edilmedigini, ancak negatif yonde etkilendigini ortaya ¢ikartarak, substratca

zengin FtsH’nin HfIKC sayesinde se¢icilik kazandigin1 vurgulamaktadir.

TEM, SAXS ve Kriyo-EM ile yapilan yapisal analizler, bu kompleksin C6 simetrisine
sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Yaklasik 27 nm boyutunda olan FtsH-HfIKC
haritasinin Kriyo-EM ile toplanan mikrograflarin hem RELION 4.1, hem de CryoSPARC

tizerinde islenerek elde edilmesi, membran proteinlerinin kristallesmesini zorlastiran
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deterjan gibi faktorlerin etkilerini azaltarak bir avantaj saglamaktadir. Kiiciik a¢ili X-1511
sacilim verilerinin sagladigi avantaj sayesinde, diger caligmalarda farkli plazmitler
tizerinde ifadesi gergeklestirilen, saflastirilan ve daha sonra bir araya getirilerek kompleks
olusturulan FtsH-HfIKC yapilarina gore (Ma ve dig., 2022; Qiao ve dig., 2022) fizyolojik
olarak dogal haline daha yakin bir harita elde edildigi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma; protein kalite kontroliinde FtsH’nin HfIKC sayesinde kazanmig
oldugu proteolitik aktivitede substrat segiciligine dair molekiiler ve biyokimyasal bakis
acis1 kazandirmaktadir. Ileri calismalar, FtsH ve HfIKC i{izerinde nokta mutasyonlari ile
daha detayli analizler saglayarak, mekanizmanin tam olarak aydimnlatilmasin
saglayacaktir. Ayni zamanda FtsH-HfIKC’nin multimerik yapisi, AlphaFold aracilig1 ile
olusturularak bu ¢alismada elde edilen harita tizerinde agiga ¢ikartilacaktir. Ek olarak, bu
calismada elde edilen mikrograflar, ileriki ¢calismalarda da ¢esitli is akislar1 olusturularak

islenecek, farklarin belirginlesmesi saglanacaktir.

FtsH-HfIKC ile ilgili bu ¢alisma da dahil olmak iizere tiim g¢alismalar, bu kompleks
membran proteininin biyokimyasal ve yapisal karakterizasyon siireglerinin zorlugunu
ortaya ¢ikartmistir. Ancak, bu zorluklar, optimizasyon deneyleri ve Kriyo-EM teknigi
sayesinde asilmasi imkansiz degildir. Bu ¢alisma, yapisal biyoloji alanindaki
ilerlemelerin, FtsH-HfIKC’nin mekanizmasinin daha iyi anlasilmasina Kkatki
saglayacagini ve antibiyotik direnciyle miicadelede yeni yaklasimlarin gelistirilmesine

olanak tantyacagin1 gostermektedir.
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EK-A
Besiyeri Hazirlama:

Luria-Bertani Broth (1 L): 10 g Tripton, 5 g Maya Oziitii, 10 g NaCl tartilir ve son hacim
1 L’ye dH20 ile tamamlanir, otoklav ile steril edilir.

Luria-Bertani Agar (0,5 L): 5 g Tripton, 2,5 g Maya Oziitii, 5 g NaCl tartilir ve son hacim
1 L’ye dH20 ile tamamlanir, otoklav ile steril edilir.

2xYT Broth: 16 g Tripton, 10 g Maya Oziitii, 5 g NaCl tartilir ve son hacim 1 L’ye dH20
ile tamamlanir, otoklav ile steril edilir.

Soliisyon Hazirlama:

IPTG Stok Soliisyonu (1 M): 2,3 g IPTG tartilir ve son hacim 10 ml olacak sekilde dH20
ile tamamlanarak 0,45 pm’lik filtreden gegirilir, alikotlanarak -20 °C’de saklanr.

Ramnoz Stok Soliisyonu (1 M): 1,64 g Ramnoz tartilir ve son hacim 10 ml olacak sekilde
dH20 ile tamamlanarak 0,45 um’lik filtreden gegirilir, alikotlanarak -20 °C’de saklanir.

Arabinoz Stok Soliisyonu (%20): 20 g Arabinoz tartilir ve son hacim 100 ml olacak
sekilde dH20 ile tamamlanarak 0,45 pm’lik filtreden gecirilir

Par¢alama Tamponu (1 L): 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NacCl igeren ¢ozeltiye, 2
mM MgCl,, 1 mM PMSF, 0,02 ul/ml RNAz, 0,02 ul/ml Benzonaz, 0,2 mg/ml Lizozim
ve proteaz inhibitdr (EDTA icermeyen) eklenir.

Streptaktin Yikama Tamponu (1 L): 100 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NacCl, %0,01
DDM veya %0,005 LMNG bir araya getirilir ve filtreden gegirilir.

Streptaktin Eliisyon Tamponu (1 L): 100 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NacCl, %0,01
DDM veya %0,005 LMNG, 2,5 mM Destiyobiyotin bir araya getirilir ve filtreden
gecirilir.

116



Tablo A.1. Laboratuvarda kullanilan ekipmanlar

Cihaz Marka ve Model

Hassas Terazi OHAUS - PR

pH Metre OHAUS - Starter 3100
Bulasik Makinesi STEELCO Lab —500 SC

Buz Makinesi EverMed — FIM60 A
Buzdolab1 Haier — Combined Refrigerator
Buzdolabi Haier — Ultra Low Temperature

Calkalamal1 Inkiibator
Otoklav

Termal Dongii Cihazi
Vorteks

Santrifiij

Santrifiyj

Masaiistii Santrifiij
Sonikator

Nanodrop

Isiticili Manyetik Karistirici
Saf Su Cihazi

BIOBASE - BJPX-1102C

[ldam

LongGene — Mini 3220

MX-S

Beckman Coulter — Avanti JXN 26
Beckman Coulter — Optima XPN 80
Allsheng — iCEN-24R

Sonics — VibraCell CV18
Allsheng — Nano 300

HS12

ELGA — PF3XXXXM1
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EK-B
E. coli FtsH protein sekansi:

MAKNLILWLVIAVVLMSVFQSFGPSESNGRKVDYSTFLQEVNNDQVREARING
REINVTKKDSNRYTTYIPVQDPKLLDNLLTKNVKVVGEPPEEPSLLASIFISWFP
MLLLIGVWIFFMRQMQGGGGKGAMSFGKSKARMLTEDQIKTTFADVAGCDEA
KEEVAELVEYLREPSRFQKLGGKIPKGVLMVGPPGTGKTLLAKAIAGEAKVPFF
TISGSDFVEMFVGVGASRVRDMFEQAKKAAPCIIFIDEIDAVGRQRGAGLGGGH
DEREQTLNQMLVEMDGFEGNEGIIVIAATNRPDVLDPALLRPGRFDRQVVVGL
PDVRGREQILKVHMRRVPLAPDIDAAIIARGTPGFSGADLANLVNEAALFAARG
NKRVVSMVEFEKAKDKIMMGAERRSMVMTEAQKESTAYHEAGHAIIGRLVPE
HDPVHKVTIIPRGRALGVTFFLPEGDAISASRQKLESQISTLYGGRLAEEIIYGPE
HVSTGASNDIKVATNLARNMVTQWGFSEKLGPLLYAEEEGEVFLGRSVAKAK
HMSDETARIIDQEVKALIERNYNRARQLLTDNMDILHAMKDALMKYETIDAPQ
IDDLMARRDVRPPAGWEEPGASNNSGDNGSPKAPRPVDEPRTPNPGNTMSEQL
GDK

pl: 5,91 - Alifatik Indeks: 86,79 - Uniprot Kodu: POAAI3
E. coli HfIK protein sekansi:

MAWNQPGNNGQDRDPWGSSKPGGNSEGNGNKGGRDQGPPDLDDIFRKLSKK

LGGLGGGKGTGSGGGSSSQGPRPQLGGRVVTIAAAAIVIIWAASGFYTIKEAER

GVVTRFGKFSHLVEPGLNWKPTFIDEVKPVNVEAVRELAASGVMLTSDENVVR
VEMNVQYRVTNPEKYLYSVTSPDDSLRQATDSALRGVIGKYTMDRILTEGRTV
IRSDTQRELEETIRPYDMGITLLDVNFQAARPPEEVKAAFDDAIAARENEQQYIR
EAEAYTNEVQPRANGQAQRILEEARAYKAQTILEAQGEVARFAKLLPEYKAAP
EITRERLYIETMEKVLGNTRKVLVNDKGGNLMVLPLDQMLKGGNAPAAKSDN
GASNLLRLPPASSSTTSGASNTSSTSQGDIMDQRRANAQRNDYQRQGE

pl: 6,18 - Alifatik Indeks: 73,84 - Uniprot Kodu: POABC7
E. coli HfIC protein sekanst:

MRKSVIAINVLVVLYMSVFVVKEGERGITLRFGKVLRDDDNKPLVYEPGLHFK
IPFIETVKMLDARIQTMDNQADRFVTKEKKDLIVDSYIKWRISDFSRYYLATGG
GDISQAEVLLKRKFSDRLRSEIGRLDVKDIVTDSRGRLTLEVRDALNSGSAGTE
DEVTTPAADNAIAEAAERVTAETKGKVPVINPNSMAALGIEVVDVRIKQINLPT
EVSEAIYNRMRAEREAVARRHRSQGQEEAEKLRATADYEVTRTLAEAERQGRI
MRGEGDAEAAKLFADAFSKDPDFYAFIRSLRAYENSFSGNQDVMVMSPDSDFF
RYMKTPTSATR

pl: 6,30 - Alifatik indeks: 86,74 - Uniprot Kodu: POABC3
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EK-C

E. coli FtsH-HfIKC plazmit haritasi:

(10,414) SnaBI
(10,205) Psil

(9219) Pvul

(8947) Nael
(8945) NgoMIV

(8559) AfIIIL

((\
'
é@

&

0
o
o
o

FtsH-HfIKC

10,419 bp
(7564) BmtI

(7560) Nhel —__——
(7481) Apal

(7477) PspOMI

1]
o
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3
(o]
%

K
o rmg *>

non\w
009

(6768) XcmlI

(5697) BseRI
(5659) BsiWI

Strep-Tag II

(5579) PluTI
(5577) Sfol
(5576) Narl
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(StrepTag 1)

(5527) PpuMI*

(StrepTag I

y o
o

loxP

(fd terminator]|

DX
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—BbsI (2334)

JO.}EUI.LU')

/ Sall (3054)

Hpal (3556)
TEV site

XbalI (4691)

(T7 promoter!

AvrII (4749)
I-Ceul (4766)
Scal (4817)
NotI (4859)
SaclII (4865)

loxP

Eco53kI (4995)
SaclI (4997)
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EK-D

E. coli HfIKC plazmit haritasi:

(2) EcoRI (Cre recombinase bindin site}
/ /Acc65[ (45)
/ @y Kpnl (49)

b _EaglI - NotI - SaclII (52)
/ /7 _Bcll* (72)
// 7 scal (98)
/ / s ~_Bsu36I (150)
/ G I-Ceul (153)
- ~__~AvVIII (162
_— BspDI - Clal (170)

lac repressor encoded by lacI binding site]
Xbal (220)

____ribosome binding site|

—

S

(3786) RsrII—

(tobacco etch virus (TEV) protease recognition a)
" NdeI (329)

Bsgl (838)

4871 bp
—— —
(3550) BStAPT — _—

Bpu101 (1232)
(3493) Asel™ )
R
e
(3335) Bsal _—
(3269) Btsal
(2989) Mfel——
(2863) SspI—

"
(2745) Spel ™~ —
(2728) Dral-Pmel~ __—

" TsolI (1345)
T Hpal (1359)
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/ \\ \ \\
(2693) EcoO1091~ -~ ;///‘ ) \\ \
(2608) BmeT1101/////// d / \ Sall (1857)
(2607) Aval - BsoBI-PaeR7I-Xhol .~ ~ /
(508) Hindix S/ / \ \
(2589) Miul \

(2577) BbsI / ‘
(2544) BanII
(2508) XmnI

BfuAl - BspMI (2242)
NmeAIII (2302)
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