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1. OZET

Bu ¢aligmada merkezi sinir sisteminde yaygin olarak bulunan yapisi ve islevi henliz
acikhiga kavugmams olan Goq proteininin rekombinant olarak E.Coli’den saflagtinlmasi
amagclandi.

Rekombinant Goe ¢DNA’sinm, alica hiicre olarak E.Coli Topl0 hiicreleri
kullanilarak, pQE80 vektor sistemine alt klonlanmasi gerceklestirildi. En uygun
ekspresyon diizeyi farkh IPTG kosullarinda ve farklt sicakliklarda belirlendi. 1 mM
IPTG derisimimde 25°C’taki sicakhikta yiiksek miktarda ¢6zintr protein eldesinin
miimkiin olduBu saptandi.

His etiketli Goq proteini Ni-NTA ilginlik kromotografisi kullanilarak saflagtirildi.
Saflagtirmanin her agamasindaki protein miktarlari Lowry yontemiyle belirlendi. Elde
edilen Gq, proteinlerinin analizi SDS-PAGE ve Gy, proteinine dzgtil antikor kullanarak
Western emdirimi analizi ile gergeklestirildi. Afinite kromotografisinden elde edilen
proteindeki safsizliklardan kurtulmak i¢in, protein Sephadex G-100 (molekiiler elek
kromotografisi) kolonuna verildi. Boylelikle ikinci bir saflastirma isiemi uygulanmis
oldu.

Protein etkinligini belirlemek tzere floresans lciimleri yapildi. Proteinin igsel
floresans spektrumlari elde edildi. Proteinin guanin niikleotid baflama etkinligi
BODIPY FL-GTPyS probu kullamlarak gosterildi. Guanin niikleotid baglama etkinligi
ayrica, GTP’nin hidrolizlenmeyen analogu [*>S]GTPyS kullamlarak belirlendi.

Kullanilan pQE80 ekspresyon sistemiyle etkin Goq proteininin ¢oziinir kesimden
eldesi miimkiin olmugtur.

Anahtar Kelimeler: Go, protein, klonlama, ekspresyon, saflagtirma, floresans
spektroskopi.
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2. SUMMARY

Studies on G Protein Structure and Function

This study was designed to overexpress and purify recombinant Goa protein, the
most abundant type of G-protein in the nervous system. Goq protein was subcloned into
the pQE80 vector system. Recombinant Goq was expressed in E.Coli Top10 cells that
were transformed with pQES0 plasmid. Optimum expression levels were determined by
using different IPTG concentrations and temperatures for induction. Soluble protein was
obtained by overnight induction with 1mM IPTG at 25°C.

His-tagged Goo protein was purified with Ni-NTA affinity chromatography. The
protein was further purified by Sephadex G-100 gel filtration chromotography. The
quantity of protein was detected by the Lowry method. The presence of Goo Was$
monitored by SDS-PAGE and Western blot analysis by using monoclonal G, antibody.

Fluorescent measurement assays were performed in order to demonstrate the
intrinsic fluorescence of Goo protein. The intirinsic florescence of protein was
determined from its emission spectroscopy. The guanine nucleotide binding activity of

Goq protein was demonstrated by using the BODIPY FL-GTPyS probe. The guanine

nucleotide binding activity of Goa protein was also measured by [?*S]GTPyS binding

assay.
In conclusion, we were able to purify active Goa protein by using the pQES80

expression vector system.

Key Words: Goq protein, cloning, expression, purification, floresans spectroscopy.




3. GIRIS VE AMAC

Heterotrimerik guanin niikleotit baglayic proteinler (G proteinleri) hiicre

yiizeyinden alinan bilgiyi hiicresel efektor sistemlere ileterek cevap olugmasim saglayan
sinyal ileti yolaklarinda gok &nemli role sahip arac1 molekiillerdir. G proteinleri, sayilart
birkag yiizii bulan, membram yedi kez kateden reseptorlere (GPCR) kenetlenerek,
gorme, koku, tat alma gibi duyusal algilarin yanistra, hiicre biiytimesi, hormonal yamt
olusturma ve néronal aktivite gibi birgok fizyolojik olaym gergeklesmesine katkida
bulunurlar (1,2) .

Heterotrimerik G-proteinleri, alfa (), beta (B), gama (y) olarak adlandinlan ¢
farkls altbirimden olugan molekiillerdir. G-proteinleri, bu szellikleri ile sinyal iletiminde
rol oynayan monomerik GTP-baglayici proteinlerden ayrilmaktadir. G-proteinlerine
GTP’nin baglanmasi ve hidrolizi ile aktif ve inaktif durumlar olusmaktadir. Uyarilan o
altbirimi, hedef enzim sistemlerine ulagarak gesitli hiicresel cevaplarin olugmasina

neden olur (3).

G-protein altbirimlerinin birincil yapilan oldukca cesitlidir. Bugiine kadar
tanimlanan 27 Go, 5 Gp, 14 Gy altbirimi 1890 farkl sinyal kombinasyonu yaratmaktadir
(4). o ve Py altbirimlerinin birbirinden ayrilarak fonksiyon gostermesi, es zamanh iki
efektoriin kontroliine olanak tammaktadir. Ayrica, G-proteinlerinin isleyis 6zellikleri
sinyal ¢ogaltimina olanak saglamaktadir (5). G-proteinleri, GTP baglama ve GTPaz
etkinligine sahip olan a altbirimine gdre 4 alt gruba smniflandiriimaktadir. Bugline
degin, 20 kadar farkh G-altbirimi saptanmi§ ve bunlar amino asit dizilimine gore Gsq,
Gig, Gga Ve Gi2o Olarak dort gruba bolinmiislerdir. G-protein a altbirimleri % 45-80
benzerlik gosterirken, f ve y altbirimleri % 50-83 benzerlik gostermektedirler (2).

G, ailesinin bir tyesi olan G, proteini, merkezi sinir sisteminde en yaygin
dir. Ozellikle beyinde, adrenal medullada ve sinir dokularinda

bulunan G nin néronal voltaj kapili Ca™? kanallarmi kontrol ettigi, K™ kanallarnm




uyariimasinda rol oynadifi ve hiicre gelismesinde dogrudan etkili oldugu
diistiniilmektedir (3). Go proteininin muskarinik reseptorler ve rodopsinle islevsel

etkilesimi saptanmugsa da, fizyolojik rolii hakkinda cevaplanmamis sorular mevcuttur.

Gy, ’nin adenilat siklazin bazi izoformlarm baskiladign bilinmektedir, ancak

bunun fizyolojik 6nemi heniiz degerlendirilmemistir (5). Goo min norit uzamasinda

katkist oldugunu digiindiiren galigmalar vardir. Oregin, sinir bitytime faktorii ile iglem

gbrmil feokromositoma PC12 hicrelerinde Goo’min gelismekte olan noritlerde
yopunlagtify gozlenmistir (6). Ayrica, norit uzamasi esnasinda, noronlarda Goo Ve
néromodulin’in ekspresyonlannin basladig belirlenmistir. Son zamanlarda, bu olaymn
diizenlenmesine aday bir efektor adayi, GRN]1, izole edilmis ve Neuro 2a hiicrelerinde

Goq ile birlikte ekspres edildiginde, nérit uzamasina yol agtig1 saptanmstir (7).

G,’nun bazi nérolojik hastaliklarda rol oynadig diisiiniiimektedir. Néroendokrin
timorlerde Gy, diizeyinin non-endokrin timorlere gore daha yiksek oldugu
gosterilmistir (8). Ayrca, G 'nin Alzheimer hastalifinda onciil bir protein olan APP
reseptorii ile etkilestigi ileri stiriilmektedir (9). Go’nun sinir sisteminde yaygin olarak
bulunmas: nedeniyle, ti¢ boyutlu yapisi ile islevi arasindaki baglantinin acifa
cikarilmasi Snem kazanmaktadir. Ayrica, G,’nun baz ndroendokrin bozukluklarda olasi
rolti, Go’yu norolojik hastahiklara yonelik ilag tasarimi icin ilging bir protein
yapmaktadir. Goo'nin ekspresyonu ve saflagtirilmas: Linder ve Gilman tarafindan
gerceklestirilmigse de, heniiz kristalizasyon ve yap: analizi lizerine yaymnlanmis bir
¢aligma bulunmamaktadir (10).

Biz bu ¢ahgmada, sinir sisteminde yaygin olarak bulunan ve iglevi heniiz tam
acikhiga kavusturulmams olan G,-proteinini, yapisal ve islevsel ¢aligmalar yapabilmek
amactyla rekombinant olarak firetmeyi amagladik. Giiniimiizde proteinlerin yiksek
miktarlarda iiretilmesini saglayan pekgok ekspresyon sistemi bulunmaktadir (11). Bu
sistemler ayrica protein sentezi sirasinda proteinin amino ya da karboksil ucuna
ckledikleri etiketler yoluyla protein saflagtirmasini kolaylagtirirlar. Biz calismamizda
vektor sistemi olarak pQE80 (Qiagen) vektor sistemini tercih ettik.




{lk olarak, G, proteininin « altbirim ¢cDNA’smn pQE (Qiagen) vektdriine
klonlanmasim planladik. Koloni taramasi PCR kontolii ile gerceklestirildikten sonra
elde edilen pQE80-Go, plazmidi izole edilip dizi analizine gonderildi. Dizi analizi
sonucu klonlanmanin dogru olarak gergeklestigi belirlendikten sonra ekspresyon
deneylerine bagland1. Kiiik 6lgekli ckspresyon deneyleriyle proteinin ¢dziiniir oldufu
belirlendikten sonra histidin etiketli fiizyon proteinleri afinite kromatografisi ve
molekiiler elek kromotografisi kullamlarak saflastnlidi.

Goo, proteininin GTP baglama etkinligi floresans spektroskopik dlgimlerle ve
[**S]GTPyS kullanilarak belirlendi.




4. GENEL BILGILER

4.1. G-Proteinleri

Tiim hiicreler gevresinden bilgiyi alip igleme kapasitesine sahiptir. Isik, koku gibi
dis sinyaller szellesmis duyu organlarmdaki hedef hiicreleri uyanr. Bu uyariyl takiben
serbestlenen hormonlar, norotransmitterler ve buyime faktorleri, komsu veya uzak
hiicreler arasmnda kimyasal haberciler olarak davranirlar. Bu habercilerin hiicre
yiizeyindeki dzel reseptorlerle etkilesimi sinyal iletimindeki molekiiler olay selalesinin
ilk basamagm olusturur. Birgok durumda bu reseptorlerin uyariimastyla, efektor
proteinler uyariimakta ve hiicre iginde karakteristik davramslan baglatan ikincil
habercilerin olugmast saglanmaktadir. Ttm okaryotik organizmalarda, heterotrimerik G-
proteinleri, hiicre yiizeyinden alnan bilgiyi hiicresel efektdr sistemlere ileterek cevap
olugmasim saglayan sinyal ileti yolaklarunda gok snemli role sahiptir. G proteinleri
protein sentezinden sorumiu elongasyon faktor (EF-Tu) ve ras p21 gibi kugik
monomerik GTP baglayici proteinleride igine alan geniy GTPaz ailesinin bir Uyesidir
(1,2). Fotonlar, koku uyaranlari, norotransmitterler, hormonlar, glikoproteinler,
kemokinler gibi uyaranlar G protein kenetli reseptoriere baglanarak bu reseptorlerin
aktivasyonunu saglarlar. Aktive olan reseptorler G proteinleri ile etkileserek cesitli
biyolojik cevaplar olugtururlar (12)(Sekil 4.1).

G Protein Keneth Reseptorler

Bigolojk Fonk sivonlan

Koku ve Tat alma
[1000"den fazla resephon)
Ig_n?l alglanmasi

iyon Kanalian

cAMP'rin CAMP s piep 2%
Fosfolipazlar

Fosfodiesteraziar

Sekil 4.1. G protein kenetli sinyal ileti sisteminin ¢esitliligi (12)




Heterotrimerik G-proteinleri farkli efektrlerin sinyallerinde gerekli olan alfa (o),
beta (B), gama (y) altbirimlerinden olusurlar (12). Insan genom dizisinin
tanimlanmasiyla 27 Gq, 5 Gp, 14 Gy altbirimi 1890 farkli kombinasyonla tanimlanmigtir.
Baz1 kombinasyonlar in vitro ortamda olusmamakla birlikte bityiik bir ¢esitlilik ortaya
cikmaktadir (4).

G-proteinleri, GTP baglama ve GTPaz etkinligine sahip olan o. altbirimlerinin
birincil dizilerine gore 4 alt gruba siniflandimlmaktadir. Ge altbirimlerinin molekiil
agirliklan 39-50 kDa arasinda degismektedir. Bugtine degin, 20 kadar farkh G
altbirimi saptanmug ve bunlar amino asit dizilimine gore Gas, Goilo» Gaq V€ Ga1213 olarak
dort gruba bolinmiislerdir (13). G-protein a altbirimleri % 45-80 benzerlik gosterirken,
B ve y altbirimleri % 50-83 benzerlik gostermektedirler ).

Goyq ailesi Gg, G, G, Gis proteinlerini icermekte, fosfolipaz C aktivasyonunu
saglamaktadirlar. Gy, ailesinin 6 {yesi olmakta, Gii, Gi2, Gis, Go1, Go2, Gz adenilil
siklaz inhibisyonunda rol almaktadirlar. Ggs, adenilil siklaz uyartlmasinda rol
oynamaktadir (14).

Gy altbirimlerinin molekiil agirhg 35-39kDa, G, altbirimlerinin molekiil agirhg
7-9 kDa arasinda depismektedir. Gp altbirimi Bi.s ve Gy altbirimi y1-12 olarak
siniflandirmaktadir. Su anda bilinmekte olan retinal konilerde 3 ve retinal ¢ubuklarda
ise y1 oldugu bilimektedir. Uzun bir dénem By kompleksinin negatif diizenleyici oldugu
disiiniilmiistir. G; proteininden serbestlenen Py kompleksinin diger a altbirimlerini
inaktif heterotrimer olusturarak inaktif ettigi disinilmis ve Py altbiriminin bu
mekanizmayla adenilil siklaz aktivasyonunu bloke ettigi gOsterilmigtir. Son yillarda
hem o altbiriminin hem de Py kompleksinin pozitif efektdr diizenleyicileri oldugu
gosterilmigtir. Bu efektorlere Ormek potasyum kanallari, adenilat siklazin bazi
izoformlari, fosfoinositid-3-kinaz, B-adrenerjik reseptor kinaz (B-ARK) verilebilir.

Bunun diginda By altbirimlerinin mitojen-aktive kinazlarm (MAPK) aktivasyonunda rol




oynadifn gdsterilmistir (14). Tablo 4.1’de G proteinlerin etkilestigi efektorler

gorilmektedir (15).

Tablo 4.1. G Protein Efektor ve Diizenlenmesi

G Protein G Protein Efektor Efektoriin diizenlenmesi
(smif) (alt birim)
G, Gs ACI1-9 Uyarilma
¢-Src Uyarilma
RGS-PX1 Uyarilma
Tubulin GTPaz aktivitesinin Uyarlmasi
G ACS Uyarilma
G; G PDES6 Uyarilma
G PDE6 Uyariima
Gog PDE Uyariima
Guirs ACS,AC6 Inhibisyon
Ggo c-Src Uyanima
RAP1GAPII RAPIGAP’1n durdurulmasi
Ca'? Kanallar1 inhibisyon (Go,)
G protein aracihgi ile Uyanlma (Go;)
aktive olan K" Kanallan
(GIRK)
Tubulin GTPaz aktivitesinin uyariimasi
G protein aracihkli ndrit Bilinmiyor
bilylimesini diizenleyici
(GRIN1 ve GRIN2)
Ggy PI3Ky, PI3K§ Uyarilma
AC2, AC4, AC7 Uyarilma
AC1 Inhibisyon
PLCB1-3 Uyarilma
GRK2, GRK3 Plazma membranim diizenleme
GIRK1, GIRK2 ve GIRK4  Uyarilma
ATP-hassas K kanallan Uyarilma
Ca*? kanallan inhibisyon
Kiigiik GTP baglayici Plazma membramni diizenleme




Proteinler
Bruton’s tirozin kinaz Uyarilma
Tsk tirozin kinaz Uyanlma
Protein kinaz D Uyarilma
Kalmodulin Kalmodulin kinaz uyariimasi
Tubulin GTPaz aktivite artig1
She Uyanlma
Rafl protein kinaz Gfy durdurulmasi
Gog11 PLCp1-4 Uyarilma
Gig 14, 15,16 Losemiye eslik eden Rho Uyarilma
GEF, GRK2, GRK3
Bruton’s tirozin kinaz Uyarilma
G2 P115-RhoGEF, PDZ- Uyarnima
RhoGEF, GAP1m Uyarilma
Gn PLCyl Uyariima
Kigitk G PLDI Uyarilma
proteinler fosfotidilinositol 4P 5-kinaz ~ Uyariima

G proteinlerinin genel isleyis mekanizmalan su sekildedir: G proteinleri dinlenim
durumunda hiicre dis1 reseptorlerle ve hiicre ici efektor sistemleriyle etkilesim halinde
degildirler (13)($ekil 4.2). Hormonun reseptdre baglanmasiyla, reseptor G proteiniyle
etkilesir ve G proteininde konformasyonel bir degisiklik meydana gergekleserek GDP
serbestlenir. Serbestlenen GDP’nin yerine GTP baglamr ve G altbirimi, Gy

dimerinden ve reseptorden ayrilir. GTP bagli Gy altbirimi ve Gp, dimeri adenilil siklaz,

fosfodiesteraz, fosfolipaz C ve iyon kanallan gibi cok sayida cesitli efektor sistemlerle
etkilegirler. Diger diizenleyici faktorlerin yoklugunda, Gq altbiriminin igsel GTPaz
aktivitesi, bu altbirimi aktif olmayan duruma dontsttirtir. GTP, GDP’ye hidrolizlenir,
Gy, ve Ggyaltbirimleri tekrar ticlii kompleks yapiya doniisiirler (13).
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Sekil 4.2. G protein genel isleyis mekanizmasi (13)

G-proteinlerinin etkilestigi reseptor ailesi oldukga genigtir. 1998’in sonlarina
dogru, i¢ yiizden fazla G-proteini ile etkilesen reseptdr ailesi gen bankasma girmistir.
Bunlardan bashcalar adrenerjik reseptorleri (ala, alb, ald, o2a, a2b, a2c, B1, B2,
p3), muskarinik asetilkolin reseptorleri (M1, M2, M3, M 4, M5), dopamin reseptorleri
(D1, D2, D3, D4, D5), histamin reseptorleri (H1, H2) ve vazopresin reseptorleridir
(Vla, V1b,V2) (16).

Efektorler ise reseptorlerin aksine oldukea simrh sayidadirlar. Efektor molekiiller
arasinda adenilil siklaz (LILILIV,V,VLVILVII JIX), cGMP’ye Ozgii fosfodlesteraz,
fosfolipaz C, fosfoinositid 3-kinaz, fosfolipaz A2 ve iyon kanallar1 sayilabilir (XK', Ca"
Na',CI") (16).

Gq protemlerlmn aktif, inaktif ve gegis durumlarindaki kristal yapilarinin
coziimlenmesi, G proteinlerinin sinyal ileti yolagindaki molekiiler anahtar olarak gorev

almasmnin temelini anlamada etkilidir. Glinimiize kadar ¢ok az G proteini




kristallestirilmigtir (Tablo 4.2.). Bu yapilarin yorumlanmasi ve sonuclan altbirim
kombinasyonlarimin karmagasinin  {amamini yansitmamaktadir. Ayrica bu protein
yapilarmm  statik dogas;, G proteinlerinin ~ dinamik ~ dogasini anlamay1
siirlandirmaktadir (17).

Tablo 4.2. G Protein Kristal Yapilar

PDB kodu Yap Coziinarlik (A°)

Heterotrimerik Gatfyt kompleksi
Heterotrimerik Ga;; By, kompleksi
Gu~-GDP.AIF,

GuGDP Mg

GoGTPYS

Gy~ GTPYS

Ggi- GTP

Ggy dimer

4.2. G,, Proteini

Biiyiikk oranda merkezi sinir sisteminde bulunan G, proteini G; ailesinin bir

iiyesidir. Goq proteini sigir beyninden bogmaca toksin substratlarmn saflagtiriimasi

sirasinda izole edilmis olup, ilk cDNA dizisi 1986°da yaymlanmgtir (18).
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Sekil 4.3. Sigir Goo’stmn AG09 klonundan ¢ikarilan aminoasit ve nikleotid dizisi.
Niikleotidler 5°-3° yoniindedir. Baslangig ATG kodonu okaryot mRNA’larda sik¢a
bulunan ACC’yi izlemektedir. Bogmaca toksini tarafindan ADP-ribozillenme
bolgelerindeki aminoasitler biyiik harflerle, triptik peptit bolgeleri ise alt1 ¢izili olarak
verilmistir. Bu dizi sigan Gou cDNA’s1 ile karsilagtinldiginda %92 civarinda benzerlik
bulunmustur (19)

G, proteini 39 kDa agirhginda alfa, 36 kDa agirhiginda beta ve 11 kDa agirhginda
gama altbirimini igermektedir. Acik okuma gergevesindeki 1062 niikleotid 354
aminoasiti kodlamaktadir. Dizi olarak Gig ile %73, G ile %34 benzerlik
gostermektedir. Insan, sigan, sifir tiirlerinde aminoasit dizisi %98 korunumludur (20).

Goq proteini beyinde ve merkezi sinir sisteminde olduk¢a yaygin gorilmekle
birlikte kalp, salgi bezleri, adrenal medullada, sinir dokularinda ve pankreas’ta da
eksprese olmaktadir (21). Goo'nin beyin ve kalpteki kesin islevi hentiz bilinmemektedir.
Go nin  sinir sisteminde yapilan caligmalarda noronal sinyal iletisinde islevi
belirlenmistir. Goo, noronal voltaj kapih kalsiyum kanallarin1 kontrol etmesinin yam sira

potasyum kanallarinin uyanlmasinda da rol oynamaktadir (22).
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G, min adenilil siklazin bazi izoformlarm baskiladig bilinmektedir, ancak bunun
fizyolojik 6nemi heniiz degerlendirilmemistir (20). Gi ve Go'nun ekspresyon diizeyleri
oldukga yiiksek oldugundan, reseptor bagimh aktivasyonlan oldukga yiiksek By
kompleksinin serbestlenmesine neden olmaktadir. G/G, aktivasyonunun Py aracili
sinyal olaylanmn etkinlesmesinde temel mekanizma olduguna inanilmaktadir (23).
Gi/Go proteinlerinin karboksil ucu bogmaca toksiniyle ADP ribozillenir. Karboksil
ucunun ADP ribozillenmesi Gi/G, proteinlerinin reseptor ile etkilesimini bozmaktadr.

Diger G proteinlerinden farkh olarak, sinir sisteminde bol bulunan G, proteininin
etkisi cogunlukla By kompleksiyle gergeklesmektedir.

Gy/G, ile kenetlenen muskarinik asetilkolin (M2) reseptorii, kalbin parasempatik
diizenlenmesine aracilik etmektedir. Parasempatik sistemin negatif kronotropik ve
dromotropik etkileri adenilat siklazin Gi aracih baskilanmasiyla olmaktadir. cAMP
{iretiminin baskilanmas1 gergeklesirken, etkinlesen Gi/G,’dan yiiksek miktarda By
kompleksinin serbestlenmesi G protein kapili ige dogru diizeltilmis potasyum
kanallarinin (GIRK) aktivasyonuna yol acar. Elektrofizyolojik ve biyokimyasal
cahigmalarda GIRK kanal diizenlenmesinde Gg, kompleksinin gerekliligi gosterilmistir
(24). Potasyum kanallarimn uyarilmasiyla  diizenlenmesine ek olarak kalp

fonksiyonunun muskarinik diizenlenmesi, bilinmeyen bir mekanizma aracilifiyla voltaj

bagimli L-tipi Ca'? kanallannin baskilanmasina yol agar (25).

Fotoreseptor hiicrelerde  Goa proteininin  etkisi incelenmistir. Fotoreseptor
hiicrelerde 15131 neden oldugu hiperpolarizasyon glutamatin salinmasim azaltmaktadr.
Serbestlenen glutamat retinadaki ikincil noronlan iki sekilde etkiler. Off-bipolar
hiicrelerde depolarizasyon, on-bipolar hiicrelerde ise hiperpolarizasyon gergeklesir. Off
bipolar hiicrelerde ionotropik glutamat reseptorii, on bipolar hiicrelerde ise
metabotropik glutamat reseptorii (mGluR6) ile etkilesim gergeklesmektedir. mGluR6 ve

Go, eksik olan faralerde, on bipolar hiicrelerinin 15132 yamtiun bozulmasi, Go




proteininin on-bipolar hiicrelerde, glutamatin neden oldugu inhibisyonda birincil aract
oldugunu gostermektedir (26-28).

Gy, mn norit uzamasmnda Kkatkis oldugunu diisiindiiren caligmalar vardir.

Omegin, sinir bitylime faktdrd ile islem gdrmiis feokromositoma PC12 hiicrelerinde

Goo nin gelismekte olan noritlerde yogunlastif1 gdzlenmistir (6). Ayrica, norit uzamasi
esnasinda, néronlarda G ve néromodulin’in ekspresyonlarinin bagladii belirlenmistir.
Son zamanlarda, bu olayn diizenlenmesine aday bir efektor adayl, GRN1, izole edilmis
ve Neuro 2a hiicrelerinde G ile birlikte ekspres edildiginde, ndrit uzamasina yol agtigy

saptanmugtir (7).

G, nun bazi nérolojik hastaliklarda rol oynadig distiniilmektedir. Noroendokrin
timérlerde Goo diizeyinin non-endokrin timorlere gore daha yiiksek oldugu
gosterilmistir (8). Ayrica, Goo'nin Alzheimer hastahiginda onciil bir protein olan APP
reseptori ile etkilegtigi ileri siiriilmektedir (9).

Amiloyid B/A4 6ncii protein APP, néron yiizeyinde bulunan ve reseptor yapisinda
bir proteindir. Bu protein Kkorunumlu bir sitoplazmik bblgeye sahiptir ve G, proteini ile
kompleks olugturmaktadir. Sitoplazmik bolgedeki His657- Lys676 bolgesinin Go
proteinini aktive ettifi saptanmis, Nishimoto ve arkadaslanimn yaptiklari caligmalarda
bu kisa peptidin GTPyS baglanma hizim doza bagh olarak arttirdif belirlenmistir(9).
Good ve arkadaslannin yaptiklar aligmalarda ise, sentetik APP ve saf Goq igeren
fosfolipid kesecikler kullanarak diisiik derisimlerde APP’nin GTP hidrolizini arttirdigy,
ancak yiksek derisimlerde azaltuifs saptanmistir (29). Brouillet ve arkadaslannin
yaptiklan galigmalarda ise, APP’nin N-ucuna $zgiin bir antikorla etkilestirilen néron
membranlarmda GTPaz etkinliginin azaldigt bulunmustur. Bu galismada ayrica, APP ile
G, etkilesiminin hiicre digt sinyaller tarafindan diizenlenebilecegi gosterilmistir (30).

Dopaminin D2 reseptorlerine baglanma afinitesinin GTP ile diizenlenmesinin Go

proteini eksik olan farelerde kayboldugu gdzlemlenmistir. Bu veriler, merkezi sinir




sisteminde D2 reseptorimiin G; proteininden ¢ok Go proteini ile etkilestigini
gostermektedir (31).

43. G Proteinleri Uzerine Yapi Cahsmalan

G proteinlerinin aktif, inaktif, gecis durumlan ve inaktif heterotrimerik
durumlarimin kristal yapilarmin ¢dziimlenmesi G proteinlerinin molekiiler anahtar
olarak biyomekanizmalarim anlamada bir ¢ergeve sunmaktadirlar. Transdiisin kristalleri
ile yapilan yap: analizleri alfa altbiriminin iki bolgeden olustufunu gostermektedir
(Sekil 4.4) (2). Bunlardan ilki GTPaz bolgesidir. Tiim GTPaz’larda ortak olan bu bolge,
reseptor tirozin kinazlann aktivasyonuna bagh olarak hiicre ¢ofalmasi ve
farklilagmasinda etkili sinyalden sorumiu olan monomerik GTP-baglayici protein ras
p21’°e benzemektedir. ikinci bolge ise tim heterotrimerik G proteinlerde aym olan o-
sarmal bolgesidir (32). GTPaz bélgesi alti uzun B seridi (B1-P6) cevreleyen bes o-
sarmalindan olusmustur (2). B seritlerinin besi birbirine paralel, bir tanesi ise (B2)
digerine anti-paraleldir. GTPaz bolgesi, tim GTPazlarda GTP’nin baglanmasinda
gerekli ortak bolgeleri icermekiedir. Bunlar fosfat baglama halkas1 (P halkas1), Mg

baglama rezidiileri ve 2 guanin baglama halkasidir (2).

Sarmal bolge tiimiiyle a-sarmal ikincil yapiya sahiptir ve uzun bir merkezi sarmal
bes kisa sarmal tarafindan evrelenmistir. Bunlar da 54-58 ve 173 -179 baglag bolgeleri
ile GTPaz bolgesine baglanmislardir. Sarmal bolge ile GTPaz bolgesinin sikica

baglanabilecegi derin bir yarik vardir.

G protein a altbirimi GTPaz bdlgesi GTP’nin hidrolizinden ve baglanmasindan,
sarmal bdlge ise GTP’nin protein igine gomiilmesinden sorumludur (Sekil 4.5). Sarmal
bolge G proteinleri iginde ¢esitlilige sahip oldufundan, reseptor-efektor-G protein

yonelmesinde 6nemli rol oynamaktadir (17).




Sekil 4.4. Gtoa.GDP’nin gematik yapisi. GTPaz bolgesini olusturan a-sarmali ve B-

seritleri (2).




Ga helikal
bolge

Sekil 4.5. G, RGS4-Ggiy karmasgiminda, Gp iizerindeki efektdr etkilesim
bolgeleri, A; Heterotrimerik Gt proteininin membran iizerindeki yerlegimi Ga

(mor), GDP molekiil (kirmizi), Gp (vesil), Gy (sar1), rodopsin heliksi (kirmz’dan
koyu maviye dogru), rodopsin igindeki retinal bolge (bordo), B; RGS4-Gui-t
kompleks: RGS4 (yesil) Gait (kirmiz1), Goit- p pileli yapt (mor), GTP molekiil
(bordo), C; Gpip2 ¢Oziiniir ylizey modeli (33).




Tim guanin niikleotid baglayan proteinler niikleotid baglanma paketinin
cevresinde bes korunmug diziye sahiptir. Bunlar f,y fosfat baglama ilmegi (P-ilmegi)
icindeki GXGCCGKS motifi, nitkleotid ile etkilesen N/TKXD motifi, Mg baglama
dizisi DXXG ve ikinci bir guanin baglama yeri olan TCAT dir. TCAT dizisi ras p21°de
TSAK ile benzerlik gostermektedir (32).

Alfa alt biriminin aktivasyonunun yapisal temeline bakildiginda, meydana gelen
konformasyon degisikliginin Mg ve fosfatlann pozisyonlarindaki degisiklikten
kaynaklandig: belirlenmistir.

Aktif ve inaktif konformasyonlarda guanin halkasi ve riboz, GTPaz ve a-sarmal
bolgelerin arasinda gomiiliidiir. GDP-bagh konformasyonda GDP’nin B fosfati ve
Mg™?u vyiizeyde agik iken, GTP bagh durumda Mg*? ve fosfatlar bulunduklan
pozisyondan bolgeler arasindaki yere gomiiliirler. Bu hareket GTP’nin y fosfati
cevresinde meydana gelen bir dizi konformasyon degisikliginin bir sonucudur. Alfa
altbiriminin Mg'* ve GTP-bagh formundaki fosfatlarla etkilesmesinde anahtar olarak
adlandirilan 3 6nemli bolge tammlanmigtir: Arg 174 ve Thr 177’yi de igeren Ser 173-
Thr 183 bolgesi anahtar I; Gly 199 ve o2-sarmalimi igeren Phe 195-Thr 215 bolgesi
anahtar II; Asp 222-Arg 238 arasindaki halka anahtar III bolgesi olarak adlandinlmigtir
(2, 33). Yapisal farklar GTPaz’1n bu ii¢ blgesinde gergeklesmektedir. Go-GDP ve G-
GTPyS’in kiristal yapilan karsilagtinldiginda GTP bagh formda {i¢ anahtar bdlgenin
daha diizglin ve siki bir yapi kazandigi belirlenmistir. Bu bolgelerdeki yapisal
degisiklikler oldukga dikkat gekicidir. GDP-baglh yapidan GTP-bagh yapiya gegiste G
proteini ile GTP’nin fosfati arasinda kurulan hidrojen baglarinin ve Mg*? iyonu ile
kurulan yeni baglann tetikleyici oldugu diisiiniilmektedir (34).
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Sekil 4.6. G, proteininin GDP-inaktif formuyla GTP aktif formunda etkili anahtar
bolgeleri (mavi: inaktif; yesil: aktif) (34).

Aktivasyon sonrasi, anahtar I y-fosfata dogru hareket ederek, Thr 177 kenar
zincirini Mg*? ve y-fosfata yaklagtirir. Mg*? hem y-fosfatin diizgiin yerlesmesi hem de
guanin niikleotid kompleksinin kararlilhig: i¢in gereklidir (34). Gly 199’un NH temel
zinciriyle, GTP’nin y-fosfat: arasinda kurulan hidrojen bagi, Gly 199 ilmegi ile o2-
sarmalm iceren anahtar I’yi gerer ve dondiiriir. Anahtar III bolgesinin y-fosfatla
dogrudan etkilesimi yoktur fakat anahtar III anahtar II ile etkileserek yeni

konformasyonun sabit kalmasim saglar.

Alfa-altbirimlerinin amino ve karboksil uglart hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
iki kristal yapida da amino ucunun B altbirimi ile etkilesmekte oldugu belirlenmigtir.
Biyokimyasal ¢aligmalar bu ug bdlgelerinin aktivasyon olaylarinda ve protein-protein
etkilesimlerinde anahtar rol oynadigim gostermektedir (21).

G protein aktivasyonunu simrlayici basamak niikleotid-baglanma paketinden
GDP’nin serbestlenmesidir. GDP, heterotrimerik G proteininden alfa altbiriminin

gesitine baglh olan hizla kendiliginden serbestlenir. Omegin Geo proteininden GDP
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serbestlenme hiz1 0,19 dak™, Ggp proteininden GDP serbestlenme hiza (Kp, rate of
release /or/ dissociation) 0,()72da.k'l dir (35).

G, altbiriminin inaktif durumu Ggy baglanmastyla kontrol edilmektedir. Yapilan
caligmalarda Mg*? yoklugunda Gg,'nin Ggo'nun GDP’ye ilginligini 300 kat arttirdigini

gosterilmigtir. GDP’nin serbestlenmesi, G protein reseptor aktivasyonuyla olduk¢a
kolaylasmaktadir (17). GTPaz bolgesinin P6-a5 halkasinda bulunan TCAT guanin
niikleotid baglanma motifinde meydana getirilen mutasyonlar reseptorden bagimsiz
kendiliginden GDP serbestlenmesini arttirmaktadir (36).

liri ve arkadaslan, Ggs proteininde A366S (37), Posner ve arkadaslan G
proteininde A326S (38), Thomas ve arkadaglan Ga, proteininde C325S mutasyonlari
(39) olugturarak GDP serbestlenmesindeki artigi gézlemlemislerdir. Butiin bu
cahigmalardan elde edilen ortak sonuglardan, TCAT guanin niikleotid baglanma
motifinin GDP’nin serbestlenmesinde etkili bir bolge oldugu sonucuna variimgtir.
Posner ve arkadaslan GDP serbestlenmesinin G, da biiyiik bir konformasyonel
degisiklige neden olmadigim gostermislerdir.

TCAT motifine ek olarak G, altbiriminin N ve C ug bolgelerinin de GDP
serbestlenmesinde onemli oldugu disiiniilmektedir. Gg proteininde a5 sarmalinmn i¢
yiizeyine bakan kisimda li¢ kalmtida meydana gelen mutasyon, reseptorin katalizledigi
niikleotid degistirme oranin arttirmaktadir (40). Grishina ve arkadaslari, sarmal bolge
ile GTPaz bolgesi arasindaki ara ylizeyin reseptor aracili aktivasyon, GTP baglama ve
reseptor- G protein ayrilmasmda etkili oldugunu gostermislerdir (41).

Yapilan bir caligma heterotrimerik G proteinlerinin a-sarmal ve GTPaz bélgeleri
arasindaki hidrofobik etkilesimin bazal GDP serbestlenme oramm degistirdigini
gOstermigtir (42).




Yang ve arkadaslari, Go/ Gai kimeralarinda Cys347-C ug kalintisim floresan
isaretleyerek AlF’4 aktivasyonuyla C ucunun daha hidrofobik gevreye hareket etigini
belirlemislerdir. Aragtirmacilar bu meydana gelen hareketin, Gu/ Goi kimerasmn a2-p4
halkasiyla C ucu arasindaki etkilesimden kaynaklandigini dnermislerdir. Bu ug bolgeler,
G, altbirimlerinde igsel GTP serbestlenme oraninin degisimine kaynaktir. Gg'nin N ve
C ucundaki yapisal etkilesimler, Go'nin yavas GDP serbestlenme hizini saglamakta
Snemlidirler (43).

Cao ve arkadaslannin yaptiklan bir ¢aligmada, palmitollenmenin Goa
proteinindeki konformasyon ve GTP-baglama aktivitesine etkisi radyoaktif GTPYS ve
BODIPY-FL-GTPyS floresans prop kullamlarak incelenmistir. Aragtirmacilar,
palmitollenmenin Ge,’min GTP baglama aktivitesini etkileyerek, GTP/GDP degisimini
diizenledigini ve G protein aracilikl sinyal ileti yolagindaki G proteininin agik-kapali
anahtar fonksiyonunu kolaylastirdigim gostermislerdir (44).

G altbirimi yapisal olarak N-ucundaki yaklagik 20 amino asit igeren a-sarmal

yapisindaki bir bolge ile yedi kez tekrar eden bir motiften olusan pervane seklindeki bir
bagska bolge olmak tizere iki ana bolimden olugmaktadir (Sekil 4.7). Yedi kez
tekrarlanan dizi WD tekran olarak adlandinhr ve pek ¢ok farkli hiicresel siiregte rol alan
WDA40 ailesine ilye proteinlerde gorilir. WD tekrarimin korunumlu i¢ bolgesi birbirine
Gly-His (GH) ve Trp-Asp (WD) baglariyla baglanan yaklasik 40 aminoasitlik temel
bolgeyi igermektedir (5). B altbirimini olusturan yedi motifin her biri, B kanadi olarak
adlandinlan 4 antiparalel zincirden olusur. Kanatlar bir ucu dar, bir ucu genis olan
merkezi bir kanali gevrelerler. Bir kanadin en digtaki zinciri ile bir sonraki kanadin i¢
bolgesinde bulunan ii¢ zincir bir WD dizi tekrarma karsilik gelmektedir. Ik WD
zincirinin N-ucu, yedinci kanadin di zincirini olusturarak pervanenin baslanglcl ile
sonunu birbirine baglar. Kanatlar arasinda hemen hemen tiimiiyle korunumlu olan bes
aminoasit, dis zincirler ile i¢ bolgedeki Ug zincir arast baglantida onemli konuma
sahiptir (34).




Sekil 4.7. By kompleksi ve WD40 yapisim olusturan polipeptit zincirlerinin
sematik gosterimi. Sekil B-altbiriminin genis ucundan a-altbiriminin yer aldif1 dar uca
dogrudur (34).

4.3.1. Reseptor- G Protein Etkilesiminin Yapisal Unsurlan

Reseptorlerin G proteinleriyle nasil etkilestigi ve aktivasyonunu katalizledigi hala
agikliga kavugmamakla birlikte, reseptoriin ikinci ve tgiincti halkasindaki dizilerin, G
proteinleri segicilik ve afinitesinde 6nemli oldugu bilinmektedir (45).

Reseptorlin, G protein alfa altbirimiyle direkt olarak etkilesimi GDP’nin
aynigmasmm kolaylastirmaktadir. Reseptor, G, mn amino ucuyla etkilesmekte, a/By
yiizeyini bozmaktadir. Go’nin C ucunun sonlanma bblgesi (son bes kalint1) reseptdr-G
protein etkilesmesinde snemlidir. Omegin, bogmaca toksinle kalinti 4’iin ADP
ribozillenmesi, Gi/G, proteinleri reseptor etkilesimini bozmaktadir. Reseptor-G protein
etkilesmesini C ug bolgesinin etkili bir sekilde bloke ettifini gdsteren antikor
galismalart vardir (Sekil 4.6). Bunun yamsira bazi gahgmalarda C ucunda benzer
kalintilara sahip olan G proteinlerinin farkli reseptdrlerle etkilestigi gosterilmigtir.




Sekil 4.6. Goi-a2a-adrenerjik reseptor kompleks modeli: Modelleme rodopsin
kristal yapisi, G protein trimeri, 1gp2’nin kristal yapis1 ve fotoaktive rodopsin ile
kompleks yapan transdusinin C ug parcasinin NMR yapisi kulanilarak yapilmigtir
(http://mosberglab.phar.umich.edu/ projects/proj7.php).

«2 ve o4 sarmallarnmn igindeki bazi anahtar kahntilarm G protein-reseptor
etkilesmesinde gerekli oldugu belirlenmistir. ad/a5 halkasindaki kalintilarin mutasyonu,
szellikle a4 sarmahmn C ucundaki kahintilarnda meydana gelen mutasyon, bu
kahintilarn Go, altbirimlerinin reseptor aracilikhi aktivasyonunda dnemli roli oldugunu

gostermektedir.

Diger yandan yapilan biyokimyasal calismalarin bir kismu reseptor etkilesimde Ge
altbiriminin N ucunun iligkisinin oldugunu gostermektedir. (46). Gp ve Gy
altbirimlerinin bazi bolimlerinin de heterotrimerlerin reseptér etkilesim yiizeylerinde

etkili oldugunu gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir (33).
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4.3.2. Efektor- G Protein Etkilesiminin Yapisal Unsurlan

Her G, ailesi kendine 6zgiin efektorleri aktive eder. Gy ve adenilat siklazin
katalitik bolgelerinin birlikte yapilan kristallestirme cahgmalarmda, Ges'in a2 heliksinde
ve a3-B5 halkasinda 6zgiin etkilesim bolgeleri belirlenmistir (47). Bunun disinda, Gos'in
04-P6 halkas da, adenilat siklaz aktivasyonunda rol oynamaktadir (48).

G,/Gos kimeralan kullamlarak, G,s'in karboksil ucundaki 235-256 arasi bélgenin
adenilat siklaz aktivasyon bolgesini icermekte oldugu gosterilmigtir. Aym zamanda bu
bolgelerin kalintilarinda meydana getirilen mutasyonlarin adenilat siklaz uyarilmasmin
azalmasina neden oldugu gosterilmigtir (49). Gai/Ges kimeralariyla yapilan galigmalarda
efektor aktivasyonunda gerekli {i¢ ayn bdlge gosterilmektedir: Kalinti 236-240 (Gy a2-
B4), kalints 276-285 (G a3-B5), kalmts 349-356 (Gt 04-B6) (50).

Gy kimerasiyla ve RGS9 ile ¢cGMP fosfodiesteraz diizenlenmesi igin yapisal
belirleyiciler X-iin kristografisi analiziyle Slep ve arkadaslan tarafindan belirlenmigtir
(50). Bu caligmada fosfodiesteraz y altbirimiyle G, etkilegiminin temel bolgelerinin
anahtar II ve a3 bolgesi oldugu gosterilmistir. Bunun diginda fosfodiesteraz 7y
altbiriminin, G, 04-B6 halkasiyla da etkilesmekte oldugu gosterilmistir (50).

4.4. G,, Protein Sentezinde Kullamlan Ekspresyon Sistemi

Rekombinant proteinlerin ekspresyonu ve saflagtinlmast proteinlerin ayrintii
karakterizasyonu ve {iretimi i¢in dnemlidir. Yap1 ¢alismalarinda ¢ok miktarda ve yiiksek
saflikta proteine gereksinim duyulmaktadir. Cesitli ekspresyon sistemlerinin gelistirilip
rekombinant protein tiretiminde kullamlmasina ragmen, saf protein eldesinde sikintilar
meveuttur. Rekombinant DNA tekniklerinde ilginlik (afinite) etiketlerinin kullamimasi
protein afinite kromotografi yontemlerini kullanarak rekombinant filzyon proteinlerinin
saflagtirmasini kolaylagtirmaktadir.
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“QIlAexpress® System” rekombinant proteine 6 tane histidin rezidiisii ekler. Bu
histidin etiketleri nikel-nitrilotriasetik asit (Ni-NTA ) ile etkilesmektedir.

QlAexpress® pQE vektorlerini kullanarak 6xHis-igaretli proteinlerin E. Coli’de

yikksek seviyede ekspresyonu TS5 promoter transkripsiyon-translasyon sistemine

dayanmaktadir (Sekil 4.7).

Xho1[0/3416)

bla

Bgi 1 (2544)

! n
ori Xbal1118)

Sekil 4.7. pQE vektdr sistemi

QlAexpress Ekspresyon sistemi birgok protein yap: caligmast igin yitksek
seviyede protein ekspresyonu saglamaktadir (51). Bu galigmalar arasinda,
e Fonksiyonel ve konformasyonel aktif proteinlerin saflagtiriimasi
e Antikor iiretimi i¢in dogal olmayan kosullarda saflastirma

o Ug boyutlu yapmin belirlemesi i¢in kristallegtirme

baslicalaridir.




4.4.1. pQES0 Vektor Sisteminin Ozellikleri

Bu vektorler lac represoriinii agir eksprese eden cis-lac? genine sahiptirler. Lac
represorii IPTG indikklemesi Oncesi lac promotorundan protein ekspresyonunu

baskilayarak toksik protein {iretimini engellemektedir (Sekil 4.8).

pQE vektorleri ile E.Coli’den yiiksek seviyede protein ekspresyonu eldesinin yam

sira 6xHis etiketlerinin eklenmesi saflagtirmada avantajlar saglamaktadir. Oregin:

o 6xHis etiket ve Ni-NTA arasindaki yiiksek segicilik tek bir basamakta saf

protein eldesine imkan tanimaktadir.

e FEtkilesim konformasyondan bagimsizdur. Dogal kosullarda fonksiyonel
protein eldesi miimkiindiir.

e Antikor iiretimi igin dogal olmayan kosullarda protein eldesi miimkiindiir.

e Histidine kars: antikorlar kullanarak etkili tarama gerceklestirilebilir.

6xHis etiketi diger afinite etiketlerinden gok daha kiigiiktiir ve fizyolojik pH’da
yiikstizdtir. 6xHis etiketi proteinin yap1 ve fonksiyonunu etkilemez, sekresyonda etkili
degildir ve uzaklagtinimasi i¢in proteaz kesimi gerekli degildir (52).
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4.5. G, Proteininin Saflagtiriimasi

G proteinlerinin rekombinant olarak ekspresyonu ve saflagtirlimasi iizerine
¢alismalar 1989 yilinda Graziano ve arkadaslan ile baslammgtir. Caligmalarinda Gsq
proteinini NpT7-5 vektorii kullamlarak klonlanmugtir. Ekspresyon 30°C’tan 42°C’ta
yiikseltilmesiyle gergeklestirilmigtir. ~ Saflagtirma da swrasiyla DEAE-Sefasel,
hidroksiapatit ve Mono Q kromotografileri kullamlmistir. Saflaghrmanin en son
asamasmda yiiksek performansh hidroksiapatit (HPHT) kullamlmigtir (53,54).

Linder ve Gilman, rekombinant Giz ve Goe proteinlerini E.Coli’den
saflagtirmiglardir. Aragtirmacilar ekspresyon vektorii olarak Graziano ve arkadaglannin
kullanmis oldugu NpT7-5 vektoriinii kullanmiglardir. Saflagtirmada sirastyla DEAE-




Sefasel, Heptilanin-Sefaroz, Mono Q, Hidroksiapatit, Fenil-Sefaroz kromotografi
yontemleri uygulanmgtir. 8 litre kiltiirden 2.1-3 mg Giig, 30pg-1 mg Gizq, 200-800 ug
Gizo, 20 litre kiiltiirden 5 mg Gog, 6 mg Giie, 1 mg Gie, 200-800 pg Giz, clde
edilmigtir(10).

Lee ve arkadaslan rekombinant G-protein miktarim artirmak icin farkli bir
ekspresyon sistemi kullanmuglardir. Klonlamada pQE-6 vektorii kullanlmigtir. Bu
vektor BL21(DE3) hiicrelerine aktanimis ve 30 pM IPTG ile indiikleme yapilmstir.
Saflasgtirmada sirasiyla DEAE-Sefasel, Fenil-Sefaroz, Q-Sefaroz, Hidroksiapatit,
kromotografi yontemleri uygulanmugtir. 10 litre kiiltiirden 65 mg Gog, 400 mg Giyq, 40
mg Gpg elde etmislerdir (55). Bu calismada His etiketli Go proteini Ni'? afinite
kromotografi yontemi kullanarak saflagtinlmistir(55).

4.6. Spektroskopi

Spektroskopi, elektromanyetik dalgalarn maddeyle etkilesiminin gahgilmasidir.
Elektromanyetik spektrum radyo izotoplarin bozunumu sirasinda salinan yiiksek enerjili
-15inlan ve sirasiyla azalan enerjiye sahip, x-1ginlan, mor Stesi 1sinlar, goriinir iginlar,
kizilotesi 1ginlar, mikrodalgalar ve radyo dalgalan gibi elektromanyetik dalgalardan
olusur. Elektromanyetik 1ginlar dalga ozelliklerinin yam sira tanecik ozellikleri de

gosterirler.

Maddedeki her konum veya davranis (elektronlarin yer aldif yoriingeler, atomlar
arast titresim ve dénme hareketleri) belirli enerji seviyelerinde gergeklesirler. Diger bir
deyisle, maddenin dalga mekanigine dayal ozelliklerine bagh olarak atomlar basamakli
ya da kesikli enerji degerleri igerirler. Atomlar yalmzca belirli enerji diizeylerinde
bulunabildiklerinden, 15 sogurulabilmesi basamak arasindaki enerji farklarina
karsilik gelen dalga boylarinda olanakhidir (Sekil 4.9).
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Ismun atomlar tarafindan sofurulmasi ya da salimm belirli enerji paketleri
tizerinden gergeklesir. Molekdillerde uyarilma sonrasi 1§18 geri sagilmasina floresans

etkisi denir.

- 1- Hyanineg auram

1- Temci duram

Eaery:

Sekil 4.9. Basit bir diatomik molekiilde enerji diizeyleri (kalin cizgiler
elektronik enerji diizeylerini; ince diiz gizgiler titresim enerji diizeylerini; ince
kisa cizgiler donme enerji diizeylerini gostermektedir) (56).

Isin, enerjisini i¢inden gectifi maddede ¢arpishfz atomlara aktanr. Uyanlma
sonucu elektron veya atomun titresim donme hareketleri, bir {ist enerji basamaklarina
gegebilir. Basamaklar disindaki bir ara enerji diizeyine gecis olanakh degildir. Isim
sopurmadan Onceki enerji diizeyi El, sogurma sonrasi enerji diizeyi E2 olarak

gosterilirse;

E2 -E1 =h.v olur

h . v = sogurulma enerjisi

Spektroskopi kullanilan dalga boylar1 ve dolayisiyla uyarimin gerceklestigi enerji
diizeyi farkliliklarina gore gesitli tiplere ayrilmustir (56,57).
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4.6.1. Molekiiler Spektroskopi

Molekiillerin 3 temel optiksel spektrumu vardir;

1 — Elektronik Spektrum:

Bu tiir gegisler, bir temel elektronik durumun st elektronik enerji seviyesine
gecisidir.

2 — Titregim Spektrumu:

Bu tiir gegisler bir titresim seviyesinin, aym elektronik durumdaki diger titresim

seviyesine gegisidir.
3 — Dénme Spektrumu:

Ayni elektronik durumun, aym titresim durumunda dénme seviyeleri arasindaki

gecigidir.

Molekiiliin elektronik taban enerji degeri, molekiiliin elektron konfigiirasyonu ve
yoriinge diizeni tarafindan belirlenir ve molekiiliin elektronik durumu olarak tammlamir.

Isigin sogurulmasinin ve yayilhminin gosterildigi enerji seviyeleri diyagramina
“Jablonski Diyagrami” denilmektedir. Temel, birinci ve ikinci elektronik durumlan
swrastyla; So , St ve Sy ile gosterilir (Sekil 4.10) (58).

Cesitli elektronik seviyeleri arasindaki gegisler dikey gegislerdir. Bu goOsterim,

15131 sogurulmasinin anhik durumunu gostermek igin kullanihir.
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Sekil 4.10. Jablonski diyagram (58).

4.6.2. Floresans

Sogurulan 1510 tarafindan uyarilan molekiil, uyarilmig enerji seviyesine geger.
Molekiil buradan gok kisa bir zaman igerisinde uyariima enerjisini geri vererek disiik
enerji seviyesine geri doner. Temel enerji seviyesinin geri doniigiim mekanizmas: hem

molekiil seviyelerine hem de molekiltin i¢inde bulundugu ortama baghdir (59).

Uyarilmig molekiil ortamdaki bagka bir molekiille garpismasi sonucunda enerjisini
diger molekiile kinetik ve titregim enerjisi olarak aktanr. Sonugta, yiiksek titregim
seviyesine uyarilmig molekil mzh bir sekilde disiik titresim seviyesine geri doner.
Temel durumun yitksek titresim enerji seviyeleri, uyanimg durumun en digik titregim
enerji seviyesine yakin oldugu durumda zayif ¢arpismalarla temel enerji durumuna
donils gergeklesir. Bir diger yol da, kuvvetli garpigmalarla uyarilmis enerji durumundaki
(S1) en disik titresim seviyesinden temel enerji seviyesine (SO) inistir. Boylesi
carpismalarin yoklugunda molekiil bir foton salar. Uyarilma durumunda salinan bu

fotona floresans denir.
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Floresans fotonlarimn enerji arabg, sogurulan fotonlarn enerji arahgindan daha
azdir. Floresans 6miir, molekiiliin uyarilma durumundan temel duruma dénerken gegen

ortalama zamamdir.

Salinan foton uyariima durumunun en diigik enetji seviyesinden, temel durumun
titresim enerji seviyelerine dogru sadece bir enerji bant1 verir. Bu durumda, floresans
bantin dalga boyu, sogurulan bantin dalga boyundan daha uzundur. Genelde, floresans
yayilim spektrumu ve sofurulma spektrumu ayna goriintii simetrisine sahiptirler. Bu
simetrik durum; sogurulma ve yayilimda aym gecisler gerceklesmesinden ve titregim

enerji seviyeleri arasmdaki benzerlikten kaynaklanmaktadir.

Floresans dalga boyu, sogurulma dalga boyundan bafimsizdir. Bu baglamda,
sogurulma ve floresans spektrumlan genellikle st ste gelmez. Ancak gdzelti i¢indeki

molekiillerin ¢evre molekiilleri ile etkilesimleri sonucu titresim enerji seviyeleri

degisebilir ve emilim ve yayilim bantlan kismen cakigabilirler ($ekil 4.11) (60).

igimimsal
olmayan i
kayip

Floresans

Sekil 4.11. Enerji seviyeleri cizgesi (60).




Sopurulma spektrumu birgok enerji bant jcerir ve bu bantlar genelde iist {iste
gelerek genig bir bant meydana getirirler. Bu nedenle sogurulma spektrumu floresans

spektrumundan daha genistir.

Bir floreforun floresans siddeti (yogunlugu), uyarlmis halde carpistigt
molekiillerin uyarmm enerjisini ne oranda sogurduklarina baghidir. Bu molekiiller
uyarilma enetjisini sogurarak floresans yayihm olasthgim azaltir ve boylece floresans
siddetini azaltrms olur. Floresans siddetini azaltan bu molekiillere floresans
sondiirtici’leri denilmektedir. Titresim seviyeleri arabklann genig olan molekiller

omegin su etkin floresans sondiiriiciileridirler.

Yayilan Foton Sayisi

Foton Verimi =
Sogurulan Foton Sayisi

Floresans siddeti, floresans foton verimi ile agiklanmaktadir. Floresans foton

verimi; yayilan fotonlarin sayisinin, sogurulan fotonlarin sayisina oranidir (60).

4.6.3. Floresans Yayilim Grafigi

Floresans yayilim bilgileri floroforun kimyasal yapisi ve icinde bulundugu ¢dziici
ortama bagl olarak degisiklik gosteren yaythm spektrum aracihif ile elde edilir.
Floresans yayiim spektrumu, floresans 151k siddetinin dalgaboyu ya da dalga sayisina

gore degisimidir.

4.6.4. Protein Floresansi

Proteinler yapilarinda bulunan ve ultraviyole 15151 soguran 3 aromatik aminoasit
araciliy ile limenisans tekniklerle incelemektedir. Dogal florofor olarak adlandinlan

amino asitler:




Triptofan (Trp)

Tirozin (Tyr)

Fenilalanin (Phe)

Bu aminoasitler aromatik amino asitlerdir.

Aromatik amino asitlerin 1131 en gok sofurma ve floresans yayilim tepe
dalgaboylar Tablo 4.3’de verilmistir (61).

Tablo 4.3. Triptofan, Tirozin, Fenilalaninin Sogurum ve Floresans Dalgaboyu Degerleri

Aromatik Isig en sogurdugu Isign maksimum yaydigt
Amino asit dalga boyu (nm) dalga boyu (nm)
Triptofan 280 348
Tirozin 270 303
Fenil Alanin 260 282

G protein aracih sinyal ileti ¢alismalannin ¢ogunda dogal davrams gosteren ve
analizi hassas bir sekilde yapilabilen guanin niikleotid analoglan kullamlmaktadir. En
¢ok kullamlan analoglar radyoaktif olarak isaretlenmis izotoplardir. Bunlar [y**P] GTP
veya [y’S] GTPyS’dir. Bu analoglarla GTPaz aktivitesi ve niikleotid baglanma
analizleri filtre-baglanma yOntemleriyle yapilmaktadir. Son yillarda ise, G protein
aktivasyonunda, floresans guanin niikleotid tiirevleri olan N-methyl-3’-O-anthranoyl
(MANT) ve BODIPY kullamlmaktadir. Bu floresan analoglarin, GTP aktivite tayininde
daha once kullamlan igsel floresans degisikliklerine gore daha hassas oldugu
saptanmstir (62).
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Bu problarla heterotrimerik G protein etkilesimleri ile yapilan ¢aligmalar oldukca
siirhdir. ilk ¢ahigmalarda Gi/o, altbirimlerinin aktivitesi, MANT niikleotid degisim
kinetigiyle saptanmustir. Ancak MANT probunun bazi heterotrimerik G proteinlerine
afinitesinin diigiik oldugu ve beklenmeyen bir sekilde adenilat siklaz inhibitorleriyle
yaris yaptuign belirlenmistir. Bu durum ise bu probun, in vitro ve G protein-efektor
etkilesim caligmalarida kullamlmasini simrlandirmigtir. Bu nedenle MANT probunun
yerine BODIPY floresan niikleotid analoglan kullamimaya baglanmstir. BODIPY
problan adenilat siklaz inhibisyonuna etkisizdir ve Ga. altbirimlerine baglandiklarinda
MANT probuna gore daha yiiksek bir floresans artiy gostermektedir. Bu problann
aynsma sabitleri nanomolar seviyededir ve  gOrimen  bolge icerisinde
uyanlabilmektedirler. Biitiin bu avantajlar, bu probun niikleotid degigim caligmalarinda
ve guanin niikleotid ayriyma inhibitorleriyle heterotrimer etkilesim belirlenmesinde
tercih edilmesini saglamaktadir (62).

Onceki ¢ahsmalarda BODIPY FL-GTP’nin Goo. ile hidrolizi belirlenmesine kargin
bununa ilgili kinetik ¢alismalar yapilmammgtr. Bundan dolay1 da bu probun, G, aktivite
caligmalarinda GTP’yi taklit etmesinin etkili bir sekilde gerceklesip gerceklesmedigi
bilinmemekteydi. Jameson ve arkadaglar, BODIPY FL-GTP ve BODIPY FL-GTPyS
analoglariyla Ggii ve Goo proteinlerinin GTPaz aktivitesini aligmuglardir. Enzimatik
reaksiyon boyunca gergeklesen dinamik degisiklikleri belirlemek igin drnekler hizlica
kapiller elektroforezle aymlmis ve lazer etkili (CE-LIF) floresans ile analiz
edilmislerdir. Yapilan galigmalar bu problarin GTPaz aktivitesini ¢aligmada substrat
olarak kullanabilecegini gostermektedir (62).

Higashijima ve arkadaslannin yaptiklan ¢alismalarda, GTPyS’in G; veya Go
proteinlerine baglandifinda bu proteinlerde konformasyonel degisiklige yol agif ve
proteinlerin igsel floresansinda artisa neden oldugu gosterilmistir (63). GTPyS’in
ardindan eklenen Mg** proteinde hizh bir konformasyonel degisiklige yol agmakta ve
floresans siddetinde bilyilk bir artisa neden olmaktadir. Bu grubun yaptiklan diger bir
¢alismada, GTP’nin de proteinin icsel floresansinda biiyiik bir degisiklige yol agtif1
saptanmistir. GTP, floresansta gittikge artan bir floresans siddetine neden olmaktadir. 5
dakika gectikten sonra duragan duruma ulagiimaktadir (64).
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GTPyS ve GTP’nin protein icsel floresans siddetinde neden oldugu bu benzer
degisiklik her iki niikleotidin de benzer konformasyonel degisikliklere yol agtiginin bir

gostergesidir.

GDP iceren Go'ya GTP eklendiginde, triptofan floresansinda yavag bir artis
gozlemlenirken, GDP ile GTP yer degistirdikten sonra, Mg*? eklenmesinin floresans
siddetinde hizli bir artisa neden oldugu saptanmigtir (65).

4.6.5. Spektrofotometre

Spektrofotometre, kiivetin igindeki bir ¢ozeltiden gegen 1513 ol¢iilmesinde
kullanilan bir alettir. Iletilen 11k, kiivetin icindeki 1181 soguran maddenin derigimini
belirlemek icin matematiksel hesaplamalarla emilme birimlerine donistiiriiltir. Biitiin

spektrofotometreler temelde aym parcalara sahiptirler (Sekil 4.12).
Bu parcalar;
1 — Isik Kaynagi:

Isik kaynag: aragtinlan bilesik tarafindan sogurulan radyant enerji sunmaktadir.
tyi bir 151k kaynag i¢in su kogullar gereklidir.

- Yeterli giigte bir 151tk demeti iretmelidir.

- Calisilan spektrum bolgesinin iizerinde siirekli dalga boylan saglamahdr.
- Sabit olmalidir.

2 - Monokromatorler:

Gerekli dalga boylarimin segilmesi icin kullanilmaktadur. Monokromatorler ile
giris ve ¢ikig yanklanmn kombinasyonu saglanmaktadir. Monokromatdriin girig yangi,
monokromatore giden istenmeyen 1isiklart engellenmesinde kullamlirken, gikis yangi

sadece kiivetten gegen dar 151k demetine izin vermektedir.
3 - Kiivet:

Kiivetin igine emilimi Sl¢iilmek istenen ¢ozelti konulmaktadir. Kuivet camdan,
kuvarsttan veya plastikten yapilabilmektedir.
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4 - Dedektor:

Dedektor, ¢ozelti iginde iletilen elektromanyetik radyasyonu, elektriksel sinyale
doniistirmektedir. Elektromanyetik radyasyonun siddeti ne kadar artarsa, elektriksel
sinyal de o kadar artmaktadir.

5 — Okuyucu Alet :

Dedektorden gelen elektriksel akimin buyiikligi, dijital bir gostergede
kaydedilmektedir. Sonuglar genelde iletici birimlerde, sogurulma birimlerinde bazen de
direkt derisim birimlerinde olmaktadir (66).

I G

Eksitasyon (Uyarma) la ‘ Uyanci Lamba
Maonokramatorl «— i{ XeArc Lamp)

Ornek Bolmesi
* Emisyon (Yayihim)
;| .Manokramatdru
R .
C e . Dedektdr
v

|
i
|
!

Sekil 4.12. Floresans spektrometrenin sistem bilegenleri.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Gerecler

5.1.1. Kimyasal Maddeler

Agar

Agaroz

Akrilamit

Amonyum persiilfat

Ampisilin

Asetik asit

Bakir-EDTA

Bisakrilamit

Bromokloroindol fosfat (BCIP)
“Coomassie” parlak mavisi
Ditiyotiretiol (DTT)

Etanol

Etidyum bromiir
Ftilendiamintetraasetikasit (EDTA)
Fenilmetilsiilfonil flortir (PMSF)
Folin & ciocalteau fenol ¢bzeltisi
Glisin

Gliserol

Guanozin difosfat

Guanozin 5’-trifosfat

Guanozin 5°-O-(3-trifosfat)
Hepes
Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranoside (IPT! G)
{zoamilalkol

Izopropanol

Sigma
Sigma
Bio-Rad
Sigma
Mustafa Nevzat
Merck
Sigma
Sigma
Promega
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Roche
Merck
Merck
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Kalsiyum klorir Sigma

Magnezyum klortir Sigma
Maya Oziitii Merck
ﬁ-Merkaptoetanol Sigma
Metanol Merck
N,N,N°, N’,-tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigma
Nitroblutetrazolyum (N BT) Promega
Nonidet-P40 Sigma
Ponso-S Sigma
Potasyum kloriir Merck
Potasyum hidrojen fosfat Merck
Sigr serum albiimini (BSA) Sigma
Sodyum asetat Sigma
Sodyum azid Sigma
Sodyum bikarbonat Sigma
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Sigma
Sodyum hidroksit Merck
Sodyum hidrojen fosfat Merck
Sodyum klortir Merck
Tris Sigma
Tripton Merck
Tween-20 Sigma

5.1.2. Sigir Goa. Kahbi

pT7/Ndel/ Goo kalib1 Dr. Joel Moss tarafindan saglanmgtir (National Institutes of
Health) (67)
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5.1.3. Primerler

RCH: geri (anti-sense)
5" GAC CCG AAG CTT CTA GTACAAGCC ¥

RNS: ileri (sense)
5 GCA TGC GAG CTC ATC GGA TGT ACT 3’

5.1.4. Western Emdirimi Gerecleri

Nitroseliiloz membran (0.45 pM) Schleicher&Schuell
Protein molekiil agirhi: standartlar MBI-Fermentas
Onceden boyanmms Protein Standartlan MBI-Fermentas

Bio-Rad mini jel elektroforez diizenegi (dikey) ve elektroforetik aktarma diizenegi.

5.1.5. Antikorlar
Anti-G Protein Goo. fare monoklonal antikoru Chemicon
Alkalen fosfataz eslenik kegi anti-fare IgG Chemicon

5.1.6. Radyoaktif Maddeler

[** S] GTPyS (Amersham), 1000 Ci/mmol, 100 pCi/100pl.
5.1.7. Klonlama I¢cin Kullanilan Kitler

Qiagen Mini Prep plazmid izolasyon kiti

Wizard PCR Preps DNA saflagtirma sistemi
Nucleospin Extract temizleme kiti (Macherey-Nagel)
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5.1.8. Cihazlar

Calkalayici

Calkalayic1 inkiibator
Derin Dondurucu (-70 °C)
Derin Dondurucu (-20 °C)
Floresans Spektrofotometre
Gii¢ kaynag:

Hassas Terazi
Karbondioksit inkiibatorii
Laminer akim kabini (Steril Kabin)
pH metre

Santrifiij

Spektrofotometre

Su banyosu

Is1 dongii cihaza

5.1.9. Tampon ve Cozeltilerin Bilesimi

IKA
Barnstead Labline
So-low

Siemens

Photon Technology International

Dan-Kar Corp.
Oertling

Forma Scientific
Kutay

WTW

Hettich ve Eppendorf
LKB Biochrom
Assistent WTE

MIJ Research

5.1.9.1. Hiicre Kiiltiir ve Ekspresyonu Sirasinda Kullamlan Cozeltiler

Luria-Bertani besi ortam
%1 w/v Tripton
%0.5 w/v Maya 6ziitii
%1 w/v NaCl, pH:7.2
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Zenginlestirilmis Luria-Bertani besi ortam
%?2 Tripton

%1 Maya Oziitii

%0.5 NaCl

%0.2 Gliserol

50 mM KH,POq4, pH:7.2

5.1.9.2. Protein Miktar Tayininde Kullanilan Cézelti

Bakir EDTA ¢bzeltisi

% 4 (w/v) oraninda 0.1 N sodyum hidroksit i¢inde ¢bziilmiis sodyum karbonat ve 250
mg bakir-disodyum EDTA, 200 ml 0.1 N sodyum hidroksit i¢inde ¢oziilerek kangtinld

ve karisim 1 1t’ye tamamlandi (68).

5.1.9.3. Saflastirma Isleminde Kullanilan Cozeltiler

Hiicre Patlatma(lizat) tamponu
50 mM Tris-HCI, pH 8.0

20 mM B-Met , 0.1 mM PMSF
10 mg/ml Lizozim

1 M MgCl,

20 U/ml DNaz

1 tablet Proteaz inhibitér kokteyli

Ni-NTA Kolon Dengeleme Tamponu
50 mM Tris-HCl, pH 8.0

20 mM B-Met

0.1 mM PMSF

100 mM NaCl
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Yikama Tamponu

50 mM Tris-HC], pH 8.0
20 mM B-Met

0.1 mM PMSF

100 mM NaCl

10 mM Imidazol

Toplama Tamponu

50 mM Tris-HCl, pH 8.0
20 mM B-Met

150mM Imidazol

%10 Gliserol

Sephadex G-100 Kolon Dengeleme Tamponu (TK tamponu)
50 mM Tris-HC1 pH: 7.4
100 mM KCl

5.1.9.4. Elektoforez ve Western Emdirimi Analizlerinde Kullamlan

Cozeltiler

Ornek tamponu (4X)

0.25 M Tris-HCl pH 6.8

% 40 (v/v) Gliserol

% 5 (w/v) Sodyum dodesilsiilfat (SDS)
% 0.01 (w/v) bromfenol mavisi

Akrilamit-Bis akrilamit 6zeltisi
(% 30) 29.2 gr Akrilamit
0.8 gr N, N-metilen bis akrilamit
Reaksiyon hacmi: 100 ml
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Elektroforez Tamponu

6 gr Tris

30 gr Glisin

1 gr (% 20) SDS
Reaksiyon hacmi: 1000 ml

Aktarma Tamponu, pH 8.5
25 mM Tris, pH:8.3

192 mM Glisin

% 20 Metanol

Tris Tuz Tamponu (TBS), pH 8.0
136.75 mM NaCl

2.68 mM KCl

21.26 mM Tris

Blok tamponu
%1 BSA
% 0.05 Tween-20

TBST Tamponu
136.75 mM NaCl
2.68 mM KCl
21.26 mM Tris
% 0.05 Tween-20

Jel Boyama Cozeltisi

% 0.2 (w/v) “Coomassie” mavisi
% 50 (v/v) Metanol
% 10 Asetik asit.




Jel Boya Cikarma Cozeltisi:
% 25 (v/v) izopropil alkol
% 10 (v/v) Asetik asit

Gelistirici (Developer) Tampon:
100 mM Tris-HC, pH 9.5

100 mM NaCl

5 mM MgCl,

Ponso- S Boyama Cozeltisi:
% 0.1 (w/v) Ponso-S
% 5 Asetik asit

Birincil Antikor Tampon:
Goo, monoklonal antikor (TBS ile 1:4500 seyreltilmis)
%5 BSA

ikincil Antikor Tampon
Alkalen konjuge kegi anti-fare IgG (TBS ile 1:5000 seyreltilmis)
% 0.05 Tween 20.

NBT/BCIP Gelistirici Tampon
100 mM Tris, pH:9.5

100 mM NaCl

5 mM MgCl,

66 pl NBT (50 mg/ml)

33 ul BCIP (50 mg/ml).
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SDS-PAGE Ayirma Jeli (% 12)
Damitik su

1.5 M Tris-HC], pH 8.8

% 20 (w/v) SDS

30:0.8 Akrilamit/Bisakrilamit

% 10 (w/v) Amonyum persiilfat
TEMED

SDS-PAGE Yiikleme Jeli (% 5)
Damitik su

1.0 M Tris-HC], pH 6.8

% 20 (w/v) SDS

30:0.8 Akrilamit/Bisakrilamit

% 10 (w/v) Amonyum persiilfat
TEMED

8.7 ml
5ml

0.1 ml

6 ml

0.2 ml
0.008 ml

441 ml
0.75 ml
0.03 ml
0.75 ml
0.06 ml
6 ul

5.1.9.5. Floresans Spektroskopi Ol¢iimiinde Kulamlan Cozeltiler

Tampon A

50 mM Sodyum-Hepes pH: 8.0
1 mM Sodyum EDTA

1 mM DTT

%0.1(v/v) Lubrol.

Tampon HEM

10 mM Sodyum-Hepes pH: 8.0
1 mM Sodyum EDTA

10 mM MgCl,.
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5.1.9.6. [*°S] GTPyS Baglama Testinde Kullamlan Cozeltiler

Ornek Seyreltme Tamponu
20 mM Na-Hepes, pH:8.0

1 mM EDTA

1 mM DTT

% 0.1 (v/v) Lubrol

50 uM GDP

GTPyS — Baglama Karigimi

50 mM Na-Hepes, pH:8.0

60 mM MgCl,

2 mM EDTA

200mM NaCl

2 mM DTT

2 uM GTPyS

[*5S] GTPYS, 300.000 saymm.dak™

Filtre Yikama Cozeltisi
20mM Tris-HC], pH:8.0
100 mM NaCl
25mM MgCl,

Sintilasyon Sayaci Sayim Sivisi
100 ml Toluol
% 0.4 PPO
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5.2. Yontem

5.2.1. Alt-Klonlama

G, cDNA’simin Hazrlanmasi: POE 80 vektoriniin Hazrlanmas:
G., ¢DNA’smmn Polimeraz Zincir Reaksiyonu Plazmid izolasyonu
(PZR) ile gogaltilmasi Restritksiyon Endontikleaz ile kesim
PZR temizleme kiti kullanilarak dizinin Agaroz jelde analizi
saflastirilmasi Kesim
Defosforilasyon
Agaroz jelde analizi PZR kiti ile dizinin saflagtiriimasi
Agaroz jelden ekstraksiyonu
Restriiksiyon Endoniikleaz ile kesim
Kesim sonrast PZR kiti ile dizinin
saflagtinimasi

\ /

Yapistirma
T4 DNA Ligaz enzimi kullamlarak
kesilmis vektor DNA’s1i ile Goo
¢DNA’smin birlegtiriimesi

l

Transformasyon (Aktarma)

Alicy hiicre hazirlanmasi

Yapistirtlmig vektoriin alict hiicrelere
aktarilmasi

Ekim

Analiz

l

Dizi Analizi

izole edilen pQE80-G,, plazmidinin
dizi analizine génderilmesi.
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5.2.1.1. DNA Kahbinin Hazirlanmasi

Caligilan vektor sisteminde “insert” elde etmek icin pT7/Ndel/ G, kalib1 (67)

ve RNS-RCH primerleri kullamlarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yapildi. PZR
kosullan diizenlenerek en uygun PZR protokolii belirlendi.

DNA Kalibz: 2 pl (100 ng) PCR Program:

dNTP: 5 pl (2 mM) 94 °C _, 4 dakika

RNS primer: 1 pl (10 pmol) 94 °C —» 1 daki

RCH primer: 1 pl(10 pmol) 67°C —> 1 dakika » 30dongi
10x Tampon: 5 pl 72 °C __, 2 dakika

DMSO: 5 ul 72 °C —» 5 dakika

dH,0: 30.75 pl

High Fidelity Enzim: 0.5 pl
Toplam Hacim: 50 pl

Negatif kontrol olarak DNA kalib1 igermeyen bir PZR yapildi. %1°lik agarozdan
olusan gelde 150 V’la yiirtitiilerek gézlemlendi. Sonrasinda PZR ornekleri %1°lik
agarozdan olusan Preparatif jelde 150 V’ta 45 dakika yiirutiildia. PZR 6rnegi (1062 be)
bu preparatif jelden ekstrakte edildi. Wizard PCR Preps DNA purification system kiti
kulanilarak elde edilen bolge, enzim kesiminde kullamlmak iizere hazirlandi. HindIIl,
Sacl enzimleri ile gece boyu enzim kesimi gergeklestirildi. Enzim kesimi oda

sicakhiginda gergeklestirildi.

Kahp

40 pl Kalip DNA (Gelden ekstrakte edilip temizienen)

2 pl Sacl(1200 unit)

2 pl HindMI (5000 unit)

20 pl 10x Tampon

36 ul dH,O

RH: 100 pl

Enzim kesim iiriinleri, PZR temizleme kiti kullamlarak temizlendi.
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5.2.1.2. pQE 80 Vektoriiniin Hazirlanmas:

pQES0 plazmidi Topl0 hiicrelerine transforme edilerek saklanmaktadir. Bu
hiicrelerdeki pQES80 plazmidi Qiagen Mini Prep kiti kulanilarak izole edildi. Elde
edilen plazmid kalip bolge ile yapistrilmak izere hazirlandi. Bunun igin iki saat
boyunca Sacl ve HindIII enzimleri ile kesimi gergeklestirildi.

Plazmid

20 pl Plazmid DNA
2 ul Sac

2 wl HindIII

10 pl 10x Tampon
16 pl dH,O

RH: 50 ul

Elde edilen 10 pl kesilmis plazmid DNA, 5 pl 10x tampon icerisinde 5 pl sifar
barsag alkalen fosfataz kiti kullamlarak 37°C’ta 50 ul reaksiyon hacminde defosforile
edildi.

Tepkime 85°C’ta, 15 dakika inkiibe edilerek durduruldu. Defosforile edilen

plazmid Nucleospin Extract kit (Macherey-Nagel) kullamlarak temizlendi.

5.2.1.3. Yapistirma

Defosforile edilmis plazmid ile Goo cDNA’s1 T4 DNA Ligaz enzimi (200 unit)
kullamlarak yapigtinldi (MBI Fermentas).
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5.2.1.4. Transformasyon (Aktarma)

Aktarma “CaCl, aktarma protokolii” kullamlarak yapildi. Aktarma iki agsamada
gergeklestirildi. Oncelikle plazmidin aktarlacag: Top10 alica hiicreleri hazirland1. Bu
amagla hiicreler 10 mP’lik gece boyu kiiltiirde biiyutiildi. Ertesi giin 40 ml taze besi
ortamina gece boyu kiiltiirden 1 ml eklendi ve bilyiimeye birakildi. ODgpo=0.12-0.2’ye
ulagtiginda kiiltiir buza konuldu. Santrifiijde 3500xg’de 15 dak., 4°C’ta gevrildi. Ust siva
atilarak, ¢okelek toplam 5 ml sofuk 50 mM CaCly’de ¢oziildii. Buzda 1-1.5 saat
bekletildikten sonra 4000 dev./dak., 10 dak., 4°C’ta gevrildi. Cokelek, {izerine tekrar 5
ml CaCl, eklenerek ¢oziildii ve kullanmadan once buzda en az 2, en g¢ok 24 saat
bekletildi.

Daha 6nce izole edilmis Go, CDNA’sim tagtyan plazmidin 25 pl’sine 150 pl
alic1 hiicre eklenerek 45 dak. buzda bekletildi. Karigim 42°C’ta, 2 dak. tutularak
membranm 1s1 sokuyla alici duruma gelmesi saglandi. Buzda 5 dak. bekletme sonrast
kangima 1 ml, Onceden 37°C’a getirilmig, antibiyotiksiz besi ortaim eklenerek,
hiicrelerin 37°C’ta 1 saat calkalanarak biiylimesi ve antibiyotik direncini yeniden
kazanmalan saglandi. Kilttirler steril eppendorfa aktarilarak 3000xg’de 5 dak. gevrildi.
Cokelekler 40 pl antibiyotiksiz ortam ile ¢oziilditkten sonra antibiyotik iceren kati LB
ortamina 10-30 pl halinde ekim yapildi ve 37°C’ta gece boyu birakild.

Bu yontemle pg plazmid DNA basmna 5x10 arasi transforme koloni elde
edilebilir. Bu ise oldukea yiiksek bir verimdir. Ahct hiicreler hazirlandiktan sonraki 12-
24 saat icerisinde normalin 4 yada 6 kat1 transformasyon etkinligine sahiptirler.

Gece boyu 37°C’ta inkiibasyonun ardindan koloni taramasi yapildi. Koloni
taramas1 PCR kontolii ile gergeklestirildi. Goo cDNA’s1 bulunan kolonilerden kiiltiir
yapilip gliserol stok hazirland. Topl0 hiicrelerinde Goo ¢DNA’sim tastyan plazmid
izole edilerek kontrol amaciyla dizi analizine génderildi.




5.2.2. Kiiltiir ve Ekspresyon

Dizi analizi sonucu Goo CDNA’smin pQES80 vektor sistemine klonlanmis

oldugunun belirlenmesini takiben ekspresyon ¢ahsmalarina bagland.

Ekspresyon deneyleri igin pQE80- Go stoklarindan 50 pg/ml ampisilin igeren
Luria-Bertani (LB)-Agar petri kaplarina ekim yapild1 ve gece boyu 37°C’ta inkiibe
edildi. Ertesi gin bu platelerden tek bir Kkoloni almarak 50 pg/ml ampisilin igeren LB
ortamuinda gece boyu biiyiitiilerek bir 6n kiltir hazirlandi. Bu kiiltiirden 1:100
seyreltilen kiiltlirler 37 ‘C’ta bitylimeye birakildi ve 600 nm dalga boyundaki optik
yoguntugu 0.6 oldugunda farkl: sicakliklarda (37 °C, 30 °C, 25 °C), farkh IPTG
derigimleri ile (1 mM, 0.1 mM) inditkleme yapildi. Ekspresyon deneyleri sonucunda
¢Oziiniir protein eldesi i¢cin en uygun kosul belirlenerek ekspresyon deneylerine bu
kosullarda devam edildi.

5.2.3. Protein Miktar Tayini

Protein miktarlar1 standart olarak sifir serum albumin’in (BSA) kullamidig1
Lowry yontemi ile belirlendi.

5.2.4. Elektroforez

%1.25 2-merkaptoetanol ilave edilmis ornek tamponu ile kangtrilan protein

ornekleri (12-50 pg ) kaynayan su icinde 5 dk denatiire edildi. Ornekler ve protein
standardi (MBI-Fermentas) mini-jel elektroforez diizeneginde hazirlanan SDS-PAGE
(% 5 yikleme jeli, % 12°lik ayirma jeli) jeline yiiklenerek elektroforez ¢ozeltisi iginde,
150 volt’da yiiriittildi.




5.2.5. Islak Elektroforetik Transfer Diizenegi ile Elektroforetik

Transfer

11x8 cm boyutlannda dort tane filtre ve jelin buyiikliigiine uygun olarak
nitroseliiloz membran kesildi. Elektroforezden sonra jeller ¢ikanlarak dist jel kesildi. Jel
ve nitroseliiloz membran 15 dk, filtre kagitlar1 ve siingerler de 5 dk aktarma tamponu
jcinde bekletildi. Jel kasetindeki gri panelin (katot) iizerine sirasiyla siinger, 3MM filtre
kapidy, jel, nitroseliloz membran, 3MM filtre kafidi ve siinger konularak kaset
dikkatlice kapatildi. Kaset aktarma tankina yerlestirilerek arkasina buz kalibi konuldu
ve tank, kasetin tiimiinii icine alacak sekilde aktarma tamponu ile dolduruldu. Transfer
tank i¢ine manyetik balik konularak manyetik kangtiric: iizerine yerlestirildikten sonra,
tank gii¢ kaynagna baglandi ve 180 mAmp’de 1.5 saat siiresince aktarma yapildi.

Aktarmanin gerceklesip gergeklesmedigi anlamak icin membranlar Ponso-S
boyama ¢ozeltisi ile boyanarak protein bantlan gozlendikten sonra TBST tamponu ile
yikanarak, Western emdirimi analizine gecildi. Ayrica jeller sirasiyla boyama ¢ozeltisi
(Coomassie Mavisi) ve boya ¢ikarma ¢ozeltisi ile calkalayic1 iizerinde 45 dk oda
sicakhipinda ve % 10 asetik asit ile 1-1.5 saat, 9% 5 asetik asitte gece boyu yikanarak da
transferin ne kadar gergeklestigi gozlendi.

5.2.6. Western Emdirimi Analizi

Ozgiin olmayan baglamay: engellemek igin membranlar %1 BSA ve %0.05
Tween 20 igeren TBST blok tamponunda gece boyu +4 Cta inkiibe edildi

Goo, proteini Chemicon marka G,, fare monoklonal antikoru ile 3 saat
etkilestirildi. Sonrasinda 3 kez 10’ar dakika TBST tamponuyla yikama yapildi. Daha
sonra alkalen fosfataz eslenik kegi anti-fare IgG ile 2 saat etkilestirildi. Renklenme
reaksiyonu oncesi 3 kez 10’ar dakika TBST tamponuyla yikama yapildi. Renklenme
reaksiyonu BCIP/NBT renk gelistirici tampon ile gergeklestirildi.

53




5.2.7. Protein Saflastirma Islemi

Her asamadan elde edilen kesimler SDS-PAGE ve Western Emdirimi ile analiz
edildikten sonra protein saflagtirma islemine gegildi.

5.2.7.1. Lizatin Hazairlanmasi

Bélim 5.2.2’de anlatilan yontemle bu kez genis dlgekli hazirlanan kiltir ( 4
litre) 600 nm’deki optik yogunlugu 0.6’ya ulastiktan iki saat sonra toplandi ve 4000xg
4°C’ta 10 dak. siireyle santriftijlenerek ¢oktiiriildii. Coktiiriilen bakteri peletleri 6nce
tartildt ve 1gr i¢in 5 ml hiicre patlatma tamponu ile paralandi. Daha sonra 18 G
igneden gegirildi. Karigim, lizozim, proteaz inhibitorlerinin, DNaz ve MgCh
eklenmesini takiben 5 kez 30 saniye buz iizerinde sonikasyona (35xhiz) tabi tutuldu.
Hiicre homojenat 4000xg, 4°C’ta 1 saat siireyle evrilerek ist sv1 toplandi. Bundan

sonra saflagtirma agamasina gegildi.
5.2.7.2. Ni-NTA Agaroz Kolon

Tiim saflagtirma islemleri soguk odada yapilmistir. Saflagtirma oncesi kolon,
kolon baslama tamponuyla 3 kez yikanarak dengelendi. Lizat iist stvis1 (¢0ziniir protein
kesimi) igerisinde 3 ml Ni-NTA regine bulunan dengelenmis kolona verildi. Kolon 10
dak. calkalayicida inkiibe edildi. Kolona baglanmayan kesim (Flow-Through) tekrar
kolona verildi. Kolon 4 kez yikama tamponu ile yikandiktan sonra toplama tamponu ile
protein elde edildi. 50 uM GDP eklenen protein rnekleri -70 °C’a kaldirildi.
Saflagtirilan proteinlerin miktariar1 Lowry protokolii ile belirlendikten sonra analizleri
SDS-PAGE ve western emdirimi ile gergeklestirildi.

5.2.7.3. Sephadex G-100 Kolon
Damutik H,0 i¢inde bir gece bekletilerek sisirilen Sephadex G-100 50 mM Tris-

HCI pH: 7,4 ve 100 mM KCl iginde kolona (1x50 cm) dokiilerek aymi tamponla

dengelendi.
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5.2.8. Dinamik Isik Sacthm Spektroskopik Olgiimleri

Dinamik 151k sagihmi yontemi (DLS) seyreltik ¢ozelti icerisindeki kiigik
parcaciklardan sacilan 11810 siddetinin ve degisiminin dlciilmesi temeline dayamr. Ni-
NTA kolonunda saflagtirilan 1.8 mg/ml derisimli Goo proteini dl¢iimleri Zeta-sizer
Nano ZS (Malvern Instruments) 1sik sagihm spektroskopisi kullanarak Kog
{niversitesinde alindi. DLS ile bir ¢dzeltideki proteinlerin boyut dagilim1 belirlenebilir.
Boyut dagilimm belirlerken cesitli alternatif ySntemler kullanabilir. Bunlar sayimi
etkileyen ornek sayisi, ornek hacmi ve Ornek siddetidir. Siddet dagihminda bilytik
boyutlu parcaciklarin etkisi 6n plana ¢ikmaktadar.

5.2.9. [**S] GTPyS Baglama Testi

Saflastirmanin gesitli agamalarindan elde edilen protein kesimlerindeki guanin
nitkleotid baglanma etkinligi GTP’nin hidrolizlenmeyen analogu [*°S]GTPyS varliginda
saptandi (69). Ornek hacmi seyreltme tamponu ile 30 ul’ye tamamlandi. Uzerine 30 pl
GTPyS baglama karisimi eklendi. Karigim 20°C’ta 40 dakika bekletildi. Karigim tizerine
2ml sopuk filtre yikama ¢ozeltisi eklenerek tepkime durduruldu. Daha sonra &rnekler
vakum ile nitroseliiloz filtrelere emdirildi. Filtreler 4°C’ta sogutulmus yikama tamponu
ile yikand1.

5.2.10. Radyoaktivitenin Olgiilmesi

Baglanan [*>S]GTPyS miktar1 %0.4 PPO igeren toluen sivisi kullanilarak sivi
sintilasyon sayaci ile saptandi. Sayacin verimi %95 olarak belirlendi. Bir dakikahik
sayim (cpm) asagidaki formiil kullamlarak pmol’e gevrildi.
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cpm x 100

pmol=

2.22 x sayim verimi (%) x spesifik aktivite(Ci/mol)

5.2.11. Floresans Spektroskopik Olgiimler

5.2.11.1. G,, Proteininin Floresans Spektroskopik Olciimleri

Goo’nin proteininin i¢sel floresansim belirlemek iizere Tiibitak MAM’da
floresans spektroskopisi (Photon Technology International Spectrofotometer) kullanild:
(63,70,71).

400 nM G, hicbir sey igermeyen, 1uM GTPyS igeren ve 1 uM GTPyS + 10mM
MgSO, igeren 400 pl Tampon A ile 20°C’ta 30 dak. inkilbe edildi. Uyarma
monokromotorii 290 nm dalga boyuna ayarlandi. Yayithm monokromot6rii 300 nm’den
410 nm’ye ayarlanarak floresans yayilim Slgiimleri almdi.

5.2.11.2. G, Proteinine GTPyS Baglanma ve Mg'” Kinetigi

Uyarma monokromotérii: 290 nm, yayilim monokromotori: 340 nm olacak
sekilde ayarlandi. Tampon A igerisine 400nM derisimli Goa eklenerek 3 dak., 1 mM
GTPyS eklenerek 30 dak. ve 10 mM MgSO; eklenerek 30 dakika ol¢iim alindi (64).
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5.2.12. G,, Proteininin Floresansina GTP’nin Etkisi

Uyarilma monokromotdrii: 290 nm, yayilim monokromotorii: 340 nm olacak
sekilde ayarlandi. Tampon A igerisine 200 nM derisimde Gy, eklenerek 4 dak., 2mM
GTP eklenerek 9 dak. ve 1 M MgSO, eklenerek 10 dakika dlgiim alind1 (65).

5.2.13. G,, Proteininin Floresansinda GTP’nin Neden Oldugu
Degisiklige GDP’nin Etkisi

Uyarilma monokromotorii: 290 nm, Yayihm monokromotorii: 340 nm olacak
sekilde ayarlandi. 10mM MgSO4 igeren Tampon A igerisine 200 nM konsantrasyonlu
Gouo, eklenerek 3,5 dak., 100 pM GTP eklenerek 9 dak. ve 100 pM GDP eklenerek 5
dakika 6l¢iim alind (65).

5.2.14. BODIPY FL-GTPyS Floresans Spektroskopik Olgiimler

5.2.14.1. BODIPY FL-GTPYS — G, Proteininin Uyarlma ve Yayihm
Spektrum Olciimii

Tampon HEM’e 50nM BODIPY FL-GTPyS eklenerek 470 nm dalgaboyunda
dl¢iim alinda. Uzerine 400 nM Goo eklendi ve 25°C’ta 30 dak. inkiibe edildikten sonra
slciim alindi. Bu kangimin tizerine 20 pM GTPyS eklendi ve 25°C’ta 20 dakika. inkiibe
edildikten sonra dl¢iim alindi (72,44).

52.14.2. BODIPY FL-GTPyS — G, Proteininin Etkilesim Kinetigi
Tampon HEM’e 50nM BODIPY FL-GTPyS eklenerek 470 nm dalgaboyunda 2

dak. dlgiim ahndi. 2 dakika sonra 400 nM Goe eklendi ve 35 dakika dlgtim alinda.
Uzerine 20 pM GTPyS eklendi ve 30 dakika Slglim alinda (73).
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6. BULGULAR

6.1. Klonlama

6.1.1. G,, Dizisinin PZR ile Cogaltiimasi

G,, ¢cDNA’sm gogaltmak igin pT7/Ndel/ Goq kalib1 ( ref)jve RNS-RCH
primerleri kullamlarak PZR yapildi. Bolim 5.2.1’de belirtilen PZR kosullan
uygulanarak istenilen bélge (1067kDa) cogaltildy (Sekil 6.1).

19329
7743

4254
2690
1882
14 89

925

Sekil 6.1. pT7/Ndel/ G,, vektdriinden uygun primerler kullamlarak
cogaltilan Go ¢cDNA’simn gel gortintiisi. PZR iirlinleri % 1’lik agaroz
jelde yiiriitiilerek goriintiiler elde edildi 1, Lambda DNA/Eco 1301 (Styl)
Marker 2, Negatif Kontrol 3-5, RNS ve RCH primerleri kullanilarak
cogaltilan Go,, cDNA’s1 (10 pl, 100 ng kalip)
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6.1.2. PZR Uriiniiniin Agaroz Gelden Ekstraksiyonu

PZR iirliniinii %1°lik agaroz ile hazirlanan preparatif gelde 150 V’la ylirtitildii.
PZR iiriiniiniin(1062 bg) gelden ekstraksiyonu Wizard PCR Preps DNA purification
system kiti kullamlarak yapildi (Sekil 6.2) ve HindIII, Sacl enzimleri ile enzim kesimi
gerceklestirildi. Enzim kesim tiriinleri, PZR temizleme kiti kullamlarak temizlendi.

19329
7743

4254
2690
1882
14 89

925

Sekil 6.2. PZR {riiniiniin preperatif gel elektroforezi: Go, CDNA’simm

pT7/Ndel/ Gy, vektoriinden RNS ve RCH primerleri kullamlarak ¢ogaltildi.
PZR fdrtnleri % 1’lik agaroz jelde yiriitilerek gorintiler elde edildi 1,
Lambda DNA/Eco 1301 (Styl) Marker; 2-6, 100 ng kalip
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6.1.3. pQES0 Plazmidinin Hazirlanmas: ve Yapistirma

Top10 hiicrelerindeki pQE80 plazmidi Qiagen Mini Prep kiti kullanilarak izole
edildi. Elde edilen plazmidin iki saat boyunca Sacl ve HindIIl enzimleri ile kesimi
gergeklestirildi (Sekil 6.3).

19329
7743
6223
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3472
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1882
14 89
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Sekil 6.3. pQE 80 plazmidi izolasyonu ve restriksiyon enzimleri ile
kesimi.1, Lambda DNA/Eco 1301 (Styl) Marker; 2, fzole pQE 80 (Prep
I); 3, Izole pQE 80 (Prep II); 4, Prep 11, Gece boyu Hind II-Sacl kesimi.

Elde edilen kesilmis plazmid defosforile edildi. Defosforile edilmis plazmid ile

Goq cDNA’s1 T4 DNA ligaz (MBI Fermentas) ile yapigtinldi.
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6.1.4. Aktarma ve Koloni Taramasi

Plazmidin aktanlacag ahci hiicreleri hazirlamak i¢in Top10 hiicreleri 10 ml’lik
gece boyu kiiltiirde biiyiitiildii. Ertesi giin 40 ml taze besi ortamina gece boyu kiiltiirden
1 ml eklendi ve biiyiimeye birakildi. ODgge=0.12-0.2°ye ulagtifinda kiiltiir buza
konuldu. Santrifiijde 3000xg, 15 dak., 4°C’ta gevrildi. Ust siv1 atilarak, ¢tkelek toplam
5 ml soguk 50 mM CaCl,’de ¢oziildii. Buzda 1-1.5 saat bekletildikten sonra 3500xg, 10
dak., 4°C’ta ¢evrildi.

Alict hiicrelerin hazirlanmasim takiben, aktarma 42°C’ta gergeklestirilen 1s1

sokuyla plazmidlerin ahc hiicre igine girmesi sonucu gergeklesti.

Aktarma sonrasi bu transforme hiicreler ampisilinli petri kaplarina yayihp, gece
boyu 37°C’ta inkiibasyonun ardindan koloni taramasi yapildi. Koloni taramasi PZR
kontolil ile gerceklestirildi (Sekil 6.4). Sadece bir kolonide Gou c¢DNA’s1 bulundu. Goq
¢DNA’s1 bulunan koloniden kiiltiir yapilip gliserol stok hazirlandi.

19329
7743
6223

4254
3472
2690
1882
14 89

925

1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 6.4. Transformasyon sonrast PZR koloni taramasi.l, Lambda
DNA/Eco 1301 (Styl) Marker; 2-8, PZR fiiriinleri. Sadece 4. kuyuda
pQE80-Goy PZR iiriinil bulunmaktadr..
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6.1.5. Dizi Analizi Bulgulan

izole edilen pQE80- Goq plazmidi kontrol amaciyla dizi analizine gonderildi.
Dizi analiz sonuglari Chromas 1.45 programiyla degerlendirildi. 25. baz’dan itibaren 6
tane His etiketleri baglamaktadir: CAT CAC CAT CAC CAT CAC. 61. Bazdan itibaren
ise Gy, dizisi baglamaktadir: ATG GGA TGT ACT CTG AGC GCA (Sekil 6.5).
Dizi’nin kontrolii sonucunda herhangi bir mutasyon belirlenmemigtir. Dizi analizi

sonucunda G, ¢cDNA’simn pQE80 vektor sistemine klonlanmig oldugunu belirlendi.

aapqm Go—pQEstlF ahl Serp Nmsmuansomwswﬁm 25682 Run ended: Oct 12, 2005
60 70 80 % 100 110
ATG Amsnrcscnucm CACCA TCACGG nccscns CEAGCTCATEG GATGTACTC TGAGCGCAGAGGAGCEAGCCGCCCTCGAGCGGAGCARGEL

WWW il

Sekil 6.5. pQE80-Go dizi analizi sonuclarn. G, dizisinin bir kismm goriilmektedir.
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6.2. G, Proteininin Ekspresyonu

Protein ekspresyonunu kontrol etmek tizere farkli IPTG derigimleri ile (1 mM,
0.1 mM) farkh sicakbiklarda (37°C, 30°C, 25°C), kiigiik olgekli ekspresyon deneyleri
baslatildi. Ekspresyon deneyleri igin gece boyu kiltiir yapildi. Ertesi gin 1:100
seyreltilen kiiltiirler 37°C’ta biiytimeye birakild1 ve 600 nm dalga boyunda ki optik
yogunlugu 0.6 oldugunda ekspresyon 1 mM ve 0.1mM IPTG derisimleri ile indiklendi.
Kiiltiirler daha sonra gece boyu farkli sicakliklarda bilyiimeye birakildi.

Her kesimden 6rnek ahinarak SDS-PAGE analizleri yapild: (Sekil 6.6, Sekil 6.7).
Ok ile isaretlenmis bolgeler 39 kDa agirhgindaki Go alfa altbirimini gostermektedir. 1
mM IPTG derigimi ve 25°C sicaklikta eksprese olan proteinin Snemli bir kisminm
¢Oziiniir oldugu goriildil.

kDA
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Sekil 6.6. Farkh sicakliklarda inditklenen Goo ekspresyonu. 1, Protein standartlar;
2, Indiksiyon 6ncesi; 3, Hiicre lizat1 (4 saat indiiksiyon sonrast); 4, Hiicre lizat1
(Gece boyu indiiksiyon sonrast); 5, Tim hiicre lizatindan sitoplazmik kesim; 6, Tim
hiicre lizatindan ¢oziiniir olmayan kesim; 7, Protein Standartlar1. Ekspresyon, 25°C
(A), 30 °C (B), 37 °C’ta (C) gece boyu gergeklestirildi. IPTG derigimi ImM’dr.
Ornekler %10 SDS-PAGE ile analiz edildi.
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Sekil 6.7. Disitk IPTG derisiminde farkh sicakliklarda indiiklenen Goo
ekspresyonu. 1, Protein standartlar; 2, indiiksiyon 6ncesi; 3, Hiicre lizat1 (4
saat indiiksiyon sonrast); 4, Hiicre lizati (Gece boyu indiiksiyon sonrast); 5,
Tiim hiicre lizatindan sitoplazmik kesim; 6, Ttim hiicre lizatindan ¢ziiniir
olmayan kesim; 7, Protein Standartlar. Ekspresyon, 25°C (A), 30°C (B),
37°C’ta (C) gece boyu gergeklestirildi. IPTG derigimi 0.1mM’dur. Ornekler
%10 SDS-PAGE ile analiz edildi

Farkh sicaklik ve farkli IPTG derisimlerinde indiiklenerek elde edilen kesimlerin
Western emdirimi analizleri yapildi (Sekil 6.8, Sekil 6.9). Analizlerde G, proteinine
dzgiil fare monoklonal antikor (Chemicon) kullanildi, Daha sonra membranlar alkalen
bagh kegi anti-fare IgG ile 2 saat etkilestirildi. Renklenme reaksiyonu BCIP/NBT renk

gelistirici tampon ile gerceklestirildi.




Go,39 kDa

Go,39 kDa
40

Sekil 6.8. Diistik IPTG derisiminde farkh sicakliklarda indiiklenen Goq
ekspresyonunun Western emdirimi analizi. 1, Protein Standartlan; 2,
Inditksiyon Sncesi; 3, Hiicre lizat1 (4 saat indiiksiyon sonrast); 4, Hiicre lizati
(Gece boyu indiiksiyon sonras1); 5, Tim hiicre lizatindan sitoplazmik kesim; 6,
Tiim hiicre lizatindan ¢oziiniir olmayan kesim; 7, Protein Standartlari
Ekspresyon, 25°C (A), 30°C (B), 37°C’ta (C) gergeklestirildi. IPTG derigimi
0.1mM’dir. Ornekler %10 SDS-PAGE ile analiz edilerek nitroseliiloz membrana
aktanldi.
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Sekil 6.9. Farkli sicakliklarda indiiklenen Goq ekspresyonunun Western
emdirimi analizi. 1, Protein Standartlan; 2, indiiksiyon 6ncesi; 3, Hiicre lizati (4
saat inditksiyon sonrast); 4, Hiicre lizati (Gece boyu indiiksiyon sonrast); 5, Tim
hiicre lizatindan sitoplazmik kesim; 6, Tiim hiicre lizatindan ¢6zlinir olmayan
kesim: 7, Protein Standartlan Ekspresyon, 25°C (A), 30 °C (B), 37 °C’ta (C)
gergeklestirildi. IPTG derisimi 1mM’dir. Ornekler %10 SDS-PAGE ile analiz
edilerek nitroselilloz membrana aktarild.
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6.3. G,, Protein Saflagtirmasi

Kiigiik olgekli yapilan ekspresyon deneylerinden, protein ekspresyon
alismalarma 1 mM IPTG derigimi ve 25°C sicaklikta gece boyu yapilmasina karar
verildi. Oncelikle kiiciik 6lgekli ekspresyon yapildi. Buradan elde edilen kesimlerden
saflastirma deneylerine gegildi. Goq proteini histidin etiketli oldugundan, saflagtirma
deneylerinde Ni-NTA reginesi kullanild1. flk saflastirma deneylerinde 20 ml kiltir
kullamldi. Bu kiiltiirden elde edilen ¢oziiniir kesim kolona verildi. Eliisyon igin
optimum imidazol konsantrasyonunu belirlemek iizere farkhi derigimlerde imidazol
hazirland1. %10 SDS PAGE gel elektroforezi analiziyle toplama i¢in en uygun imidazol
derisiminin150 mM oldugu belirlendi (Sekil 6.10).

kDA kDA
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Sekil 6.10. Ni-NTA Reginesi kullanarak histidin etiketli Goo Proteininin
saflagtirmasi. 1, Protein Standartlar; 2,Tiim hiicre lizatindan sitoplazmik kesim;
3, Kolona baglanmayan kesim; 4, Yikant1; (5-8) strasiyla 25mM,
50mM,100mM, 150mM imidazol; 9,Protein Standartlan. Ekspresyon, 25°C’ta
1mM IPTG ile gergeklestirildi. Omekler %10 SDS-PAGE ile analiz edildi.

Bu kiigik Olgekli saflastirma deneyinden elde edilen proteinlerin Western
emdirim analizi yapildi (Sekil 6.11).
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Sekil 6.11. Histidin etiketli Goo Proteininin Ni-NTA kolonundan
saflagtirmasimn Western emdirimi analizi. 1, Protein Standartlari; 2, indiiksiyon
oncesi; 3, Hiicre lizat1 (Gece boyu indiiksiyon sonrasi); 4,Tiim hiicre lizatindan
sitoplazmik kesim; 5, Kolona baglanmayan kesim; (6-9) sirastyla 25mM,
50mM, 100mM, 150mM imidazol; 10,Protein Standartlari. Ekspresyon, 1mM
IPTG ile 25°C’ta gergeklestirildi.

En optimal imidazol derigiminde, en yliksek miktarda saf proteininin elde edildigi
protokol (Yontem 5.2.7) sonraki deneylerde uygulandi.

Saflagtirma deneylerine biiyiik dlgekli kiltiirlerle devam edildi. Her saflagtirma
deneyinde 4 litre kiiltiir kullamldi. Kiiltiirlerden elde edilen peletlerden yapilan
saflagirma iglemlerinde yiikksek derisimde ¢oziiniir protein elde edildi. Protein
miktarlar1 Lowry y6ntemi ile belirlendi (Tablo 6.1).

Tablo 6.1. Protein derisimleri.

. L Protein Miktarlan (mg/ml) | Hacim Toplam Protein
Indiikleme Oncesi 472 4000 ml 16800 mg
Indiikleme Sonrasi 10,43 4000 ml 41720 mg
Sitoplazmik kesim 8,95 80 mi 716 mg
Kolona 7.8 80 m 624
Baglanmayan Kesim ! m mg
Yikant1 4 0,05 40 ml 2mg
Toplama 2,5 30 ml 75 mg
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Saflagtinlan proteinin analizleri SDS-PAGE ve Western Emdirimi ile yapildi (Sekil
6.12, Sekil 6.13).
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Sekil 6.12. Biiyiik dlgekli kiiltirde Goa ekspresyonu. A) 1, Protein Standartlart; 2,
Tiim hiicre ekstraktindan sitoplazmik kesim; 3, Tiim lizat; 4, Kolona baglanmayan
kesim; 5, Yikant1 1; 6, Yikant1 4 ; 7, Eliisyon 1 8, Eliisyon 2, ; 9, Eliisyon 3; 10,
Protein Standartlari. B) 1, Protein Standartlar; 2, Toplama 4 ; 3, Toplama 5, ; 4,
Toplama 6; 5, Toplama 7 ; 6, Toplama 8, ; 7, Toplama 9; 8, Toplama 10; 10,
Protein Standartlari. Ekspresyon,1 mM IPTG ile 25°C’ta gerceklestirildi.

Ornekler %10 SDS-PAGE ile analiz edildi.
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Sekil 6.13. Histidin etiketli Goq proteininin Ni-NTA kolonundan saflagtirmasinin
Western emdirimi analizi. 4 litrelik kiiltiirden elde edilen hiicre lizat dist s1visi Ni-NTA
kolonundan saflagtinildi.1, Protein Standartlari; 2,Tiim hiicre lizatindan sitoplazmik
kesim ; 3, Toplama 1; 4, Toplama 2; 5, Toplama 3; 6, Toplama 4 ; 7, Toplama 5.
Ekspresyon, 1mM IPTG ile 25°C’ta gergeklestirildi.

6.4. Molekiiler Elek Kromotografisi (Sephadex G-100)

Ni-NTA kolonundan elde edilen proteinlerin derigimi Centricon konsantrator
kullanilarak arttnldiktan sonra TK tamponuyla dengelenmis Sephadex G-100 kolonuna
uygulandi. Protein absorbans (280 nm) degerlerinden 14.-17. ve 20.-24. kesimler
arasinda yiiksek tepeler elde edildi. Yapilan SDS-PAGE analizleri sonucunda 20-24
kesimleri arasinda G, proteininin elde dildigi belirlendi (Sekil 6.14). [3SS]GTPyS
baglanma ile en yiiksek etkinligin 22. kesimde oldugu belirlendi ($ekil 6.15).
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Sekil 6.14. Histidin etiketli Go, Proteininin Sephadex G-100 kullamlarak
saflagtiriimasi. 1, Protein Standartlan; 2, Konsantre G, proteini; (3-9), sirasiyla G-100
kolonundan alinan 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 nolu kesimler; 10, Protein Standartlar.
Ornekler %10 SDS-PAGE ile analiz edildi.
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Sekil 6.15. Sephadex G-100 kullanarak histidin etiketli Gy, Proteininin
saflagtirmasinin kesimleri ve etkinlikleri.
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6.5. Saflagtirma isleminin Genel Degerlendirmesi

G proteininin 6zgiin etkinligi yapilan saflastirma islemlerinden sonra 213,2 kat

artmagtir (Tablo 6.2).

Tablo 6.2. G, protein saflagtirmasinin genel degerlendirilmesi

Toplam . Ozgiin

. . Hacim Toplam bl Saflagtirma

Kesim Protein (ml) Etkinlik(pmol) Etkinlik Katt
(mg) (pmol/mg)

Sitoplazmik 716 80 662586 925,4 1

Ni-NTA 60 15 4768000 79467 86,87

G-100 4,46 1 879975 197304 213.2

6.6. Dinamik Isik Sa¢ihm Spektroskopisi Olgiimleri

Toplama tamponun bulunan 1.5 mg/ml konsantrasyonlu Gyq proteininin 10 nm
yarigap bitytikligiinde ki pargaciklarin gevresinde homojen tek bir dagilim gostermekte

oldugu belirlenmigtir ($ekil 6.16.B).
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sayiyla boyut dagilim
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Sekil 6.16. G, proteininin dinamik 151k sag1lim spektroskopisinin % dagihmi.A, Say1;
B, Siddet; C, Hacim. Olgtimlerde 1.5 mg/ml Goa kullamid.
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6.7. Floresans Spektroskopik Olgiimler

6.7.1. G,, Proteininin i¢sel Floresans Spektroskopik Olgiimleri

Goo'1un proteininin igsel floresansim belirlemek iizere floresans spektroskopisi
(Photon Technology International Spectrofotometer) uygulandi. Tampon A icerisindeki
Gog proteini 346 nm’de maksimum yayilim verdigi belirlendi (Sekil 6.17). Goa
proteininin 1uM GTPyS ile 20°C’ta 30 dakika inkiibasyon edilip floresans dl¢lim
alindiginda floresans siddetinde %20 artig gozlemlendi. GTPyS ile birlikte 10mM
MgSO0;, eklendiginde floresans giddetinde %31 artig gbzlemlendi.

Goo’min proteininin igsel floresansina GTP’nin etkisini incelemek i¢in 290nm
dalga boyunda emisyon Glgiimleri alindi. Tampon A igerisine 200 nM derigimli Goo
eklenerek birinci 6l¢iim alindi. 10 pM GTP eklenerck ve 10mM MgSO, eklenerek
slgiimler alindi (Sekil 6.18). GTP’nin eklenmesiyle floresans siddetinde diisme
gdzlemlenirken, MgSO,4 eklenmesiyle artig belirlendi.

Floresans siddeti (x10*)

. — e —— —
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Sekil 6.17. Gy, 'nin igsel triptofan floresansi. Goo (400 nM) gozelti A,
¢ozelti A 1 uMGTPyS ve ¢bzelti A+10mM konsantrasyonlu MgSQOyile
inkiibe edilmigtir. Uyarma monokromotorii: 290 nm, yayihm
monokromotorii: 340 nm olacak gekilde ayarlandi.
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Sekil 6.18. G, nin proteininin i¢sel floresansina GTP’nin etkisi. Tampon
A icerisine 200 nM konsantrasyonlu Goo. eklenerek birinci 6l¢tim alindi.
10 uM GTP ve 10 mM MgSO, eklenerek diger Slgiimler alindi.

6.7.2. G, Proteininin Floresansinin Mg"? Bagimh Artisinin Kinetigi

Uyarma monokromotorii: 290 nm, yayiim monokromotorii: 340 nm olacak
sekilde ayarlandi.Tampon A igerisine sirasiyla 400nM G, cklenerek 3 dak., ImM
GTPyS eklenerek 30 dak. ve 10 mM MgSOs4 eklenerek 25 dakika 6lgtim ahndi. 15
dakika sonra tekrar MgSO4 eklenerek dlgim alindi. G, proteinine GTPyS eklenmesi
floresans siddetinde zamanla artisa yol act1. Belirli zaman arahiklarinda Mg*? eklenmesi
dnce keskin bir artisa neden oldu, daha sonra bu artig azalarak GTPyS siddetinden daha
yikksek siddette devam etti. Bu artis hem siddet olarak hem de yiizde olarak
degerlendirilmistir (Sekil 6.19, 6.20).
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Sekil 6.19. Go,'mn igsel triptofan floresans Kinetigi. Goo (400 nM)
¢ozelti A, gozelti A+ 1 pM GTPyS ve ¢dzelti A+ 10 mM MgSO0; ile
inkiibe edilmistir.
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Sekil 6.20. G, 'nin igsel triptofan floresans kinetiginin yiizde artis1. Goa
(400 nM) ¢ozelti A, ¢ozelti A+1 uM GTPyS ve ¢bzelti A igerisinde 10
mM MgSO; eklenerek inkiibe edilmisgtir.
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6.7.3. G,, Proteininin Floresansina GTP’nin Etkisi

Uyarilma monokromotdrii: 290 nm, yayihm monokromotdrii: 340 nm olacak
sekilde ayarlandi. Tampon A igerisine sirastyla 200 nM konsantrasyonlu Go, eklenerek
4 dak., 100 pM GTP eklenerek 12 dak. ve 20 mM MgSO4 eklenerek 10 dakika Slgiim
alind1. Floresans sidetinde GTP eklenmesiyle 6nce azalma gézlemlenirken, daba sonra

artis gozlemlenmigtir. MgSO4 eklenmesiyle ani bir artig sonra azalig g6zlemlenmektedir

(Sekil 6.21).
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Sekil 6.21. G, proteininin floresansina GTP’nin etkisi. Tampon A igerisine 200 nM
Goq eklenerek 4 dak., 100 pM GTP eklenerek 12 dak. ve 20 mM MgSO, eklenerek 10

dakika ol¢tim alindi.
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6.7.4. G,, Proteininin Floresansinda GTP’nin Neden Oldugu
Degisiklige GDP’nin Etkisi

Uyanima monokromotorii: 290 nm, Yayilim monokromottrii: 340 nm olacak
sekilde ayarlandi. 10mM MgSO; igeren Tampon A igerisine 200 nM konsantrasyoniu
G, eklenerek 3,5 dak., 100 pM GTP eklenerek 9 dak. ve 100 pM GDP eklenerek 5
dakika 6lgiim alindi. Floresans sidetinde GTP’nin eklenmesiyle once artig, sonrasinda
duragan durum, daha sonra azalis gozlemlenmistir. GDP eklenmesiyle ani bir azalis
gbzlemlenmektedir (Sekil 6.22).
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Sekil 6.22. Gy, proteininin floresansina GTP’nin neden oldugu degisiklise GDP’nin
etkisi. 10mM MgSOq igeren Tampon A igerisine 200 nM konsantrasyonlu Go eklenerek
3,5 dak., 100 uM GTP eklenerek 9 dak. ve 100 pM GDP eklenerck 5 dakika Olgiim

alind1.
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6.8. BODIPY FL-GTPyS ile Floresans Spektroskopik Olgiimler

6.8.1. BODIPY FL-GTPyS — G,, Proteininin Uyarinm ve Yayihm

Spektrumiarimn Olgiimii

Tampon HEM’e 50 nM BODIPY FL-GTPyS eklenerek uyarim ve yayilim
spektrumlarinin 8lgtimii alind1. Uzerine 400 nM G, eklendi ve 25°C’ta 30 dak. inkiibe
edildikten sonra 6lgiim alindi. Bu kangimin iizerine 20 pM GTPyS eklendi ve 25°C’ta
20 dak. inkiibe edildikten sonra yeni bir lgiim alindi. Gos , BODIPY FL-GTPyS’in
floresans siddetini arttirdi. Ortama GTPyS eklendiginde floresans 151k siddetinde azalma
belirlendi (Sekil 6.23).
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Sekil 6.23. BODIPY FL-GTPyS’in floresans siddetinin uyarim ve
yayilim spektrumlari. Yayihm spektrumu: BODIPY FL-GTPyS(siyah)
, BODIPY FL-GTPy+Go, (400 nM) (koyu mavi), BODIPY FL-
GTPyS+Goq (400 nM)+1 uM GTPYS (turkuaz), uyarim spektrumu:
BODIPY FL-GTPyS(kirmizi) , BODIPY FL-GTPy+Goo (400 nM)
(yesil), BODIPY FL-GTPyS+Goq (400 nM)+1 uM GTPyS (sar).

79




6.8.2. BODIPY FL-GTPYS — G,, Proteininin Etkilesim Kinetigi

Tampon HEM’e 50nM BODIPY FL-GTPyS eklenerek 2 dak. Slgiim alind1. 2
dakika sonra 400 nM G, eklendi ve 35 dakika dlgtim alindi. Uzerine 20 pM GTPyS
eklendi ve 30 dakika 8l¢iim alindi. G, proteini eklendiginde zamana bafimh olarak
floresans siddetinde artig goézlemlenirken GTPyS eklendiginde bu artig geriye
dénmektedir (Sekil 6.24, 6.25).
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Sekil 6.24. BODIPY FL-GTPYS — Goq proteininin etkilesim kinetigi.
50 nM BODIPY FL-GTPyS ile 2 dakika olgiim alindi. 2 dakika sonra
400 nM G, eklendi ve 35 dakika 6lgiim alindr. Uzerine 20 uM GTPyS
eklendi ve 30 dakika 6lgiim alindi.
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Sekil 6.25. BODIPY FL-GTPyS — Gy, proteininin etkilegim kinetiginin
yiizde artist. 50 nM BODIPY FL-GTPyS ile 2 dakika Sl¢iim alindi. 2
dakika sonra 400 nM Goq eklendi ve 35 dakika dlgiim alind. Uzerine 20
uM GTPyS eklendi ve 30 dakika &lgtim alindi.

6.9. [°°S] GTPyS Baglama Testi Sonuclan
6.9.1. [’°S] GTPyS Baglama Etkinligine Protein Derigimlerinin

Etkisi

Saflagtirmanin ¢esitli agamalarindan elde edilen protein kesimlerindeki guanin
nilkkleotid baglanma etkinligi GTP’nin hidrolizlenmeyen analogu [35S]1GTPYS
varliginda saptandi.

Baglanan GTPyS miktan %0.4 PPO igeren toluol sivisi kullamlarak sivi

sintilasyon sayaci ile saptandi. Sayacin verimi %95 olarak belirlendi.

GTPyS baglanma etkinliginin artan protein derisimleri ile arti belirlendi (Sekil
6.26).
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Sekil 6.26. GTPyS baglanma etkinliginin protein miktarma bafimhhg.
300.000 cpm [*3S] GTPyS igeren 60 pl’lik tepkime kansimma artan
miktarlarda G, proteini eklendi.
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6.9.2. [’°S] GTPyS Baglama Etkinligine Niikleotidlerin Etkisi

Tepkime karigimina artan derigimlerde (Der‘mimler sirastyla; 1.5 pg, 4 pg, 7.5

ug, 15 pg, 22.5 pg, 30 pg, 37.5 pg). eklenen GTP nin GTPyS’in baglanma etkinligini
azalttig1 g6zlendi (Sekil 6.27).
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Sekil 6.27. GTP’nin GTPyS baglanma etkinligi iizerine etkisi. 300.000 cpm
[358] GTPyS igeren 60 pl'lik tepkime kangimina artan miktarlarda GTP
eklendi.

Tepkime kangimina artan derisimlerde eklenen GDP’nin GTPyS’in baglanma
etkinligini azalttig: gozlendi (Sekil 6.28). 1mM GTP konsantrasyonunda baglanma
etkinligi azahirken, 1mM ATP konsantrasyonunda baflanma etkinligi degigmemektedir.
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Sekil 6.28. GDP’nin GTPyS baglanma etkinlii tizerine etkisi. 300.000 cpm
[°S] GTPyS igeren 60 pl'lik tepkime kargimina artan miktarlarda GDP
eklendi. Ayrica [*°S] GTPyS igeren 60 pl’lik tepkime kargimina 1mM GTP ve
1 mM ATP eklenererek ayn ayn olgiimler ahndi.
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6.9.3. Mg”un Goa. Proteininden ’°S] GTPyS’in Ayrismasina
Etkisi

GTPyS baglanma etkinligi Mg'? varhginda ve yoklugunda zamana bagh
olarak belirlendi (Sekil 6.29).
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Sekil 6.29. Mg**un Goo. proteininden [35S]GTPyS’in aynigmasina etkisi,.
300.000 cpm, 1 pM [35S] GTPyS igeren 60 ul’lik tepkime karigim 10mM
Mg*? varligimda ve yoklugunda, 20C°, 30 dakika inkiibe edildkten sonra.
100pM GDP eklendi. Baglanmus [35S]GTPyS miktar1 zamana bagimh olarak
belirlendi.
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7. TARTISMA VE SONUC

Rekombinant protein ekspresyon calimalari, protein yap ve islev ¢ahismalar
agisindan 6nem tagimaktadir. Bu ¢ahsmalarda yiiksek derisimde ve saflikta proteine
ihtiyag duyulmaktadir. Bunun i¢in de ¢ahigilacak proteine Szgii, verimi yiiksek vektor

sistemini tercih etmek gerekir.

Rekombinant G protein ekspresyonunda kullamlan ilk sistem Graziano ve
arkadaglarinin kullandign NpT7-5°dir (54). Bu sistemden elde edilen G, proteininin
aktivasyonunun g¢ok diigiik oldugu belirlenmigtir. Bu vektor sisteminin ekspresyon
seviyesi diisik oldugundan, yapt ¢alismalannda kullanmak izere daha yiiksek
ekspresyon diizeyine sahip vektor sistemleri aragtinlmgtir. Lee ve arkadaglar1 pQE-6
ekspresyon vektoriinii kullanmislar ve Gig, Goo Ve Gsa proteinleri i¢in daha yiiksek
ekspresyon elde etmeyi bagarmislardir (55).

Labarotuarimizda daha énce yapms oldugumuz galismalarda yiiksek ekspresyon
diizeyine sahip GST etiketli pGEX-4T2 ekspresyon sistemi kullamlmistir (74). Bu
vektdr sistemiyle Goq proteininin ekspresyonunu arttirmak miimkiin olmakla birlikte
¢oziiniir protein elde edilememistir. Cozintrligi arttirmak {izere yapilan ¢ahigmalarda
farkli sicakliklarda farkli IPTG konsantrasyonlan ile indikleme yapilmustir. Tiim
kosullarda ekspresyon sisteminden ¢Ozliniir protein eldesi miimkiin olmamgtir.
Proteinin inkliizyon cisimcikleri halinde zar kesiminde birikmekte oldugu
gozlemlenmistir. Bu inkliizyon cisimciklerinin saflagtinimasi igin yapilan deneylerde de

¢Oziiniir protein eldesi miimkiin olmamgtir.

Kargilagilan bu sorunu gidermek tizere yeni bir ekspresyon sistemi arayigina
girilmistir. pQE vektdrleri ile E.Coli’den yiksek seviyede protein ekspresyonu eldesi
yam sira 6xHis etiketlerinin eklenmesi saflastirmada avantajlar saglamaktadir (52). Biz
de ¢aligmamizda cis-lac® genine sahip pQE80 vektor sistemini kullandik. Proteinin alt
klonlanmas: gegeklestirildikten sonra 6rnek dizi analizine gbnderildi. Dizi’nin kontroli
sonucunda herhangi bir mutasyon belirlenmedi; bdylece Goo cDNA’simn pQES80 vektor
sistemine klonlanmis oldugu dogrulandi.
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Protein ekspresyon cahigmalarma kiigiik olgekli killtiirlerle baglandi. Farkh
sicaklik ve farkh IPTG kosullannda protein ekspresyon diizeyleri kontrol edilmistir.
Tiim kosullarda bir miktar ¢oziinfir protein eldesi miimkiin olmustur. Yapilan SDS-
PAGE gel analizleri sonucunda pQE80 vektdr sisteminde 25°C’ta, 1 mM IPTG ile gece
boyu indiikleme sonucunda en fazla ¢dziiniir proteininin elde edildigi gozlemlendi. Bu
sonu¢ Western emdirimi analizi ile de dogrulanmustir. Kiigiik olgekli ekspresyon
deneyinden elde ettigimiz bu olumlu sonugla, biiyilk 6lgekli ekspresyon deneylerine
gecilmis ve ardindan saflastirma ¢ahigmalarina baglanmustir. 4 litre kiiltiirden 75 mg

protein elde edilmistir.

Calisilan vektSr sistemi proteine 6 tane histidin rezidiisii eklemektedir.
Boylelikle, his-etiketli Go proteini Ni-NTA afinite kromotografisi kullanarak
saflagtinlabilmektedir. 6xHis etiketi diger ilginlik etiketlerine gére ¢ok fazla avantaj
tasimaktadir. 6xHis etiketi diger ilginlik etiketlerinden ¢ok daha kiigiiktiir ve fizyolojik
pH’da yiiksiizdiir. 6xHis etiketi protein yap: ve fonksiyonunu etkilemez, sekresyonda
etkili degildir ve uzaklagtirmak igin proteaz kesimi gerekli degildir (51).

Yapilan Go, saflagtirma deneyleri sonucunda birkag safsizlik disinda ¢6ziintir saf
protein eldesi miimkiin olmustur. Protein Sephadex G-100 kolonuna verilerek

safsizliklarin bir boliimiinden kurtulunabilmistir.

Saflagtirilan Goq proteininin aktivitesini belirleyebilmek igin proteinin [S]
GTPyS baglama etkinligine bakildi. Protein miktar arttik¢a [*S]GTPyS baglama
etkinliginin arttin belirlendi. Goq proteininin [*°S]GTPyS’i baglamasimm, adenin
niikleotidlerden, ATP ile etkilenmedigi, GTP ve GDP gibi guanin niikleotidleri ile
ozgiin olarak inhibe oldugu belirlendi. [*°*S]GTPyS baglanmasiin ayrigma etkinligi
Mg varliginda ve yoklugunda zamana bagh olarak belirlendi. Mg*? varliginda
niikleotidin aynsmas: daha yavag gergeklesmektedir.

Proteinlerin niikleotid baglanma bolgeleri triptofan rezidiileri icermektedir.
Niikleotidin baglanmas: ile bunlardan en az biri etkilenmektedir. Goq proteini 2 tane
triptofan rezidiisti igermektedir. GTP baglandiginda proteininin floresans siddeti
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artmaktadir. G, proteininin 212. pozisyonundaki triptofan niikleotid baglanma paketine
yakindir ve floresans sinyalinden sorumlu olma olasihif ytksektir. Niikleotidin neden
oldugu floresans degisimi proteindeki triptofanin toplam sayisiyla ters orantihdir (70).
G proteinlerine guanin nilkleotid baglandifinda meydana gelen konformasyon
degisikligi triptofan kalintilarinin floresans siddetinde artisa neden olmaktadir. Meydana
gelen bu floresans degigimleri niikleotid baglanma kinetigini ve GTP hidrolizini
belirlemek i¢in kullamlabilir(70, 71). G, proteininin igsel floresansim belirlemek iizere
yapilan floresans spektroskopik dlgiimlerde G, proteininin igsel floresansiin GTPyS
eklenmesiyle arttig1, Mg eklenmesiyle bu artigin yikseldigi belirlendi. GTPyS
eklenmesiyle gézlemlenen bu artig nitkleotidin proteine baglandigmin bir gostergesidir.
Mg"? eklenmesi proteinde hizli bir konformasyonel degisiklige neden olmaktadir. Bu
durumda floresans siddetinde hizh bir artig gergeklesmektedir (70).

Yaptigimz kinetik ¢alismalarda GTPyS’in eklenmesi proteininin igsel
floresansim zamanla dogru orantili olarak arttumistir (70,71). Mg"™ eklenmesiyle
floresans siddetinde dnce ani siddetli bir artig, ardindan kisa siireyle azalma ve daba
sonra daha yavas bir artig gdzlemlendi. Elde edilen bu sonuglar literatiirdeki ¢aligmalar
ile uyumludur (65).

Goo’nun igsel floresansma GTP’nin etkisini belirlemek tizere yapilan floresans
dl¢timlerinde GTP’nin proteininin igsel floresansim 6nce siddetle diiglirdigii, daha
sonra arttirdign gozlemlenmigtir Bu siddetli disis, Higashijima ve arkadaslarinin
¢aligmalarinda da gdzlemlenmigtir (63-65). Higashijima ve arkadaglari bu diigiisii
eklenen niikleotidin floresans sogurma etkinligine baglamaktadirlar. Mg*? igeren
tepkime ortamina GTP’nin eklenmesiyle elde edilen floresans siddetindeki lzh arts,
Mg icermeyen ortama gore ok daha hizh gergeklesmektedir. Goo. GTP.Mg", duragan
durum konsantrasyonuna ulastiktan sonra GDP’nin yiiksek derisimlerinin eklenmesi ile
bu floresans siddetinin diistigii belirlenmistir. GTP’nin eklenmesiyle meydana gelen
artis Goo. GTP.Mg™ olusumuna baghdir. Bu durumda yitksek derisimlerde GDP
eklendiginde gozlenen azalma, Goo.GTP.Mg™’nun  olusumunun engellenmesi ve
GTP’nin hidrolizinden kaynaklanmaktadir. Elde edilen bu sonuglar rekombinant Goa

88




proteinin GTP baglama etkinliginin oldugunun bir gdstergesidir. Bu sonugclar
literatiirdeki ¢aligmalar ile uyum géstermektedir.

-----

ve teknikler gerektirdiginden oldukca zordur. Son yillarda yapilan galigmalarda gercek
zamanh 6lgtimler icin floresans tekniklerin kullamilmas: yaygnlagmistir (72). BODIPY
FL-GTPyS probu bu islev igin kullanilan floresan isaretli bir GTP analogudur. Bu
probun kullamlmasiyla yapilan floresans &lgimlerde, Go proteininin  proba
baglanmasiyla floresans siddetinde ani bir artigi gozlemlenmistir. Bu artis, Goa
proteininin GTPYS ile etkilestiginin bir gostergesidir. Ortama floresan igaretli olmayan
GTPyS eklediginde, GTPyS ile BODIPY FL-GTPyS arasinda yarigma nedeniyle,
floresans siddetinde disils gergeklesmektedir (44,73). Elde edilen bu sonug, Mcewen ve

arkadaslarinin sonuglari ile uyum géstermektedir.

Dinamik 151k sagihmi metodu (DLS) seyreltik ¢Ozelti igerisindeki kiigiik
parcaciklardan sagilan 1gigin siddetinin ve degisiminin Slgiilmesi temeline dayamir.
Dinamik 11k sagihm spektroskopisi Olgiimleri ile elde edilen sonuglardan Goq
proteininin 10 nm yarigap bityiikltgiinde ki pargaciklarin gevresinde homojen tek bir
dagihm gostermekte oldugu belirlenmistir.

Kullamlan pQE80 ekspresyon sistemiyle etkin ve yiiksek saflikta Goa proteinini
eldesi miimkiin olmustur. Elde edilen proteinde baz1 safsizhiklar mevcuttur. Protein yapi

analizine gonderilmeden 6nce bu safsizliklarin giderilmesi gerekmektedir
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