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OZET

Bu c¢alismada Aydin ili Camkoy koyli Camur kaplica suyundan izole edilen
termofilik bir bakteri olan Aeribacillus pallidus AC6 bakterisi kullanildi. AC6 hiicresinde
ylksek seviyede ekspres edilen bir protein belirlendi ve MALTI-TOF analizleri sonucunda
bu proteinin flagellin protein oldugu belirlendi. Bu protein sekanslarindan yola ¢ikilarak
AC6 flagellin (hag) genin birkismi ¢ogaltildi. Genin geri kalan kismi1 invers-PCR yontemi
ile tamamlandi.

5’-RACE teknigi ile flagellin geninin transkripsiyon baslama bolgesinin translasyon
bagslama kodonundan 79 ve 80 bp upstream bdlgede yer alan G ve T bazlar1 oldugunu
gosterildi. Transkripsiyon baslama kodunu belirlendikten sonra incelenen upstream
bolgede c° faktor tarafindan taninan promotor bdlge sekanslarmim varligi gézlemlendi.
Yapilan B-galaktosidaz deneyi sonucunda, AC6 hag geninin -35 bolgede TAAA
sekanslara, -10 bolgede CCGATAT sekanslarina sahip oldugu ve bu sekanslarin
bakteriyel RNAP enziminin ° faktdrii tarafindan tanindig tespit edildi.

AC6 hag promotor ve o° faktor etkilesimlerinin in-vitro olarak agiklanabilmesi i¢in,
ACS6 ve B. subtilis ¢° proteinleri ve B. subtilis kor RNAP enzimi saflastirildi. Yapilan in
vitro transkripsiyon deneyleri sonucunda, AC6 ve B. subtilis ¢° proteinlerinin kor RNAP
enzimi ile yeniden yapilandigim ve o proteinlerinin AC6 hag promotor bélgesinde
transkripsiyonu aktive ettigi gosterildi. AC6 hag promotorunun uzun -10 promotor
elementi icindeki CGG motifinin o proteinin promotor bélgesinin taninma ve
baglanmasinda 6nemli oldugu tespit edildi.

AC6 hag geni mRNA’smin sekonder yapisi incelendiginde, hag transkriplerinin 5°
ve 3’ uglarinda stem-loop yapilarinin varligi tespit edildi. AC6 hag geni igin tercih edilen
kodonlarin B. subtilis bakterisi igin yiiksek siklikta kullanilan, G. kaustophilus ve G.
stearothermophilus bakterileri igin disiik siklikta kullanilan a.a. kodonlar1 oldugu tespit
edildi.

Anahtar Kelimeler: Flagellin geni (hag), o°, Aeribacillus pallidus AC6, hag promotor
elementleri, in vitro transkripsiyon
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SUMMARY

Cloning and Promoter Architecture of Flagellin Gene (hag) Expressed at High-level
and Isolation and Purification Flagellar-specific Transcription Factor (¢°) in
Aeribacillus pallidus AC6

Aeribacillus pallidus AC6 , a thermophilic bacteria, isolated from hot spring water
was used in this study. An over-expressed protein was determined and results of MALTI-
TOF analyses showed that the over-expressed protein is similar flagellin protein. The AC6
flagellin gene was amplifioed based on this protein sequences. Rest of the flagellin gene
was amplified by inverse PCR.

5’-RACE expreriment showed that transcriptional start bases of hag gene are G and
T residue located 79 and 80 bp upstream from translational start codon. When Upstream
sequences were examined, we have seen that upstream sequence revealed potential
sequence recognized o°-dependent RNA polymerase. After B-galactosidase experiment,
We determined that AC6 hag gene has TAAA sequences at -35 region and CCGATAT
sequences at -10 region and these region recognized by c° of bacterial RNA polymerase.

For describing interactions between AC6 hag promoter and o° factor as in-vitro, ¢°
protein of AC6 and B. subtilis and kor RNAP of B. subtilis were purified. In vitro
transcription assay showed that o° proteins and kor RNAP enzyme reconstructed as
holoenzyme form and this holoenzyme was activated transcription at AC6 hag promoter
region. We determined that CCG motif of a long -10 region (CCGATAT) of promoter is
important for the recognition and binding by c°.

When secondary structure of mRNA of AC6 hag gene was examined, we noted the
prensence of a potetial steem-loop structure at 5° and 3’ ends of hag gene transcripts. As a
result of investigation, while AC6 hag gene includes same high frequencies codons of B.
subtilis, it does not include same high frequencies codons of G. kaustophilus and G.

stearothermophilus.

Key Words: Flagellin gene, °, Aeribacillus pallidus AC6, promoter elements of hag
gene, in vitro transcription
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1. GENEL BILGILER

1.1. Termofilik Gram-Pozitif Basiller

Birkag yil Once bakterilerin en genis ve en gesitli grubu olan Bacillus grubu,
Anoxybacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Aneurinibacillus, Virgibacullus, Salibacillus,
Gracilibacillus, Ureibacillus ve Geobacillus olmak tzere 9 cinse bolinmiistiir. Bu yeni
cinsler 16S rRNA geninin sekans bilgileri baz alinarak filogenetik olarak ayrilmistir (Banat
vd., 2004). Orijinal Bacillus genusu, aerobik ve fakiiltatif anaeobik, ¢ubuk seklinde, gram
pozitif endospor olusturabilen bakterileri igerir (Claus ve Berkeley, 1986). Bacillus
genusunda smiflandirilan bazi organizmalarin termofilik, aerobik, spor olusturabilen
organizmalar oldugu goriilmiis ve yapilan 16S rRNA c¢alismalari ile de bu organizmalarin
termofilik basiller ile yiksek bir benzerlik oraninin oldugu tespit edilmistir. Termofilik
Ozellik gosteren gram-pozitif Bacillus genusu Anoxybacillus ve Geobacillus olarak iki
genusa ayrilmistir (Nazina vd., 2001).

Geobacillus’lar ¢ubuk veya yuvarlagimsi ¢ubuk sekilli, tek ya da kisa bir zincir
olusturan, gram pozitif fakat Gram boyama reaksiyonlar1 bazen degisken olan, elipsel ya
da silindirik spor olusturabilen, bir bakteridir. Sporlari, hiicrede terminal veya subterminal
sekilde yerlesme gosterirler. Kemoorganotropik canlilardir. Aerobik ve fakiiltatif anaerobik
organizmalardir. Zorunlu termofiliktirler. Biiylime sicakliklar1 37-75°C arasindadir. Fakat
optimum biiyiime sicakliklar1 55-65°C arasindadir. Optimum pH araliklar1 6,2—7,5°dir. %
48,2-58 G:C oranina  sahiptirler. Dogada genis c¢apta yayilis  gOsteren
mikroorganizmalardir (Nazina vd., 2001).

Bu gine kadar 19 Geobacillus tirii tanimlanmigtir. Bu tiirler; Geobacillus
stearothermophilus, Geobacillus kaustophilus, Geobacillus subterraneus, Geobacillus
thermocatenulatus, Geobacillus thermodenitrificans, Geobacillus thermoglucosidasius,
Geobacillus thermoleovorans, Geobacillus uzenensis (Nazina vd. 2001), Geobacillus
caldoxylosilyticus (Fortina vd., 2001), Geobacillus toebii (Sung vd., 2002), Geobacillus
debilis, Geobacillus pallidus (Banat vd., 2004), Geobacillus gargensis, Geobacillus
vulcani (Nazina vd., 2004), Geobacillus lituanicus (Kuisiene vd., 2004), Geobacillus
tepidamans (Schaffer vd., 2004), Geobacillus caldoproteolyticus (Chen vd., 2004),



Geobacillus jurassicus (Nazina vd., 2005), Geobacillus zalihae (Abd Rahmen vd., 2007)
gibi 35 ve 78 °C’de Ureyebilen turleri icermektedir.

Anoxybacillus cinsi ise gram-pozitif spor olusurabilen ¢ubuk seklinde, alkalifilik
yada alkalitolerant, termofilik, acorop veya fakiiltatif anaerop bakterileri igerir. DNA’lar1
% 42-57 mol G+C oranina sahiptir. Terminal endosporlara sahip hiicrelerde sadece bir spor
vardir. Kemoorganotropik canlilardir (Pikuta vd., 2003). Bu giine kadar tanimlanmig 11
tiiri bulunmaktadir. Bu tiirler A. amylolyticus (Poli vd., 2006), A. rupiensis (Derekova vd.,
2007), A. gonensis (Belduz vd., 2003), A. flavithermus (Pikuta vd., 2000), A.
kamchatkensis (Kevbrin vd., 2005), A. ayderensis (Dulger vd., 2004), A. bogrovensis
(Atanasova vd., 2008), A. contaminas (De Clerk., 2004), A. kestanbolensis (Dulger vd.,
2004), A. pushinensis (Pikuta vd., 2003), A. voinovskiensis (Yumoto vd., 2004) gibi
thermofilik cevrelerde Ureyebilen tirleri icermektedir.

Son yillarda yapilan yeni bir calisma ile Geobacillus ve Anoxybacillus genuslarindan
olusan thermofilik basillere yeni bir genus daha eklenmistir. Minana-Galbis vd (2009)
tarafindan yapilan bir ¢aliyma sonucunda Aeribacillus olarak isimlendirilen yeni bir

thermofilik basil cinsi literatiire eklenmistir.

1.1.1. Aeribacillus

Aeribacillus genusu DNA’mn G+C igerigi, yag asiti ve polar lipit profillerine gore
Geobacillus cinsinden ayrilmistir. Aeribacillus cinsi aerobik, termofilik, alkalitolerant,
hareketli, gram-pozitif, gubuk seklinde (0.8-0.9 X 2-5 um), tek tek veya ciftli ve zincir
seklinde form alabilen hiicreledir. Eliptik ve silindirik endosporlara sahiptirler. Katalaz ve
oksidaz  reaksiyonlar1  pozitif, Onclil polar lipitler  fosfotidilgliserol  ve
difosfotidilgliserol’dir. DNA G+C orani 39-41 mol% arasindadir. Aeribacillus pallidus ise
bu genusun tip susudur (Minana-Galbis vd., 2009).

1.1.1.1. Aeribacillus pallidus

Bacillus pallidus olarak tanimlanan bakteri 16S rRNA sekanslar1 baz alinarak

incelendigi zaman, Geobacillus cinsi icerisinde G. caldoxylosilyticus, G. toebii ve G.



debilis’e yiiksek bir oranda benzedigini gostermistir ve Geobacillus pallidus olarak
yeniden adlandirilmis ve literatiirdeki yerini almigtir (Banat vd., 2004).

Minana-Galbis vd (2009) tarafindan yapilan son bir ¢alisma ile yag asiti igerikleri,
polar lipit profili ve 16S rRNA sekanlar1 baz alinarak yapilan inceleme sonucunda G.
pallidus olarak bilinen tir Aeribacillus pallidus olarak sistematikteki yeni yerini almigtir.

Aeribacillus pallidus gram pozitif, 0,8-0,9 um genislige, 2-5 um uzunluga sahip,
terminal sporlar olusturabilen bir bakteridir. Kolonileri R-tipi, yassi ve krem renklidir. 30-
70 °C’de iireyebilen bu bakterinin optimum biiylime sicakligi 60 °C civardir.
DNA’sindaki G+C orant 39-41 mol% arasindadir. Bazi suslar1 maltoz ve trehalozdan gaz
olusturabilir. Zayif nisasta hidroliz reaksiyonu gosterirler ve Aeribacillus pallidus tirl

peritris flajellarlariyla hareketlidirler (Scholz vd., 1987).

1.2. Canhlarda Flajella

Flajella canlilarda hareketden sorumlu organeldir. Bakteriyal, arkeal ve Okaryotik

flajella olmak iizere ti¢ kisma ayrilabilir.

1.2.1. Okaryotik Flajella

Flajella ve sil mikroorganizmalarin hareketi ile ilgili en 6nemli organellerdendir
(Blake vd., 1998). Sil ve Okaryotik flajellanin kirbag benzeri hareketi aksoneme olarak
isimlendirilen bir merkez tarafindan gergeklestirilir (Dillon ve Fauci, 2000). Aksonemenin
tipik olarak 9x2+2 yappist vardir ve bu yapinin yatay kesitinin diyagrami Sekil.1’de
verilmistir. Aksonema merkezde tekli iki mikrotiibiil ve bunun ¢evresini distan saran dokuz
¢ift mikrotiibiilden olusur. Merkez mikrotiibiiller bir kilif ile ¢evrilidir ve dista bulunan
dokuz ¢ift mikrotiibiil radikal cubuk araciligi ile bu kilifa baglanir. Dista bulunan
mikrotubiil ¢iftleri neksin olarak isimlendirilen bir protein ile birbirine baglanirlar (Omoto,
1991). Ayni1 zamanda mikrotiibiiller dynein olarak isimlendirilen kimyasal ATP enerjisini
hareket enerjisine ceviren motor protein kollar1 igerir. Dynein’lar sitoplazmik ve
anoksemal dynein olmak uzere ikiye ayrilabilir ( Karp, 2000). Flajella en distan hiicre

membram ile ¢evrilidir.
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Sekil 1. Aksonema’nin 9+2 yapisinin goriiniiiii. A) Aksonemanin enine kesitinin elektron
mikroskobu goriintiisii. B) Aksonemanin enine kesitinin diyagrami

Ilkel hareketsiz sillilerde aksonemanin yapist dogal 9x2+2 anotomisinden bazi
degisiklikler gosterir. Bu canlilarda dis ¢ift mikrotiibiillerde dynein kollar1 bulunmadigi
gibi merkez mikrotiibiil ¢iftide yoktur. Aksonemenin bu organizasyonu 9x2+0 dizilimi
olarak isaret edilir. Ek olarak 9x2+1 dizilimi mevcut olup bu dizilimde merkezde yanlizca

tek bir mikrotubil bulunur (Omoto ve Kung, 1979).

1.2.2. Arkeal Flajella

Canlilar aleminin {igiincii dali Carl Woese ve ¢alisma arkadaslar tarafindan ilk kez
1970°1i yillarda rRNA’nin kiigiik alt birim sekanslar1 baz alinarak Onerildi. Woese un
analizleri bakteriler ve arkealar olmak tizere iki farkli prokaryotik grubun var oldugunu
ortaya ¢ikardi. Arkealar ¢ekirdek membranlarimin olmamasi ve polisistronik mRNA
icermeleri gibi Ozellikleri ile bakterilere, benzer promotor ve TATA baglanma bdlgeleri
Ozelligi tasiyan trankripsiyon sistemleri ile Okaryotlara benzemesinin yani sira, sadece
arkealara ait 6zelliklere de sahiptirler. Bu 6zelliklere 6rnek olarak eter baglar1 ve tek katl
hiicre duvarlar1 verilebilir (Thomas vd., 2001). Arkealar Methanogenleri, Ekstrem
Halofilleri, Thermoplasmalar1 ve belirli siilfir bagimli Termofilleri kapsayan

mikroorganizmalar grubudur (Kalmokoff ve Jarrell, 1991).



Arkealara 0zel flajella olusumu g¢ogu arkealarin karakteristik bir o6zelligi olup,
flajellaya sahip bazi arkealarin tam genom sekanslar1 yaymlanmistir (Thomas vd., 2001).
Flajella ve tip IV siller prokaryotik hiicrelerde yayginca bulunan etkili hareket
organelleridir ve bu hareket organelleri gok iyi incelenmistir. Arkeal flajella sistemleri ise
artan bir ilgiyle arastirilmaya baglanmistir. Arkeal flajella goriiniis olarak bakteriyel
flajellaya benzese de, arkeal flajellar sistem bakteriyel flajella sisteminden farklidir ve
bakteriyel tip 1V pillus sistemi ile ortak bazi ozellikleri vardir. Bu benzerlikler arkeal
flajellar filamentin multiflagellin dogasi ve bu iki sistem arasindaki N-terminal
sekanslardaki homolog proteinlerin varligidir (Sandy vd., 2006).

Avrkeal flajella bakterilerinkine benzer ve tip IV pilinde farkli olarak bir ¢engel ve bu
cengele bagh bir filamentten olusur. Arkealardaki c¢engel uzunlugu bakterilerde
gozlenenden daha fazla degiskenlik gosterir (Bardy vd., 2002). Cogu arkeada bulunan
degisik hiicre duvari yapilarindan dolayi, arkeal flajellanin alt-sitoplazmik membrana
demirlenmis olabilmesi muhtemeldir (Sandy vd., 2006).

Flajellar filament, Halobacterium, Methanococcus, Methanoculleus,
Methanospirillum, Methanothermus, Natrialba (6nceden Natronobacterium), Pyrococcus,
Sulfolobus, Thermococcus ve Thermoplasma genuslarina ait tiirlerde karakterize edilmistir.
Arkeal filament bakteriyel filamentten birgok farkliliklar gosterir. Bu farkliliklardan biri
filamentin capidir. Arkeal filament bakteriyel filamentten daha incedir. Arkeal filament
yaklasik olarak 10-14 nm kalinliga sahip iken, bakteriyel flament yaklagik olarak 20 nm
kalinligindadir. Diger bir 6zellik ise, istisnalar1 olmasina ragmen tipik bakteriyel filament
sola sarmal bir bicimde organize edilirken, arkeal filamentler ¢ogunlukla saga sarmal
seklinde organize edilir (Thomas vd., 2001). Bu 6zelliklerin yan1 sira en 6nemli olan diger
bir 0zellik de arkealarda bulunan multi flagellin genlerdir. Arkealar bir kural olarak
kromozom uzerinde 2-6 arasinda ard arda bulunan multi flagellin genleri igerirler. Bugiine
kadar rapor edilen arkeal Flajellar filament multi genleri; Halobacterium halobium’ da bes
(Gerl ve Sumper, 1988), Methanospirillum hungatei (Southam vd.,1990) ve
Methanococcus voltae’ de (Kalmokoff vd., 1988) iki veya U¢, Methanococcus deltae,
Methanococcus vannielii, Methanococcus jannaschii, Methanoculleus marisnigri, ve
Meth-anothermus fervidus’ da iki ve daha fazla oldugudur (Kalmokoff ve Jarrell, 1991).
Sulfolobus tiirleri bir istisna olarak tek bir flagellin genine sahiptirler. Diger taraftan ise
cogu bakteri flajellar filamenti olusturmak i¢in tek bir tip flagellin altbirimine sahiptirler.
Multiflagellin geni iceren bakteri turleri gok yaygin degildir (Sandy vd., 2006).



Arkeal flagellin DNA sekanslar1 ile N-terminal protein sekanslarinin bakteriyel
flagellin sekans ve proteinleri ile karsilastirmalar1 sonucunda bakterilerde olmayan 12
amino asitlik bir sinyal peptidinin oldugu gosterilmistir. Benzer sonuglar bir¢ok arkeada da
bulunmustur ve tiim arkealarda bir dnciil peptidin varligi bulunmustur. Arkeal flagellinin
N-terminal aminoasit sekanslar1 incelendiginde, olgun bir proteinin yaklagik ilk 50
aminoasitinde yiiksek bir korunmusluk ve hidrofobiklik tespit edilmistir. Bu korunmus
bolgeler mezofillerin, termofillerin ve hipertermofillerin  flagellin  proteinlerinin
A*GIGTLIVFIAMVLVAAVAA(S/G/A)VLINT(A/S)G(Y/F)LQQK (pozisyon 2
degiskendir) ilk 34 aminoasitinde de belirlenmistir (Thomas vd., 2001).

Arkealar genellikle ekstrem cevrelerden izole edildikleri igin flajellalarmninda bu
ekstrem sartlarda stabil olmasi1 gerekmektedir. Methanogenler ve halofiller ile yapilan
caligmalar gostemistir ki; arkeal flajellar filament bakteriyel esdegerlerine gore proteaz
uygulamalarina daha direngli olmalarimin yanisira yiiksek sicakliklarda da daha stabil
kalabilmektedir (Fedorov vd., 1994).

1.2.3. Bakteriyel Flajella

Bakteriyel flajella, bakteri hiicre yiizeylerinden disar1 dogru uzanan hareket ve
beslenmeden sorumlu organellerdir. Isik ve elektron mikroskobu ile gozlenebilirler.
Bakteriyel ve arkeal hiicrelerin bir besiyeri icerisinde hizli ve direkt hareket kabiliyeti
flajellanin varligina baglidir (Macnab, 2003).

Genellikle 10 ile 20 nm c¢apinda, 5 ile 20 um boyunda olan bu protein benzeri
uzantilar Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin bazilarinda bulunurlar. Bakteri
hucrelerinin hareketi flajellanin pervane gibi donmesi ile gergeklestirilir. Hareket
bakterinin sivi ortam igerisinde ilerlemesini saglar. Hareket i¢in, hiicre metabolizmadan
saglanan kimyasal enerji mekanik enerjiye ¢evirilir (Perry vd., 2002).

Hiicre ylzeyindeki flajellanin konumu ve sayisi bakteri siniflandirilmasinda 6nemli
bir 6zellik olarak kullanilir. Bazi bakteriler hiicrenin bir ucundan uzanan bir tek polar
flajellaya sahiptirler ve bu bakteriler monotrik olarak isimlendirilir. Diger grup bakteriler
ise hiicrenin her iki ucundada tek bir flajella icerirler ve bu bakteriler amfitrik olarak
isimlendirilirler. Farkli bir grup olan lofotrik bakteriler ise hiicrenin bir veya her iki ucunda
da tutam seklinde flajellaya sahiptirler. Son grup olan peritrik bakteriler ise tum hicre

ylizeyinden uzanan ¢ok sayida flajellaya sahiptirler (Sekil 2) (Madigan vd., 2009).



Flajella bakterilere yararli gevreleri araylp bulma ve zararli gevrelerden kaginma
imkani saglar. Bu tip davranislar refleks veya yonelme (taksis) olarak adlandirilir ve birgok
farkli yonelme ¢esiti vardir. Bakteriler belirli kimyasallar1 sivi i¢erisinde hissederler ve
besince zengin toksik materyalce az olan bu bdlgeye dogru yiizerler, bu yonelme
hareketine kemotaksis denir. Ayni sekilde ¢6ziilmiis oksijenin bol oldugu bdlgeye dogru
yonelmeye acrotaksis, fotosentetik bakteriler i¢in optimal 1518 oldugu bolgeye dogru
yonelmeye fototaksis ve bir kag bakterinin kabiliyeti olan magnetik alana dogru yonelmeye
ise magnetotaksis ad1 verilir (Ingraham ve Ingraham, 2002).

Bakteriyel flajella bazal yapi, ¢engel ve filament olmak {izere {i¢ ana yapidan olusur
(Sekil 3). Bazal yap1; bir seri halkalar dizisi, hareket (Mot) proteinleri, gecis kompleksi ve
flajella spesifik disa aktarim aparatmni igerir. Halkalar flajellay1 sitoplazmik membrana (MS
halkalar1), peptidoglukan tabakaya (P halkasi) ve dig membrana (L halkasi) demirler.
Gram-pozitif bakterilerde ince bir peptidoglukan tabaka ve dis membran bulunmadigi igin
flajella P ve L halkalarindan yoksundur (Sekil 4). Gegis proteinleri (F1iG, FliM ve FIiN),
bakterinin kompleks bir kemotaksi sistemi ile birlikte algiladiklari itici veya cezbedici
cevresel ortamlara bir cevap olarak flajellanin yoniinii saglar. Bakterilerde MotA ve MotB
olmak iizere iki adet hareket proteini vardir. Bu proteinler, bir kanal benzeri sekillenirler ve

flajellanin hareketi igin gerekli olan kuvveti saglarlar (Bardy vd., 2003).

A) Monotrik B) Amfitrik C) Lofotrik D) Peritrik

Sekil 2. Flajella tipleri



Bazal yapi1 ve filament arasindaki kisim, flajellanin ¢engel kismidir. Cengel kisa,
birazcik egik ve filamentten biraz daha genis bir ¢apa sahiptir. Cengelin uzunlugu buyik
bir degiskenlik gostermeyip yaklasik olarak 70-90 nm araligindadir. Diisiikk pH, iire ve
diger flagellin ¢oziiciileri ¢engel ilizerinde ¢ok az etkilidir ve ¢engel antijenik olarak
flagellinden farklidir. Filament ile bazal yap1 arasindaki baglantiyr saglayan ¢engel esas
olarak tek bir polipeptit alt biriminden olusur. Cengel proteininin molekiiler agirhig E.
coli’de 42 kD civarinda iken , B. subtilis’te 33 kDa civarindadir. Cengel ile filamentin
birlesmesi icin HAP1 ve HAP3 olarak isimlendirilen ¢engel ile iliskili iki proteinin varligi

gerekir (Doetsch ve Sjoblad, 1980; Bardy vd., 2003).
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Sekil 3. Bakteriyel flajellanin kisimlar1

Filament olarak isimlendirilen {i¢iincii kisim ise hiicrenin dig kisminda yer alir ve

flagellinin en biiyiik parcasini olusturur (Kubori vd., 1997). Filament yaklagik olarak 20



nm kalmliginda ve genellikle flagellin olarak adlandirilan tek bir proteinin binlerce
kopyasindan olusur. Pek yaygin olamamakla birlikte bazi tiirler birden fazla degisik
flagellin protein iceren filamente sahiptirler. Flajellanin u¢ kism1 HAP2 olarak adlandirilan
bir u¢ proteini ile kapatilir. Filament yapisinin uzamasi nadir goriilen bir sekilde
gerceklesir. Bireysel flagellin monomerleri hiicre yiizeyine en yakin kismindan degil,
filamentin olusturulan en u¢ kismina giderek orada yerlesir ve bdylece filament yukari
dogru biiyiir. HAP2 proteini yeni flagellin monomerlerinin montaji i¢in gereklidir. HAP2
proteinin flagellin monemerlerini birbiri {izerine diizenli bir sekilde dizilmesi ve etrafa

dagilmamasini saglar (Bardy vd., 2003).

Filament
Cengel
L halkast
: 5, SESBESEE — is Membran
—Peptidoglukan ——
P hakes tabaka

Kal

Feriplazmik
bosluk

(a) I 22 nm { (b)

Sekil 4. Gram pozitif ve Gram negatif bakteri hucrelerinin flajella yapisi. A) Gram negatif
bakteri hiicresi, B) Gram pozitif bakteri hiicresi.

Elektron mikroskobisi ile yapilan ¢alismalar1 flajellanin montajinda gordlebilen ilk
yapilar M-S halkalar1 oldugunu gostermistir. Bazal yapiya demirlenen diger proteinler
cengel kismu ile birlikte filament yapilmadan 6nce ilk yapiya eklenir. Flajelladaki filament
kisminin aksine, ¢engel bolgesi belirli bir uzunluga sahiptir (55 nm, yaklasik olarak 120
FIgE alt birimi). Son gosterilen model ¢engel uzunlugunun nasil diizenlendigini agiklar. Bu

modele gore; ¢engel uzunlugu direkt olarak bazal yapinin altinda bulunan ve gecis
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kompleksini igeren C halkas1 olarak adlandirilan yap1 tarafindan kontrol edilir. Bu model
de; cengel proteinleri olan FIgE altbirimleri C halkasin1 doldurur ve daha sonra toptan
taginir ve monte olunur. Cengelin uzunlugu C halkasimin kapasitesi ile belirlenir (
Makishima vd., 2001).

1.2.3.1. Flagellin (Filament Protein)

Filamentin olugumunu saglayan flagellin genlerinin sayis1 organizmalarda degisiklik
gosterebilir. Baz1 bakteriler yanlizca tek bir flagellin genine sahiptirler ve bu genden
ekspres edilen flagellin altbirimlerinin tekrarlari ile olusan filament ile basit bir flajellaya
sahiptirler. Bu bakterilere, Borrelia burgdorferi (Wallich vd., 1990), Escherichia coli
(Kuwajima vd., 1986) ve Roseburia cecicola (Martin ve Savage, 1988) drnek verilebilir.
Oysaki diger grup bakteriler ¢oklu flagellin genleri ile filamenti olusturular. Bacillus
thuringiensis subsp. alesti (Lovgren vd., 1993), Campylobacter spp. (Guerry vd., 1991),
Campylobacter jejuni (Nuijten vd., 1990) ve Salmonella typhimurium (Homma vd., 1987)
bu bakterilere 6rnek olarak verilebilir. Camplobacter spp.’de iki farkli flagellin altbirimi
(FIaA ve FlaB) bulunmaktadir ve bu iki flagellin tam hareket i¢in gereklidir.

Flagellin proteinleri karakteristik amino asit 6zelliklerini paylagirlar. Valine, 10sin ve
izolosin (20.4, 23.4, 21.9 mol%) flagellin proteinininde en sik bulunan aminoasitlerdir. a-
helix ve [-sheet breaker amino asit olan prolin flagellin proteininde az miktarda
bulunurken, a-helix formunu olusturan alanin ise flagellin proteinde bol bulunan diger bir
amino asittir (Wilson ve Beveridge, 1993). Genellikle, flagellin proteinleri triptofan, tirozin
ve histidin amino asitleri bakimindan fakirdirler ve sistein amino asitini bazi istisnalar
diginda icermezler. Bu istisnalara 6rnek olarak Roseburia ceciola’da tek bir sistein amino
asitinin, iki farkli Pseudomonas putida susunda ise {i¢ sistein amino asitinin olmasi
verilebilir (Winstanley ve Morgan, 1997).

Farkli bakteri tiirleri, farkli molekiiler agirlikta flagellin proteini iiretirler. Kobayashi
vd., (1959) termofilik Bacillus sp. 2184 susundan 15 kDa, Kuwajima (1986) E. coli
susunda 62 kDa, McDonough (1965) ise Salmonella typhimurium bakterisinde 40 kDa
flagellin proteini oldugunu gostermislerdir (Joys, 1988).

Flagellin proteinleri, hem amino asit sekanslar1 hem de boyutlar1 baz alimarak N-
terminal domain, C-terminal domain ve merkez bdlge olmak iizere ii¢ bolgeye ayrilirlar.

Bu boélgeleri ayiran belirli bir ¢izgi yoktur. Fakat N-terminal ve C-terminal domainler
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genellikle proteinin ilk 100 ve son 50 amino asiti ile temsil edilirler (Sekil 5) (Winstanley

ve Morgan, 1997).

Start kodon
ST M— |
) t N-terminal Bélge C-terminal Bolge
o® promotor
Ribozoma
baglanma
bolgesi

Sekil 5. Flagellin geninin yapisal goriiniimii

Bu bolgeler farkli bakteri tiirlerinde yiiksek derecede korunmus bolgelerdir
(Winstanley ve Morgan, 1997). Merkez bolge ise N- terminal ve C-terminal bdlge arasinda
kalan kisimdir ve farkli tiirlerin flagellin proteinlerinde 276 amino asitten 575 amino asite
kadar uzanan degisik biyiikliiklerde olabilir (Wilson and Beveridge, 1993). N-terminal ve
C-terminal bolgelere gore daha az korunmus olan Merkezi Bolgenin flagellin proteininde
yapisal bir fonksiyonu yoktur fakat Merkez bolgenin Flajellanin antijenik degiskenliginden
sorumlu oldugu bilinmektedir (Winstanley ve Morgan, 1997). N ve C-terminal domain
bolgelerinde delesyonlar yapilarak gerceklestirilen deneyler gdstermistir ki; mutant
suglarin  Flajellar filamentinde ya yapisal deformasyonla meydana gelmekte yada
filamentin montaji ger¢eklestirilememektedir (Homma vd., 1987).

Filamentin montajinda flagellin altbirimleri sik1 bir yap1 olusturmak i¢in birbiri sira
dizilirler ve her 2 doniiste yaklagik 11 altbirim vardir. Bu yap1 protofilament olarak
adlandirilir. Bununla birlikte protofilamentlerin dizilim konfigiirasyonu filamenti L-tipi
(Left: sol sarmalli) ve R-tipi (right: sag sarmalli) olmak tizere 2 farkli yapiya ayirir. L-tip
filamentte doniis mesafesi 52,7 A iken R-tip filamentte doniis mesafesi 51,9 A dur. Bu da
gostermektedir ki; flagellin alt birimleri R tip protofilamentte daha siki1 paketlenmektedirler
(Sekil 6) (Keiichi, 2004).
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527 A
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L-tip

Sekil 6. L ve R tip protoflament yapisinin gosterimi. A, L ve R tipi protofilamentler
arasinda mesafenin sekilsel gosterimi. B, L ve R tip flamentlerin 3D elektron

yogunluk haritasi (¢6ziiniirliik 10 A, bar 100 A).

Flagellin proteininin atomik yapisinin aydinlatilmasi i¢in tasarlanan bir arastirmada
R-tip Salmonella flagellin proteini fragmenti kristalize edildi. Daha sonra gelistirilen
kristalografik teknikler ile 2 A ¢oziinirliilikte atomik model elde edildi. Bu fragment D1,
D2 ve D3 olarak isaretlenen 3 farkli bolgeden olustugu gozlemlendi. Bu fragmentin bir
bumerang goriiniimde olup 70 A uzunlugunda ve merkezde 20 A genisligindedir (Sekil 7)

(Samatey vd., 2001).

Sekil 7. Flagellin proteininin 3 boyutlu yapist
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1.3. Hucrede Yiksek Seviyede Ekspres Edilen Genler ve Regiilasyonlar:

Prokaryot genomlardaki yiiksek gen ekspresyonun olusmasi genellikle Gi¢ kriterden
en az birinin varhigini gosterir. Bu kriterlerden ilki gii¢clii promotor sekanslaridir. Giiglii
promotor sekanslart DNA’ya baglanan spesifik baglanma faktérleri ile ilgilidir. ikinci
olarak genin giiclii bir Shine Dalgarno (SD) ribozom baglanma sekansina sahip olmasidir.
Son kriter ise genin en uygun kodon kullanimini sergilemesidir (Karlin ve Mrazek, 2000).

Translasyon asamasinin ilk adimi olan ribozoma baglanma asamasinda mRNA’nin
5’ ucunda yer alan SD sekansidir ve bu sekans translasyonun baslamasi i¢in bir sinyal
olarak bilinir. Bu sekans 16S rRNA’da bulunan tamamlayici anti-SD sekansi ile
baglanarak translasyonun baslamasinda biiyiik bir rol oynar. SD sekanslart GGAGG
sekanslarina sahip bir kor kismi igerir. Oysaki ¢ogu SD sekansinda bu kor kisiminda ufak
farkliliklar vardir ve bu durum 16S rRNA’nin 3’ ucunda bulunan tamamlayici anti-SD
sekanst ile farklik gosterebilir. SD sekansinin etkinligi tamamlayici anti-SD sekans: ile
potansiyel baz eslesmesi ve baglama kodonu ile arasindaki mesafe ile belirlenir. Genellikle
baslama kodonu ve SD sekanslari arasinda 5 ile 13 baz vardir. En uygun aralik E. coli igin
8-10 baz arasindadir. B. subtilis AGGAGG seklinde agik bir SD sekansina sahiptir (Osada
vd., 1999; Ma vd., 2002).

Translasyon uzama asamasmin kodon kullanimi sikligindan etkilendigi ileri
stiriilmektedir. Amino asitlerin ¢ogu bir veya daha fazla kodon tarafindan kodlanir.
Sinonim (es) olarak adlandirilan bu kodonlarin genellikle tiglincu bazi birbirinden farklidur.
Sinonim kodonlar hiicre tarafindan ayni1 frekansta kullanilmazlar. Bunlarin kullanimi farkl
genomlarda ve bazen ayni genomda bile farklilik gdsterir. Yapilan ¢aligmalar tercih edilen
kodonlar1 tastyan mRNA’larin, tercih edilen kodonlar1 tasimayan mRNA’lara gore daha
hizli ve daha g¢ok ekspres edildiklerini gostermistir. Kodon kullanim derecesinin gen
ekspresyon seviyesini etkiledigi gosterilmistir. Yiiksek ekspres edilen genler, diisiik
frekansta ekspres edilen genlere gore daha fazla tercih edilen kodonu kullanma 6zelligi
gosterirler (Ermolaeva, 2001).

Prokaryot hiicrelerde gen ekspresyonu ve protein bollugu cesitli seviyelerde regiile
edilir. Bu seviyeler i) transkripsiyonun baslangici (promotorun giicl, promotor bigimi,
transkripsiyonel faktorler) ii) transkripsiyon sonlanmasi (mRNA’nin kararliigi ve
katlanmasi) iii) kodon kullanimi iv) translasyon baglangici ve uzama V) protein katlanmasi

ve degredasyonu (Karlin ve Mrazek, 2000).
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1.4. Bakterilerde Transkripsiyonel Seviyede Gen Regtilasyonu

Gen regiilasyon prensiplerinin ¢ogu bakteriyel hiicreler lzerindeki ¢alismalar ile
gelistirilmistir, 6zellikle de E. coli en ¢ok kullanilan model organizmadir (Helmann, 2004).
Bakteriler normal hiicre fonksiyonlar1 veya cevresel degisikliklere adaptasyon i¢in gerek
duyduklar1 binlerce farkli protein kodlar. Bakteri hiicreleri bu proteinlere ayni1 zamanda ve
ayn1 miktarda ihtiyag duymazlar. Bundan o6tiiri gen ekspresyonunun regiilasyonu
bakterilere yasam ¢cemberlerinde veya degisen dis ortamlara adaptasyonlarinda gerekli olan
proteinlerin Gretimini kontrol etme imkan1 saglar. Gen ekspresyonunun transkripsiyon ve
translasyon asamalar1 boyunca bir ¢cok adimda farkli regiilasyon mekanizmalar1 vardir. Gen
ekspresyonun ilk adimi, DNA’dan RNA’ya genetik kodun ¢evrimi olan transkripsiyon
asamasidir ve gen regilasyonunda en goze ¢arpan adimdir. Bu adimda DNA’ya bagimli
RNA polimeaz (RNAP) anahtar enzimdir. RNAP, kalip DNA’dan RNA’y1 kopyalayan bir
enzimdir (Wosten, 1998).

Bakteriyel hiicrelerde, ¢ogu gen regiilasyonu transcripsiyonel seviyede gerceklesir.
Ekspres edilen genler, aktif olarak transkripsiyona ve translasyona ugrarlar. RNAP’in
aktivitesini kontrol igin rol oynayan faktorlerin cogu gen regiilasyonunun merkezidir. Bu
regulatorler, aktivator proteinleri, represor proteinleri ve o faktorleridir (Helmann, 2004).
DNA’ya baglanan represor ve aktivatOrler gibi proteinler, transkripsiyonun verimini
onemli derecede etkileyebilmesine ragmen, transkripsiyon reaksiyonunun spesifikligi RNA
polimeraz enzimi (RNAP) ve promotor bolgesi arasindaki etkilesimine dayalidir
(Haldenwang, 1995).

1.5. Prokaryotlarda Promotor Yapisi ve Taninmasi

Prokaryotlarda tanimlanan promotor bolgesi tipik olarak +1 olarak isimlendirilen
RNA’nin sentezinin bagladigi noktanin upstream bolgesindeki DNA sekanslar1 olarak
karakterize edilir. Promotor transkripsiyon baslangi¢ noktasinin 10 bp upstream bdlgede
5’-TATAAT-3’ benzer sekanslar1 iceren ve -10 bolgesi olarak adlandirilan bir bolgeye
sahiptir. Diger bir korunmus bolge ise -10 bolgesinden yaklasik olarak 16-18 bp upstream
bolgede bulunan (TTGACA) sekanslarina sahip ve -35 bolgesi olarak adlandirilan bir
bolgedir. Promotor elementleri olan bu -35 ve -10 bdlgeleri beraberce RNAP enziminin

promoter bolgeyi tanimasi i¢in gerekli bilgiyi saglar (Helmann, 2004). Bu promotor
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elementlerinin yanisira -15 ve -14. pozisyonlarda bulunan TG ikili nukleotidi gram pozitif
bakterilerde olduk¢a korunmustur fakat E. coli promotorlarinda bu ikili niikleotidin
korunmuslugu daha azdir. Promotor yapisini olusturan -10 ve -35 sekanslar1 spacer olarak
adlandirilan siklikla 16 ile 18 adet korunmamis niikleotitler ile birbirinden ayrilir.
Promotor elementlerinin  korunmus sekanslarindan sapma genellikle promotor
aktivitesindeki diisiis ile sonuglanir. Oysaki bazi prokaryotik promotorlar -35 elementinden
yoksun olmasia ragmen eger -10 bodlgesinde TG nikleotitlerini iceriyorsa fonksiyonel
olabilirler (Wosten, 1998).

Bazi E. coli promotorlarinda -35 ve -10 elementlerine ilave olarak tugunct bir 6nemli
elementin oldugu belirlenmistir. Upstream element veya UP element olarak isimlendirilen
bu Gglnct element -35 elementinin hemen upstream bdlgesinde yer alan A ve T
nukleotitlerince zengin bir bolgedir. Gugli promotorlar, -35, -10 ve UP elementlerinde
birini veya birkagini iceren zayif promotorlara gore bu U¢ elemente de sahip olduklari ve
boylece giiclii ekspresyon sagladiklart muhtemeldir (Busby ve Ebright, 1994).

Bakterilerde transkripsiyonun baslangici, ¢cok adimli bir prosediirdiir. Bu adimdaki
kilit nokta o-faktor olarak bilinen faktorlerin baglandigt RNAP holoenziminin promotor
olarak bilinen spesifik DNA bdolgesine baglanmasidir. Genetik ve biyokimyasal ¢alismalar
gostermigstir ki o-faktorleri, promotorun -35 ve -10 elementlerinin taninmasindan
sorumludur (Wosten, 1998; Busby ve Ebright, 1994).

1.6. Bakteriyel RNA Polimeraz Enzimi ve Transkripsiyon

DNA-bagimli RNA polimeraz enzimi yasayan tiim canli organizmalarda gen
ekspresyonu ve transkripsiyonunun anahtar enzimidir. Bakterilerde, RNAP cok alt tniteli
bir protein kompleksidir. RNAP enzimi iki formda bulunur. Katalitik 6zelliklige sahip al,
all, B, B° ve o altbirimlerinden olusan (toplam molekiiler agirlig1 yaklasik 400kDa) kor
RNAP birinci form olup, bir kalip DNA’dan RNA’ya dogru riboniikleotitlerin
polimerizasyonunu Katalizler. ikinci form ise, o olarak bilinen spesifik bir alt (nite ile
birleserek olusturulan RNAP holoenzim formudur ve bu form spesifik promotor bolgesini
tamma ve transkripsiyonu baglatabilme kabiliyetindedir. Kor enzim bdlgesi ¢ olarak
bilinen ikinci polipeptid zincirine geri doniisiimlii olarak baglanir ve holoenzim yapisini
olusturur (Haldenwang, 1995; Borukhov ve Nudler, 2003). Kor RNAP, niikleosit trifosfat
substratlarinin varliginda bir kalip DNA’dan RNA sentezleyebilme 06zelligine sahiptir.
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Oysaki, kor RNAP transkripsiyonu kendi basina baglatamaz. Transkripsiyonun
baslatilabilmesi i¢in, o-faktor olarak bilinen ek bir polipeptide ihtiya¢ vardir (Wosten,
1998).

Transkripsiyon siireci baslangi¢, uzama ve sonlanma olmak {izere ii¢ asamadan
olugmaktadir. Baglangic asamasi boyunca, holoenzim formu promotorun -35 ve -10
promotor elementlerine baglanir. RNAP enziminin promotor bdlgeyi taniyarak bu bolgeye
baglanmasi transkripsiyonun ilk asamasidir ve bu asamanin ger¢eklesebilmesi igin kor
RNAP enziminin o-faktdr ile birleserek holoenzim yapisini olusturmasi gerekmektedir.
Clinkii yanlizca holoenzim promoter bolgesini tantyabilir. Holoenzimin ¢ altbirimi ve -35
ile -10 bolgeleri arasindaki spesifik etkilesim, RNAP’in promotor bdlgeye sikica
baglanmasini saglar. Bu baglanmada RNA polimeraz DNA’nin genis bir kismi (-40 ile +20
arasinda yaklasik 60 bp’lik bir bolge) ile etkilesir. Baslangic asamasi boyunca, holoenzim
bu iki korunmus promotor bdlgesine baglamrr ve kapali promotor kompleksi olarak
isimlendirilen bir form olusturur. Bu baglanmada RNAP yaklasik olarak bir heliks donusi
kadar (-10 ile +2 bolgeleri arasi) DNA bolgesini denatire eder ve sonu¢ olarak agik
promotor kompleksi olarak isimlendirilen bir yap1 olusur (Sekil 8). DNA’mn
denatirasyonunun baslayabilmesi i¢in o varligi mutlaka gereklidir. DNA’nin
denatiirasyonu ile olusan acik promotor kompleksi yaklagik 9-12 nikleotitlik bir ilk
RNA’nin sentezlenebilmesi igin sabit tutulur. Birbirinden ayrilmis DNA zincir bolgesi
transkripsiyon baloncugu olarak isimlendirilir. Ik RNA nin sentezlenmesiyle baslangig
asamasindan uzama asamasina gecis yapilir. Bu gegis, ¢ alt biriminin holoenzim RNAP-
DNA kompleksinden ayrilmasi ile olusan konformasyon degisikligi ile belirlenir. Sigma alt
biriminin ayrilmasi, es zamanl olarak giiclii bir uzama kompleksi olusumuna yol agar
(Helmann, 2004; Brukhov ve Nudler., 2003).

Uzama asamasinda RNA zincirinin uzatilabilmesi i¢in riboniikleotit trifosfatlarin
varhigina gerek duyulur. Uzama asamasi boyunca kalip DNA RNAP’in aktif bolgesi
araciligiyla islenir. Sonug olarak transkripsiyon balonu aktif bolgeye giren kalip DNA’nin
erimesiyle asag1 kisimlarina dogru yayilir. Acilan bu kalip DNA zincirinden mRNA sentez
edilmeye devam eder ve aktif bdlgede birbirinden ayrilan kompementer DNA zincirleri
tekrar birbiri izerine yapisir. Kalip DNA, RNAP ve uzayan RNA zincirini igeren kompleks
siklikla “0c¢li kompleks’ olarak isimlendirilir. Uzama asamasinda RNAP bazen uzama

faktorleri olarak bilinen ek protein faktorleri ile iligkili olabilir. Genellikle RNAP enzimi
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sonlanma yapisini veya faktoriinii fark edinceye kadar RNA zinciri RNAP tarafindan

sentezlenmeye devam eder (Helmann, 2004).
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Sekil 8. Transkripsiyon baglangic asamasinda kapali ve agik promotor komplekslerinin
olusumu

Transkripsiyonun sonlanma agamasi da, baslangi¢ asamasi gibi gen ekspresyonun
kontrolli icin 6nemlidir. Bakterilerdeki transkripsiyon sonlanma mekanizmalarindan biri
rho-bagimsiz veya gercek sonlanmadir. Bu siire¢ mRNA sekansindaki sekonder yapi
formasyonu ile gelisir. Bu sekonder yap1 yaygin mRNA sonlanma motifi ile ayirt edilir. Bu
motif yiiksek guanin ve sitozin igeren bir kokle olusan stem-loop yapisidir. Bu stem-loop
yapist urasilce zengin bir bolge ile takip edilir. Bu yap1 transkripsiyonun sonlamasini

saglayacak sekilde gorev yapar ve kor RNAP {iglii kompleksten ayrilir. Diger bir durumda
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ise rho faktdr olarak bilinen bir protein RNA’nin yapilandirilmamis bir bolgesine baglanir

ve transkripsiyonun sonlanmasini tetikler (Ermolaeva vd., 2000; Helmann, 2004).

1.7. Sigma (o) FaktOr

Transkripsiyon agamasinin en onemli elemani olan o-faktorii, evrimi boyunca ¢ok
siki bir sekilde korunmustur. Genel olarak tiim o-faktorler belirli 6zellikleri paylasirlar.
Hepsi holoenzim formunu olusturmak i¢in belirli baglanma bdlgelerinden kor RNAP’a
baglanirlar. o- faktorin diger bir 6zelligi ise, holoenzimin baglanabilecegi ilgili promotor
bolgesini  belirleme  kabiliyetidir. iste bu 6zelliginden dolayr o-faktérler cokca
incelenmigtir. Ayn1 zamanda o-faktor, transkripsiyonun baglangi¢ asamasi i¢in kesinlikle
olmasi gereken DNA’nin denatiirasyonu adiminin baglanmasinda rol oynar (Helmann,
2004).

Bakterilerin ¢ogu, farkli korunmus sekanslara sahip promotor bdlgelerine baglanacak
RNAP holoenzimlerini olusturmak i¢in, bir¢ok farkli o-faktdrii sentezlerler. o-
faktorlerindeki bu ¢esitlilik, bakteriye spesifik gcevresel baskilayicilara cevap igin, gen
regiilasyonu saglamasinin yanisira temel gen ekspresyonun devam ettirmesini de saglar
(Wosten, 1998).

Bakteriyel o-faktorleri protein sekans benzerlikleri temel alarak ¢ ve o
familyalar1 olarak iki gruba ayrilabilirler. Bakterilerde o-faktérlerinin biiyiik cogunlugu "
familyasina aittir. Tiim bakteriler yapisal ve fonksiyonel olarak altgruplara ayrilmis 6"
familya Uyesi faktorlerden bir veya daha fazla igerirler. Bu faktorler belirli biiyiime sartlari
altinda spesifik fonksiyonlar i¢in gerekli genlerin ekspresyonunu kontrol ederler. Ornegin
bu genler strese cevapta, harekette, spor olusumunda, spesifik besin maddelerinin alinimi
ve salimmminda veya antibiyotik olusturulmasinda gereklidirler. Cogu bakteri > familyasi
faktoriine de sahiptir. Yanlizca bir grup o faktdre sahip olan ¢>* familyasi, belirli biiyiime
sartlarinda gerekli degildir (Gruber ve Gross, 2003; Wosten, 1998).

1.7.1.6"- Familyasi

Bakteriyel 6'° protein familyasi fonksiyonel ve yapisal dzelliklerine gore 3 farkl

gruba ayrilir.
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1.7.1.1. Grup-1 Temel o-faktorleri

Temel o-faktorlerini iceren Grup-1 tiim bakterilerde gosterilmistir. Bunlar bakteriyel
bliyimede ekspres edilen ¢ogu genin transkripsiyonundan sorumludurlar ve hiicrenin
yasamini siirdiirebilmesi i¢in gereklidirler. Bakteri tiirlerinde yanlizca bir temel o-
faktorinin varhigr gosterilmistir. Bu temel Grup-1 o-faktori E.coli’de rpoD geni

tarafindan kodlanan ve o'°

olarak bilinen, Mycobacterium spp’de mysA tarafindan
kodlanan, Streptomyces spp’de hrdB geni tarafindan kodlanan, B. subtilis ve diger Gram
pozitif organizmalarda sigA geni tarafindan kodlanan ve o™ olarak bilinen proteinlerdir
(Tablo 1). E. coli ve B. subtilis’de temel o-faktorii tarafindan taninan promotor bolgesi
sekanslar1 incelendiginde, bu sekanslarin ¢ok benzer oldugu bulunmustur. Diger ¢ogu
bakterilere ait temel o-faktorleri tarafindan taninan promotor bdlgeleri sekanslarininda ¢ok
benzer oldugu yapilan sonraki ¢aligmalar ile agiga ¢ikarilmistir. Bu promotor sekanslari -

10 bolgesindeki TATAAT ve -35 bolgesindeki TTGACA sekanslari ile karakterize edilir
(Wosten, 1998).

1.7.1.2. Grup-2 Temel benzeri ¢-faktorleri

Bu grupta yer alan o-faktorleri, bakterinin blytmesi i¢in gerekli degildir. Bu grupta
yer alan o-faktorlerinin tanidiklar1 promotor sekanslari Grup-1 ile yiiksek benzerlige
sahiptir. Ozetle bu grupta yer alan c-faktorleri Grup-1 ile benzer promotor sekanslarini
tammalarina ragmen, hiicre biiylimesi igin gerekli degildirler ve bu 6zelliginden dolay1
Grup-1°den ayrilirlar. Enterobakterler, yiiksek GC oranina sahip Gram pozitif bakteriler ve
siyanobakteriler Grup-2’ye ait o-faktorleri icerirler (Tablo 1). Enterobakterler ve
Pseudomonas’lar bakteriyel biiyime fazlarindan sabit faza spesifik olarak bilinen RpoS
tarafindan kodlanan ¢° Grup-2 o-faktorlerindendir. Siyanobakteriyel Group-2 o-faktorleri,
Anabaena sp. ve Synechocystis sp.’deki SigB ve SigC genleri tarafindan kodlanan
faktorlerdir. Yiiksek GC oranina sahip Gram pozitif bakterilerde bulanan Gup-2 o-faktorler
ise Streptomyces spp.’deki hrdA, hrdC, hrdD ve hrdE genleri tarafindan kodlanan
proteinlerdir. Ayrica Corynebacterium glutamicum’da bulunan ve sigB geni tarafindan

kodlanan proteinde bu grupta yer alir (Lonetto vd., 1992; Wosten, 1998).
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1.7.1.3. Grup-3 Alternatif o-faktorleri

Grup-3 o-faktorleri alternatif o-faktorler olarak da isimlendirilirler. Bu grup
faktorleri, a.a sekanslar1 bakimindan temel o-faktorlerinden oldukga farklhidirlar ve spesifik
regiilonlarin  transkripsiyonunu  kontrol ederler. Bu grup igerisinde flajellar,
ekstrasitoplazmik fonksiyonel (ECF), 1s1 soku ve sporulasyon olusumunu saglayan genlerin
kontroliinii gergeklestiren o-faktorler vardir (Wosten, 1998).

Flajellar yapilarin sentezinden sorumlu olan o-faktéri bu grup icersinde yer alir. E.
coli ve S. typhimurium’da fonksiyonel flajella olusumunu saglayan 50’den fazla gen vardir
ve bu genler 3 sinifa ayrilirlar. Enterobakterlere ait flajella genleri hiyerarsisinde ilk olarak
flnD ve fInC Smif-1 genleri vardir ve bu genler Smuf-2 genlerinin transkripsiyonunu
kontrol ederler. Sinif-2 ise flajella sentezinde bazal yap1 ve c¢engel kismi icin ihtiyag
duyulan onciil genleri ve Smif -3 genlerin transkripsiyonunu kontrol eden o-faktor fliA

% olarak isimlendirilir. Siuf-3 genler ise, o*°proteini

genini icerir. Bu gen Urinli o
tarafindan ekspresyonlari kontrol edilen, ¢ogunlukla flamentin olusumunda goérev alan
genlerdir. B.subtilis’teki o fonksiyonu enterobakterlerdeki 6?® ile aymidir. B. subtilis ve E.
coli’de 6® ve 6° bagimli promotor sekanslarmin analizi bu o-faktorlerini tasiyan RNAP
enziminin -10 bdlgesinde GCCGATAT ve -35 bolgede TAAA sekanslarini tanidigini
gostermistir (Tablo 1) (Chen ve Helmann, 1992; Helmann, 1991; Helmann vd., 1988a).
Bir¢ok bakteri tiirii spesifik dis ¢evre sinyalleri i¢in cevapta fonksiyonel olan
genlerin  kontroliinii saglayan bir dizi ECF o-faktor igerirler. ECF o-faktorlert
Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Myxococcus xanthus, Streptomyces antibioticus,
Mycobacterium smegmatis, Photobacterium sp. gibi bir¢ok bakteride tanimlanmistir. B.
subtilis SigV, SigW, SigX, SigY ve SigZ olmak iizere 5 farkli ECF o-faktori igerir. ECF
o-faktorii tarafindan taninan promoter bolgeleri -10 bdlgesindeki TCTRA ve -35
bolgesindeki GAACTT sekanslar1 ile karakterize edilirler (Wosten, 1998; Huang vd.,

1997).



Tablo 1. Cesitli bakteriyel o-faktorlerinin dagilimi ve tanidiklar1 ortak promotor sekanslart (Wosten, 1998).

Grup

¢’’- Familya
1. Temel o-faktorleri

2. Temel benzeri o-faktorleri
2.1. Sabit faz o-faktorleri

2.2. Siyanobakteriyel o-faktoru

2.3. Yiiksek GC icerikli gram-pozitif
bakterilerin c-faktorleri

3.Alternatif o-faktorleri
3.1 Flajellar o-faktorleri

3.2. ECF o-faktorleri

3.3. Ist soku o-faktorleri
3.3.1. 6%
3.32.¢6°

3.4. Spor olusumu o-faktorleri
3.4.1. ¢"
342.6
3.43.¢6°
3.44.6°
3.4.5.6%

¢>'- Familya

Organizma, o-faktor ismi®

Gram-negatif bakteri, o’° ; Gram-positf bakteri o*; Mycobacteria,

MysA; Streptomyces, HrdB

Enterobacteria, Pseudomonas, RpoS

Synechococcus, Synechocystis, Anabaena, SigB-E

Mydcgbacteria, MysB; Corynebacteria, SigB; Streptomyces, HrdA,
HrdC-E

Enterobacteria, *® ; Streptomyces, WhiG; Bacillus subtilis, c°

Pseudomonas aeruginosa, AlgU; Escherichia coli, Fecl; Myxococcus
xanthus, CarQ; Mycobacteria, G- : B. subtilis, Sigv-Z

Gram-negative bacteria, ¥ ; M. xanthus, SigB; S. aurantiaca, SigC
B. subtilis, Stapylococcus, ¢® ; Mycobacteria, Streptomyces, SigF

Bacillus, Clostridium, "
F
o

Bacillus, Clostridium,
E

Bacillus, Clostridium, ¢-

Bacillus, Clostridium, ¢®

Bacillus, Clostridium, o*

Rhizobium, Pseudomonas, Bacillus, Caulobacter, Enterobacteriaceae

Ortak promotor sekanslarr’

-35 Ara -10
TTGACA 16-18 TATAAT
CTATACT
TAAA 15 GCCGATAT
GAACTT 16-17 TCTRA
CTTGAAA 11-16 CCCATNnT
GTTTAA 12-14 GGGTAT
AGGAWWT  12-14 RGAAT
WGCATA 14-15 GGnRAYAMTW
GKCATATT  13-15 CATACAMT
TGAATA 17-18 CATACTA
AC 16-17 CATAnNANTA
-24 Ara -12
TGGCAC 5 TTGCW

% sadece alt1 ¢izgili o-faktorlerinin benzer ortak promotor sekanslari verilmistir.
b dejenerat kodlar: N; A, T,C veya G, R; Aveya G, W; Aveya T, Y; CveyaT, M; AveyaC, K; G veyaT

T¢
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Bakteri hiicresi yiiksek sicaklik veya etanol, agir metal, hidrojen peroksit gibi diger
cevresel streslere maruz kaldigi zaman, bu streslere cevap olarak hizli bir sekilde 1s1 sok
proteinleri sentezlerler. E. coli ve diger bircok Gram negatif organizmada 1s1 sok
proteinlerinin sentezlenmesinden sorumlu genler rpoH geni tarafindan sentez edilen %
faktorii ile kontrol edilir. Degisik Gram negatif bakterilerin ¢*° tarafindan tanman
promotor bolgeleri incelendiginde -10 bdlgede CCCATNT ve -35 bolgede CTTGAAA
sekanslarinin korunmus oldugu goriiliir (Tablo 1). B. subtilis ve diger bazi Gram pozitif

2nin fonksiyonu sigB geni tarafindan kodlanan o® faktoriince

organizmalarda ise ©
gerceklestirilir. B. subtilisin ¢ bagimli promotorlar1 analiz edildiginde -10 bélgede
GGGTAT ve -35 bolgede GTTTAA sekanslarinin yiiksek oranda korundugu tespit
edilmigtir (Yura vd., 1993; Hecker vd., 1996).

Cogu bakteri elverigsiz sartlara cevap olarak fizyolojik degisiklere maruz kalir. Bu
elverigsiz sartlar boyunca ana hiuicre metabolik aktivitesini yiiksek oranda indirgeyerek
hayatta kalmaya caligir. Oysaki Bacillus, Clostridium ve misel olusturabilen Streptomyces
cinslerine ait Gram pozitif mikroorganizmalar yiiksek direngli spor formlarina
farklilagirlar. Spor olusumu Bacillus spp’de kompleks bir regiilator ag ile kontrol edilir. Bu
regiilasyonda oH, oE, oK, oF ve oG olmak Uizere 5 o-faktor etkilidir (Tablo 1 ve Tablo2)

(Haldenwang, 1995; Wosten,1998).

1.7.2. 654—FamilyaSI

Bu familya temel o'°-faktor familyasindan yapisal ve fonksiyonel olarak oldukea
farklidir. Bu familya faktorlerinin proteinlerinde temel o'*-faktdr familyas: proteinleri ile
belirlenebilir herhangi bir protein benzerligi yoktur. Temel ¢° familyasmmn tersine, >*-
faktorleri hemen hemen her zaman hedef promotor bolgelerini aktiflestirmek igin ATP-
bagimli aktivator proteinlere ihtiyaci olan kor RNAP’lar ile holoenzim yapisini olustururlar

(Borukhov ve Severino, 2002).

1.8. o-Faktor- kor RNAP iliskisi ve Promotor Bolgenin Taninmasi

Farkli yapisal siniflardaki Grup-1 o-faktorlerinin timi ve Grup-2 o-faktorlerinin bir

bolimind protein sekanslart bakimindan karsilastirildiklarinda 4 korunmus bdlgeye
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ayrilirlar. Aymi zamanda Thermus thermophilus bakterisinin ¢'® familya proteinleri tizerine
yapilan arastirmalar gdstermistir ki, 6" familyasinin proteinleri esnek baglayicilar ile
herbiri birbiri ile baglantili olan en az ii¢ a-heliks domaininden olusur. Evrimsel olarak
korunmus bu bolgeler yapisal olarak o domainler ile kabaca uyusmaktadir (Sekil 9) (
Brukhov ve Severino, 2002, Helmann, 2004).

Ik korunmus bolge olan N-terminal Bolge-1 (ND1) en az korunmus bélgedir.
Serbest o-faktorleri, DNA ile etkilesimini engelleyen bir otoinhibitér domaine sahiptir.
Biyofiziksel veriler Alt bolge 1.1°in RNAP’in DNA’ya baglanma kanalini, baglanabilecegi
bir promotor bulununcaya kadar tikadigini gostermistir. ND1 bolgesindeki diger alt
bolgelerin -10 promotor elementlerinin taninmast ve DNA yumusama basamaginin
baslatilabilmesi i¢in belirleyici bir rol oynar. Kor RNAP ile ¢ arasindaki birincil etkilegim,
Bolge 1.2 ve 2.2 boyunca kuvvetli bir sekilde gergeklesir. Evrimsel olarak RNAP’in 8’
altbirimininde sarmal bobin elementi korunmus ve Bolge 1.2 ve 2.2 ile benzer sekanslara
sahiptirler. Holoenzim formasyonunda, Bolge 1.2 ve 2.2in inhibisyonundan sorumlu bir
enzim, diger taraftan -10 promotor bdlgeyi tantyan B’ sarmalinin tanima dzelliginide inhibe
eder. Genetik, biyokimyasal ve yapisal ¢alismalar gostermistir ki korunmus olan Bolge 2.4
-10 promotor bdolgesinin taninmasinda rol oynar. Bir DNA kalibindan direkt olarak
RNA’nin sentezlenebilmesi igin, promotor DNA belirli bir bolgede yumusamaya baglar.
Katalitik olarak, bu erime -12 ve +3 pozisyonlar1 arasinda tiim -10 elementini igine alacak
sekilde gergeklesir. BOlge 2.3 korunmus birkag aromatik amino asite sahiptir ve bu
a.a’lerin DNA sarmalinin agilmasinda rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Wosten, 1998;
Brukhov ve Severino, 2002).

Ikinci N-terminal domain bdlgesi (ND2) korunmus alt bdlgeler olan 2.5 ve 3.17i
kapsar. Baz1 bakteriyel promotor, promotor elementlerinden -35 elementini icermezler. Bu
ozellige sahip bakterilerde promotorun -10 elementinin upstream bolgesine dogru spesifik
bir 5’-TG-3” motifi bulunur. Genetik ve yapisal veriler Bolge 2.5 ve TG motifi arasindaki
etkilesimin bu smif promotorin kompleks formunu olusturmada sorumlu oldugunu
gostermistir (Busby, 2009; Brukhov ve Severino, 2002). Alt bolge 3.1 helix-turn-helix
DNA’ya baglanma motifi igerir ve alt bolge 3.2’den daha az korunmustur (Wosten, 1998).

Ucgiincii domain bdlge ND2 ve C domainleri arasinda baglant1 gdrevi yapar. Ayni
zamanda, ¢ogu bakteriyel transkript purin niikleosit trifosfat ile baglar. Bolge 3.2°nin bu

gorevden sorumlu olacabilecegi diisiiniilmektedir (Brukhov ve Severino, 2002).
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Nod rusalved ND1 ND2 LD cD
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Sekil 9. o-faktoriin sematik ve yapisal goriiniimii. (a) o-faktoriiniin yapisal domainlerini ve
korunmus bolgelerini géstermektedir. Evrimsel olarak korunmus bolgeler renkli
kutularda, yapisal domainler ise kutularin {istiinde gosterilmistir. Altkisimda
RNAP holoenzimi tarafindan promotor bolgesinin taninmasi sematize edilmistir.
(b) T. thermophilus’in 6”-faktériiniin RNAP holoenzimine baglanmasmimn yapisal

diyagrami. [’ altbiriminin sarmal domainine baglanma yeri beyaz olarak
gosterilmistir (Busby, 2009).

Dordiinct domain bolgesi olan C-domaini -35 promotor elementini taniyan ve bazi

transkripsiyon aktivator proteinleri icin kontak bolgesi olarak hizmet eden alt birimleri
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icerir. Bolge 4.1’in transkripsiyonun baslangici boyunca belirli transkripsiyonel
aktivatorlere baglandig: ileri strilmektedir (Wosten, 1998). Genetik, biyokimyasal ve
yapisal caligmalar gostermistir ki, bolge 4.2 — 35 promotor elementini tanir (Brukhov ve
Severino, 2002). Bu bolge promotor kompleksinin olusumu igin ¢ogu promotorlarda
gereklidir. Bu bolge ayni zamanda RNAP enziminin diger B altbirimine baglanmadan
sorumludur. B altbirimi mutasyon ile uzaklastirildigi zaman, RNAP holoenzim formu
olusabilir fakat Bolge 2 ve 4 arasindaki mesafe kisa kalir. Fakat ayn1 zamanda -
altbiriminden yoksun bu holoenzim -10/-35 promotor bdlgelerini taniyabilme 6zelligini
kaybeder. Bilindigi gibi B-alt birimi -10 promotor bdlgesinin taninmasinda etkili degildir.
Fakat domainler aras1i mesafenin degisimi bu sonucun ortaya ¢ikmasini saglar (Brukhov ve

Severino, 2002, Gruber ve Gross,2003; Helmann, 2004).

1.9. 6°- Faktor

Sigma-D faktorii ¢’® familaysina ait Grup-3 icerisinde yer alan alternatif sigma
faktordur ve gec logaritmik fazda aktif bir sekilde bulunur. En erken belirlenen o-
faktorlerinden biri olan o (¢%®), 28,000 Da molekiiler agiliginda bir proteindir. B.
subtilis’te ge¢ logaritmik fazda hiicre basina 220+50 molekiil 6° bulundugu bildirilmistir
(Haldenwang, 1995).

s°’nin biyolojik fonksiyonu, B. subtilis kromozomundan sigD geninin genetik
mithendisligi metodlar1 ile silinmesi sonucu belirlenmistir. sigD mutant susun
blyuyebildigi fakat biiylimesinin filamentoz ve flajella olusturamadan gerceklestigi tespit
edildi. Yapilan Western blot analizleri mutant susta flagellin polipettidinin olmadigini
gosterdi. Bu sonuglar ¢®’nin flagellin gen transkripsiyonunu kontrol ettigini ortaya ¢ikardi.
sigD geni B. subtilis kromozomumda ¢engel ve bazal yapilarin kodlandig1 26 kb’lik flaA
operonunun yaninda yer alir (Helman vd., 1988a,b).

" hiicrede geg ekspres edilen flajellar genlerin (bazal yap: tamamlandiktan sonra),
birkag kemotaksis proteininin ve otolizin genlerinin ekspresyonunu kontor eder. Cogu
bakteride gec flajellar genlerin kontroli o° homologlari ile gergeklesmektedir.
Enterobakter familyas1 ve diger bazi Gram negatif organizmalarda ¢° homologu 6 olarak
isimlendirilir. Yayinlanan ve yayinlanmayan veriler karsilastirildiginda B. subtilis
hiicresinde 65 genin o tarafindan kontrol edildigi belirlenmistir. (Helmann ve Morgan,
2004).
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" tarafindan kontrol edilen genlerin gogu diger o-faktorleri tarafindan taninabilen
promotor bélgelerince yoksundurlar ve bu genler ekspresyonlar: icin tamamen o°’ye
bagimlidirlar. ¢ tarafindan ekspresyonlar1 kontrol edilen genlerin promotor bdlgeleri
incelendigi zaman, TAAA-N35-GCCGATAT motifinin kuvvetli bir sekilde korunmusg
oldugu gozlemlenmektedir (Helmann, 1991).

sigD geninin regilasyonu flgM geninin Grund olan spesifik anti-c faktor ile
gerceklestirilir. Ustelik ®’nin aktivitesi sentez seviyesinde de diizenlenebilir (Helmann ve
Morgan, 2004). Anti-c faktorler olarak bilinen proteinler trankripsiyonu negatif olarak
dizenlerler. Anti-c faktOr ilgili o-faktor ile geri doniisiimlii olarak birlesir. Bu birlesme o-

faktor trankripsiyonuna ihtiyag duyuluncaya kadar devam eder. S. tyhimurium’da ¢?®i

n
aktivitesinin FIgM tarafindan diizenlendigi tespit edilmistir. FlgM bir anti-c faktor olarak
rol oynar. Bu anti-c faktor e baglanir ve onun aktivitesini bazal yap1 ve ¢engel kism1
membranda insa edilinceye kadar bloklar. Bu bloklama hiicrede flajellanin diger yapilar
ingaa edilip flagellin genine ihtiya¢ duyuldugu zaman ortadan kalkar. B.subtilis’te anti-c
faktorunin, ECF, spor olusumu ve stress o-faktorlerinin diizenlenmesinde de rol aldig:

tespit edilmistir (Wosten, 1988).

1.10. Tezin Amaci ve Onemi

Flagellin hareketli bakterilerde en bol bulunan proteinlerden biri olmasina ragmen
ekspresyonu icin diisiik miktarda da olsa o (028) faktoriine ihtiyact vardir (Frederick vd.,
1995). Karadeniz Teknik Universitesi, Biyoloji Bolumi, Molekiler Biyoloji
Laboratuvarunca izole edilen Aeribacillus pallidus AC6 bakterisinde de bol miktarda
flagellin proteini tretildigi tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar 6zellikle B. subtilis gibi
cevre orjinli bakterilerde flagellin geninin yiiksek oranda sentez edildigini gostermistir
(Karlin ve Mrazek).

Termofilik bakteriler hem termostabil enzimler hem de bir ekspresyon platformu
olarak protein dretimi icin 6nemli kaynaklar olabilirler. Hiicrede bolca bulunan proteinlerin
tanimlanmasinin yiiksek seviyede protein ekspresyonuna sebep olan dogal ekspresyon
sinyallerinin diger uygulamalar i¢inde Onemli olabilecegi diisiinllerek, bu c¢alisma
gergeklestirilmigtir.

Bu diisiince gergevesinde, son yapilan ¢aligmalar ile Geobacillus cinsinden ayrilan

Aeribacillus pallidus AC6 bakterisinde yiksek seviyede ekspres edilen flagellin geninin
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promotor analizi ve transkripsiyonel seviyede bu ekspresyona sebep olan faktorlerin

aragtirilmasi amaglanmaigtir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Mikroorganizmalar

2.1.1. Aeribacillus pallidus AC6

Aeribacillus pallidus AC6 bakterisi Karadeniz Teknik Universitesi (KTU), Fen-
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiller Biyoloji laboratuarinca izole edildi.
Aeribacillus pallidus AC6 flagellin geninin ve c° proteinin izolasyonu ve hag geni

promotor bolgesinin analizinde kullanilmistir.

2.1.2. Bacillus subtilis CU1065

B. subtilis CU1065 susu, hiicre genomuna integrasyon igin konak hiicre olarak
kullanilmistir. Bacillus Genetik Stok Merkezinden (BGSC) elde edilen bu sus SPR(-) trpC2

genotipik 6zelliklere sahiptir.

2.1.3. Bacillus subtilis HB4035

B. subtilis CU1065 hiicresinden tiirevlendirilen bu sus Prof. John Helmann tarafindan
saglanmistir. Hiicre sigD geni bakimindan mutant olup, sigD geni bakterinin hicre

genomundan silinmigtir. Bu bakteri kanamisin antibiyotigine karsi direnglidir.

2.1.4. Bacillus subtilis JH642

B. subtilis JH642 kromozomu {iizerinde RNAP’in B’ altbiriminin C-terminaline
histidin kuyrugu eklenmis rekombinant bir Bacillus susudur. pheAl, rpoC::(His6-tag),
Stp®, trpC2 fenotipik 6zelligine sahip olan bakteri, spektinomisine direnglidir ve Prof. John

Helmann’dan saglanmuistir.
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2.1.5. Escherichia coli DHSa.

E. coli DHSa susu klonlama hiicresi olarak kullanildi. DHSo fhuA2 A(argF-
lacZ)U169 phoA ginV44 @80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17
genotipik ozelliklere sahiptir. JM101 A(LacZ)M15 genini igerir ve boylece rekombinat

plazmitlerin mavi veya beyaz koloni gérintimlerine izin verir.

2.1.6. Escherichia coli BL21 (D3) LysS

Calisamada A. pallidus AC6 o® proteinin ekspresyonu, F', ompT, hsdSg, (rB° mB),
gal, dcm (DE3), pLysS (Cam® ) fenotipik 6zellige sahip E. coli BL21 (D3) LysS susunda
gergeklestirildi. Ekspresyon igin kullanilan BL21 hiicresi John Helmann’dan saglanmistir.

2.2. Plazmitler
2.2.1. pPGEM®-T Easy Klonlama Vektérii

pGEM®—T Easy (Promega) vektorii PCR firiinlerinin klonlanmasinda kullanilda.
PGEM®-T Easy PCR iiriinlerinin klonlanmasi i¢in uygun bir sistemdir. Bu vektor pGEM®-
5Zf(+) vektoriinin EcoRV ile kesimi ve 3’ uglarina terminal timin bazlarinin ilavesi ile
tiretilmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. pGEM-T Easy vektoriiniin sematik goriiniimi
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2.2.2. pDG1663 integrasyon Vektorii

pDG1663 Bacillus subtilis 168 genomundaki thrC lokusuna lacZ flizyonunu integre
etmek icin dizayn edilen bir vektordir. Promotorsuz lacZ geni igeren bu vektorde, lacZ
geninin Oniinde ¢oklu restriksiyon kesim bolgesi bulunmaktadir. Promotor bdlgesini igeren
fragmentler uygun kesim bolgeleri vasitasiyla bu vektoére klonlanarak lacZ flizyon
integrasyon vektorii olusturulmustur. Campbell tip integrasyon yontemiyle Bacillus subtilis
168 hucre genomuna integre olan flzyon vektori Eritromisin-Linkomisin direnci ile secilir
(Sekil 11).
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Sekil 11. pDG1663 integrasyon vektoriiniin sematik goriiniimii

2.2.3. pET1la

Guclu T7 RNA polimeraz promotor bolgesi iceren pET11a, yiiksek seviyede protein

ekspresyonuna izin verir. sigD geninin ekspresyonu i¢in kullanilan bu vektoér ampisilin

direng geni tagimaktadir (Sekill2).



31

EcoR liss
Cla lizs: 2 2
Hind [lli=3; I
Aatiissza, || B o
S=p lisess ", ) £
— \ — L {337
Sca lisisn) — T Bl llids3;
Pyu lisosz) e i ,'ph'i:sen_
Sph kssry
Pst lie327) 6559-" EcaM bram
g .
Bsa ka7a3) Oy Dird Hisos)
_ -
Eam1105 hassn

-y

7
|

h

\
Y4 M li1185)
\'\,"‘I.fElc li1133)

mg &
pET-11a % || Fapaiizes
(58TTbp) =
= [FfEssH s
,"l ..l'lﬁ- Hpa litss1)
;o
//( BsaX lisss)
PshA lizozoy
Eag liz2s3)
T Nru kz2s8)
Te— o \BspM liz3e8)
] % " Bem lzsT3)
Bpull lizsss |\ Ava lzras
|Msc lizreny

Sekil 12. pET11a ekspresyon vektoriiniin sematik goriiniimii

2.3. Kullanilan Besiyerleri, Kimyasallar ve Antibiyotikler

2.3.1. Kullanilan Besiyerleri

2.3.1.1. Luria Bertani (LB) Sivi-Agar Besiyeri

Tripton lor
Yeast ekstrakt 0,5gr
NaCl 0,5gr
ddH;0 100 ml

Aeribacillus pallidus AC6 ve E.coli JIM101 Luria Bertani Broth (pH 7) besiyerinde

uretildi. Tripton, Yeast ekstrakt, NaCl Merck firmasindan saglandi. Buyyona istendiginde
% 1,2 agar ilavesi ile LB agar yapildi.

2.3.1.2. Schaeffer’s Sporiilasyon Siv1 Besiyeri (SSB)

Nutrient Broth 8or
KCI lor
MgSO,.7H,O 0,25 gr
MnCl; 0,002 gr

dH.0 1000 ml
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Besiyerinin pH’st 7 olarak ayarlandiktan sonra otoklavlanir ve 50°C’ye kadar
sogutulur. Daha sonra sirasiyla son hacimde 0,5 mM ve 0,001 mM CaCl, ve FeSO; ilave
edilir.

2.3.1.3. Modified Compentence (MC) Siv1 Besiyeri

MC Broth igin, ilk olarak asagidaki stok solusyonlar hazirlamr ve belirtilen

yontemler ile sterilize edilir.

Solusyon Sterilizasyon Yontemi

1 M Potasyum fosfat tampon Otoklav ile

1 M trisodyum sitrat (NazCsHsO7) Otoklav ile

1 M Magnezyum sulfat (MgSOa, Otoklav ile

% 50 Glukoz Filtre ile

% 50 Potasyum glutamat (KCsHgNO,) Filtre ile

% 10 Kazein hidrolizat Filtre ile

22 mg/ml demir amonyum sitrat (CsHs+4yFexNyO7) Filtre ile (1518a hassas)
2 mg/ml triptofan (C11H12N205) Filtre ile (1518a hassas)

Yukarida belirtilen solusyonlar hazirlanir ve belirtilen yontemler ile sterilize
edildikten sonra oda sicakliginda saklanir. MC besiyeri son konsantrasyonlar1 asagida
gosterildigi gibi olacak sekilde istenilen hacimde hazirlanir ve filtre ile sterilize edildikten

sonra kullanilmak tizere +4°C’de saklanir.

Ana solusyon Final 50 ml igin
Konsantrasyon

1 M Potasyum fosfat buffer 100 mM 5ml

1 M trisodyum sitrat (NazCsHsO7) 3mM 150 pl
1 M Magnezyum stlfat (MgSOy, 3mM 150 ul
% 50 Glukoz % 2 2ml
% 50 Potasyum glutamat (KCsHgNO,) % 0.2 200 ul
% 10 Kazein hidrolizat %0.1 500 pl
22 mg/ml demir amonyum sitrat (CsHs.4,FexNyO7) 22 ng/ml 50 pul

2 mg/ml triptofan (C11H12N205) 50 pg/ml 1,25 ml

Steril dH,O 46,7 ml
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2.3.1.4. DSM (Different Sporulation Medium) Agar

Ntrient broth 8ar
%10 “luk (w/v) KCI 10 ml
%12’lik (w/v) MgSOs. 7TH,0 10 ml

1 M NaOH 500 pl
Adgar 159r
dH,0O 1000 ml

Besiyerinin pH’s1 7 olarak ayarlandiktan sonra otoklavlanir ve 50 °C’ye kadar

sogutulur ve asagidaki solusyonlardan belirtilen miktarlar eklenerek petri kaplarina

dokulir.
1M C&(NO3)2 1ml
0.1 M MnCl, 100 ul
1 mM FeSO, 1ml

2.3.2. Kimyasallar

Calismada kullanilan diger kimyasallar; Tris-HCI, Sukroz, Lizozim, Akrilamit, Bis-
Akrilamit, Glisin, Trizma Base, Gliserol, Coomassie Brillant Blue R-250, Coomassie
Brillant Blue G-250, Kloroform, isoamiloalkol, Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA),
Sodyum Asetat, Amonyum Asetat, IPTG (isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside), X-Gal
(5-bromo 4-chloro 3-indolyl beta D-galactopyranoside), Brom Fenol Blue, Agaroz,
Sodyum dedosil sulfat (SDS), Metanol, Asetik asit, Ethanol, Etidyum bromir, orto-
nitrofenil galaktosidaz, Sodyumbikarbonat, Sodyum fosfat, Potasyum kloriir, Magnezyum
siilfat, DTT, Triton X-100, Sodyum deoksikolat, Sodyum sarkosyly, Magnezyum klorur
Sigma; Amonyum persulfat, Beta-merkaptoetanol, Glucose, Sodyum hidroksit, Kalsiyum
klorur, Sodyum klorur Merck; Calismada kullanilan restrisksiyon endoniikleaz enzimleri,
tamponlart ve BSA New England Biolab, dTTP, dATP, dCTP, dGTP Fermentas

firmalarindan saglandi.

2.3.3. Antibiyotikler

Calismada kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari asagidaki Tablo 2’ de

verilmistir.
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Tablo 2. Calismada kullanilan antibiyotikler

Antibiyotikler Stok mg/ml Son pg/ml Bacillus Son pg/ml E.coli
Eritromisin (% 95 ETOH ) 1 1 -
Linkomisin (% 50 ETOH) 25 25 -
Kanamisin (dH,0) 15 10-25 10-50
Ampisilin (dH,0) 100 - 100
Spektinomisin 100 100 -
Kloramfenikol 10 10 30

2.4. Aeribacillus pallidus AC6 total protein profili

Nutrient broth besiyerinde buyiyen hicrelerden Dilger, (1997)’e gbre protein

izolasyonu yapild1.

- Hicreler 250 ml flasklarda 30 ml LB broth besiyeri icerisinde 55°C de

calkalamali su banyosunda biiyiitiildii.

- Kiiltiirden 1 ml alinarak 10 000 rpm’de 2 dak santrifiij edildi.

- Pellet 300 ul TS tampon ( SO0mM Tris-HCI pH 7, %10 sukroz) icerisinde

¢ozulda.
- Hacmin 1/20’si kadar 10 mg/ml lizozim ilave edildi.
- Karisim 30 dakika buzda bekletildi.
- En yiliksek hizda 30 dakika santrifiij edildi.

- Siipernatant yeni bir tlipe alinarak, total hiicre proteini analizinde kullanild1.

Protein konsantrasyonu Bradfort, (1976) metoduna gore belirlendi. Total hucre
protein bantlar1 Laemmli, (1970) tarafindan tanimlanan % 12’lik SDS-PAGE de

gozlemlendi. Proteinler Coomassie brilliant blue R-250 boyasinda 2 saat muamele edilerek

boyand: ve yikama solusyonlari I ve II uygulanarak bantlar goriintiilendi.

SDS-PAGE analizi ile belirlenen protein bantlarindan ¢ok yogun olarak {iiretilen

protein band1 belirlendi. Bu bant SDS-PAGE jelinden kesilerek ¢ikartildi ve protein analizi

icin UMDNJ (University of Medicine & Dentist of New Jersey) Center of Advanced

Proteomics Research laboratuvarina gonderildi ve MALDI-TOF analizi gergeklestirildi.
Gelen protein sekanslart NCBI Blast sitesi (URL-1, 2009) kullanilarak analizleri

yapild.
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2.5. AC6 hag Geninin Cogaltilmasi
AC6 hag geninin belirli bir kisminin gogaltilmasi i¢in dejenerat primerler kullanild1

(Tablo 3). Bu primerler peptit analizi ile elde edilen flagellin proteininin korunmus

bdlgelerinden yararlanilarak dizayn edildi.

Tablo 3. AC6 hag geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerler

Primer Primer Primer sekansi Tm (°C) Uzunluk

Kodu (nt)
Dejenerat FlaF1 GCNGGNGAYGAYGCNGCNGGNYTNGC 70,2 26
Dejenerat FlaR1 GTNCCNARRTTRTTDATNGTRTGYTC 54,8 26
Invers FlaGpaF2 CATTTCCAGTCCGCGAATTTGG 58,2 22
Invers FlaGpaR2 CGGAGCCAATAGTGGACAATC 56,9 21
Invers FlaGpaF3 GTTGGCGGTAAGTGTTTAACG 54,5 21
Invers FlaGpaF3.2 GTTCCTTTGTGTTGACCGATTGC 57,2 23
Invers FlaGpaR3 ACAACTTGGGAGCTACTTCAG 54,3 21

N=A/G/C/T; Y=C/T; R=A/G; D=A/G/T; Tm= primer baglanma sicaklig1; nt=niikleotit
Genin belirli bir kismini1 ¢ogaltmak i¢in dejenerat primerler ve AC6 genomik DNA’s1

kullanilarak yapilacak olan PCR reaksiyonu karigimi 50 pl hacimde yapildi. PCR

reaksiyon karigimi ve protokolii Tablo 4 ve Tablo 5°de verilmistir.

Tablo 4. hag geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR reaksiyonu karigimi

icerik Son konsantrasyon Hacim (ul)
5X Tag DNA polimeraz Tampon 1X 10 pl
MgCl, 1,5mM 3l

10 mM dNTP mix 0,2 mM 1l
Forward primer (10 pmol/ul) 0,4 UM 2ul
Reverse primer (10 pmol/ul) 0,4 uM 2 uL
Template DNA 10-500 ng 1l
Taq DNA polimeraz 0,2l
Distile su 30,8 ul

Tablo 5. hag geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR protokoli

Do6ngu Zaman Sicaklik (°C)
1X 2 dk 94
36X 30sn 94

45 sn 56

2 dk 72

1X 5dk 72
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Invers PCR, ¢alisilan genin yalnizca icerisinden belirli bir sekans bdlgesi biliniyorsa
genin tamamint bulmak i¢in yapilan bir polimeraz zincir reaksiyonudur. Standart PCR
yontemi ile bir kismi belirlenen hag geninin tamamini elde etmek i¢in invers PCR yapildi.
Invers PCR protokolii Ochman, (1988) tarafindan tanimlanan sekilde gerceklestirildi.

Cogaltilan flagellin geninin icerisindeki restriksiyon endontkleaz kesim bolgeleri
NEB Cutter V2.00 software (URL-2, 2009) programi kullanilarak belirlendi. Genin
icerisinde bulunmayan restriksiyon endontikleaz enzimleri secilerek genomik DNA kesimi
(Tablo 6) gerceklestirildi. Restriksiyon kesim reaksiyonu 37°C 16 saat inkube edildi.

Inkiibasyondan sonra 1s1 ile enzim inaktivasyonu gerceklestirildi.

Tablo 6. Invers PCR i¢in genomik DNA kesimi

Igerik Hacim

10X restriksiyon tampon Sul

2U enzim X

BSA” 1 ul

Genomik DNA 20 ul

Distile su 30ul tamamlanir

" gerekli reaksiyonlarda
Self-ligasyon islemi Tablo 7’de verildigi gibi gergeklestirildi (Tablo 7). Ornekler

16°C’de bir gece inkubasyona birakildi ve inkiibasyondan sonra etanol presipitasyonu ile

enzim inaktivasyonu saglandi.

Tablo 7. Self- Ligasyon protokoli

Icerik Hacim

10X ligasyon tamponu 40 pl

2U enzim X

Kesilmis DNA 10 pl

Distile su 400 ul tamamlanir

Inaktivasyondan sonra drnekler genin bilinen bélgesine komplementer olarak dizayn
edilen invers PCR primerleri (Tablo 3) kullamlarak invers PCR gergeklestirildi. invers

PCR reaksiyon karigimi ve protokolii Tablo 8 ve 9’da verilmistir.
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Tablo 8. Invers PCR i¢in kullanilan PCR reaksiyonu karigimi

Icerik Son konsantrasyon  Hacim (ul)
5X Tag DNA polimeraz tamponu 1X 10 ul
MgCl, 1,5mM 3ul

10mM dNTP mix 0,2 mM 1yl
Forward primer (10 pmol/ ul) 0,2 uM 1yl
Reverse primer (10 pmol/ ul) 0,2 uM 1 uL
Template DNA 10 ul

Tag DNA polimeraz 0,5ul
Distile su 23,5 pl
Toplam 50

Tablo 9. Invers PCR protokolii

Do6ngu Zaman Sicaklik (°C)
1X 2 dk 94
36X 1dk 94
1dk 54
2,5 dk 72
1X 5 dk 72

PCR iiriinlerin goriintiilenmesi ve ayirimi igin agaroz jel elektroforezi kullanildi.
Genel olarak PCR iriinleri igin %1°lik, plazmitler i¢in %0,8’1lik jel kullanildi. Agaroz
gerekli miktarlarda tartilip 1X TAE tamponu igerisinde ¢oziildii ve sicakligi diistiriilerek
icerisine etidyum bromiir ilave edildi. Agaroz jel 110 Volt da yaklasik yarim saat yiirtituldi
ve DNA fragmentleri UV 15181 altinda goriintiilendi.

2.5.1. AC6 hag Geni icin Filogenetik Calismalar

AC6 hag geninin diger flagellin genleri ile karsilastirilmasi i¢in filogenetik agaglar
Mega 4.0 (Tamura vd., 2007) programi kullanilarak gerceklestirildi. Filogenetik agaclar
farkli filumlara ait 33 bakterinin bilinen flagellin protein ve niikleotit sekanslari

kullanilarak ¢izildi (Tablo10).
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Tablo 10. GenBank®tan saglanan flagellin genleri ve protein sekanslari

GenBank aa

Turler Kabul Numaralan Sayist” Taksonomik

Nikleotit Protein Filumlar
Agrobacterium tumefaciens (flaA) AE00789 CAA65300.1 306 Alphaproteobacteria
Alkaliphilus oremlandii NC 009922  YP_001514045 270 Firmicutes
Aquifex pyrophilus U17575 AAABB923.1 501 Aquificae
Azospirillium brasilense (Iafl) U26679 AAABB521.1 414 Alphaproteobacteria
Bacillus amyloliquefaciens CP000560 ABS75581.1 276 Firmicutes
Bacillus licheniformis NC_006270 YP_080862 310 Firmicutes
Bacillus pumilus NZ ABRX0 ZP 03053344 299 Firmicutes

1000001
Bacillus subtilis M26947 AAA22437.1 304 Firmicutes
Bacillus thuringiensis (flaB) X67139 CAG25466.1 280 Firmicutes
Bartonella bacilliformis L20677 AAA22899.1 375 Alphaproteobacteria
Bordetella bronchiseptica L13034 AAA22977.1 391 Betaproteobacteria
Borrelia burgdorferi X16833 CAA34735.1 336 Spirochaetes
Brachyspira hyodysenteriae X63513 CAA45081.1 285 Spirochaetes
Burkholderia cepacia AF011370 AAC38199.1 384 Betaproteobacteria
C. saccharolyticus NC_009437  YP_001180461 273 Firmicutes
Campylobacter jejuni (flaA) J05635 AAA23024.1 576 Epsilonproteobacteria
Caulobacter crescentus J01556 NP_421770.1 424 Alphaproteobacteria
Clostridium botulinum AF461538 AAM75948.1 452 Firmicutes
Clostridium novyi AB058936 BAB87734.1 270 Firmicutes
Escherichia coli M14358 AAA23950.1 498  Gammaproteobacteria
Exiguobacterium sp. NC_012673  YP_002885291 274 Firmicutes
Geobacillus kaustophilus NC_006510  YP_148984.1 297 Firmicutes
Geaobacillus stearothermophilus ~ AB453704 BAHB0327 271 Firmicutes
Geobacillus thermodenitrificans ~ NC_009328  YP_001127157 275 Firmicutes
Helicobacter pylori (flaA) X60746 CAA43148.1 510 Epsilonproteobacteria
Legionella pneumophila X83232 CAA582341 475  Gammaproteobacteria
Listeria monocytogenes X65624 CAA46578.1 287 Firmicutes
Lysinibacillus sphaericus CP000817 ACA38766.1 270 Firmicutes
Proteus mirabilis (fliC1) L07270 AAAGB2396.1 365  Gammaproteobacteria
Pseudomonas aeruginosa M57501 AAAGB3458.1 394  Gammaproteobacteria
Rhizobium meliloti (flaA) M24526 AAA26277.1 395 Alphaproteobacteria
Roseburia cecicola M20983 AAA26411.1 293 Firmicutes
Salmonella typhimurium D13689 BAA02846.1 495 Gammaproteobacteria
Serpulina hyodysenteriae X63513 CAA45081.1 285 Spirochaetes
Serratia marcescens M27219 AAA26556.1 351  Gammaproteobacteria
T. tengcongensis NC_003869 NP_622175 276 Firmicutes
Treponema phagedenis M94015 AAC28741.1 286 Spirochaetes
Vibrio parahaemolyticus (flaA) AF069392 AAC27801.1 376  Gammaproteobacteria
Wolinella succinogenes M82917 AAA61598.1 518 Epsilonproteobacteria
Yersinia enterocolitica L33467 AAAQ3103.1 358  Gammaproteobacteria

% Sekanslar GenBank veritabaninda mevcuttur (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

®. Niikleotit sirasindan belirlenen protein sekanslaridir. Filogenetik agaglar i¢in tiim
flagellin protein sekanslar1 kullanilmistir.
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2.6. Sigma-D (sigD) Geninin Cogaltilmasi

sigD genini ¢ogaltabilmek i¢cin GenBank’ta var olan sigD genleri ve protein

sekanslar1 ClustalW analizi ile karsilagtirilarak gen icerisindeki korunmus bolgeler tespit

edildi. ClustalW analizinde kullanilan sigD genlerinin nukleotit ve protein Kabul

Numaralar1 (Accession Number) Tablo 11°de vrilmistir.

Tablo 11. GenBank®tan saglanan sigD nuikleotit ve protein sekanslari

GenBank aa
Tarler Kabul Numaralar Sayisi”°  Taksonomik Filumlar
Nukleotit Protein
Agrobacterium tumefaciens AE007869 AAKS88009 Alfaproteobakteri
Alkaliphilus oremlandii CP000853 ABW19053.1 Firmicutes
Aquifex aeolicus AEO000657 AAC07229.1 Aquificae
Bacillus amyloliquefaciens CP000560 ABS73994.1 Firmicutes
Bacillus licheniformis* NC_006270 YP_079041.1 Firmicutes
Bacillus pumilus* NC_009848 YP_001486789 Firmicutes
Bacillus subtilis* NC_000964 NP_389529 Firmicutes
Bacillus thuringiensis X56696 CAA40024 Firmicutes
Bordetella bronchiseptica NC_002927 NP_889079.1 Betaproteobakteri
Brachyspira hyodysenteriae CP001357 ACNB82852.1 Spiroketler
Burkholderia pseudomallei CP000124 YP_333573.1 Betaproteobakteri
Campylobacter jejuni AL111168 CAL34235 Epsilonproteobakteri
Clostridium novyi CP000382 ABK61448.1 Firmicutes
Escherichia coli U00096 AAC74989.1 Gammaproteobakteri
Exiguobacterium sp.* NC_012673 YP_002887299 Firmicutes
Geobacillus kaustophilus* NC_006510 YP_147099 Firmicutes
Geobacillus thermodenitrificans® NC_009328 YP_001125219 Firmicutes
Helicobacter pylori CP001072 ACDA47881.1 Epsilonproteobakteri
Legionella pneumophila CP000675 ABQ55187.1 Gammaproteobakteri
Lysinibacillus sphaericus CP000817 ACA39177 Firmicutes
Proteus mirabilis AM942759 CAR43378.1 Gammaproteobakteri
Pseudomonas aeruginosa AE004091 AAG04844.1 Gammaproteobakteri
Rhodobacter sphaeroides CP000143 ABA79201.1 Alfaproteobakteri
Salmonella enterica AE006468 AAL20868.1 Gammaproteobakteri
Serratia proteamaculans CP000826 ABV42040.1 Gammaproteobakteri
T. pseudethanolicus CP000924 ABY94882 Firmicutes
Treponema denticola AE017226 AAS13200.1 Spirochaetes
Vibrio parahaemolyticus BA000031 BAC60495.1 Gammaproteobakteri
Wolinella succinogenes BX571661 CAE10670.1 Epsilonproteobakteri
Yersinia enterocolitica AM286415 CAL12562.1 Gammaproteobakteri

% Sekanslar GenBank veritabaninda mevcuttur (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

P. Niikleotit sirasindan belirlenen protein sekanslaridir. Filogenetik agaglar icin tiim flagellin protein

sekanslart kullanilmistir.

*: fsaretli tiirlerin Sigma-D protein sekanslari dejenerat primerlerin dizayni igin kullamlmustir.
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ClustalW analizi sonucunda belirlenen korunmus bolgelerden dizayn edilen dejenerat

primerler (Tablo 12) yardimi ile genin bir kisminin ¢ogaltilmasi saglanmustir.

Tablo 12. sigD geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerler

Primer Primer Primer sekansi Tm Uzunluk
Kodu (°C) (nt)
Dejenerat SigDF2 AARTTYGAYACNTAYGCNTCNTTYMG 62 26
Dejenerat SigDR2 GMRTGDATYTGNGADATNCKNGANGTNG 66 28
invers SigDF3 CAGAGATAGGAAACGTGCTGAATTT 55.2 25
invers SigDR3 CTTTCCTTAGTCCGTCAAGAATGGCTC 59.1 27

N=A/G/C/T; Y=C/T; R=A/G; D=A/G/T; Tm= primer baglanma sicakligi; nt=nikleotit

Dizayn edilen SigDF2 ve SigDR2 primerleri ve AC6 genomik DNA’s1 kullanilarak

50 pl son hacimde PCR reaksiyonu gergeklestirildi. PCR reaksiyon karisimi ve protokolii

Tablo 13 ve Tablo 14’de verilmistir.

Tablo 13. sigD geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR reaksiyonu karigimi

Icerik Son konsantrasyon Hacim (ul)
5X Tag DNA polymerase Tampon 1X 10l
MgCl, 1.5mM 3pul
10mM dNTP mix 0,2 mM 1l
Forward primer (10 pmol/ ul) 0,4 uM 2 ul
Reverse primer (10 pmol/ ul) 0,4 uM 2 uL
Template DNA 10-500 ng 1l
Taq DNA polymerase 0,2 ul
Distile su 30,8 pl
Toplam 50

Tablo 14. sigD geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR protokolii

Siklus Zaman Sicaklik (°C)
1X 2 dk 94
36X 30sn 94
45 sn 48
1dk 72
1X 5 dk 72

Cogaltilan sigD geninin igerisindeki restriksiyon endonikleaz kesim bdlgeleri NEB

Cutter V2.00 software (URL-2, 2009) programi ile belirlendi. Genin igerisinde
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bulunmayan restriksiyon endontkleaz enzimleri secilerek genomik DNA kesimi (Tablo 6)
gerceklestirildi. Restriksiyon kesim reaksiyonu 37°C 16 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan
sonra 181 ile enzim inaktivasyonu gerceklestirildi.

Daha sonra self-ligasyon asamas1 gerceklestirildi (Tablo 7). Ornekler 16°C bir gece
inkubasyona birakildi ve inkilbasyondan sonra etanol presipitasyonu ile enzim
inaktivasyonu saglandi.

Inaktivasyondan sonra drnekler genin bilinen bélgesine komplementer olarak dizayn
edilen invers PCR primerleri (Tablo 12) kullanilarak invers PCR gerceklestirildi. invers

PCR reaksiyon karisimi ve protokolii Tablo 8 ve 9 da verilmistir.

2.7. DNA fragmentlerinin pGEM®-T Easy Vektdriine Klonlanmasi

PCR diriinleri klonlama vektorii olan pGEM®-T Easy (Promega) vektoriine iiretici

firmanin onerileri dogrultusunda klonlandi. Ligasyon reaksiyonu Tablo 15°de verilmistir.

Tablo 15. Ligasyon reaksiyonu

Icerik Hacim
2X Rapid Ligasyon tamponu 5uL
pGEM-T vektor 1 uL
PCR urind X uL
T4 DNA ligase 1 uL
Total 10 uLL

2.8. E. coli DH50. ’ya Transformasyon

Kompotent hiicre hazirlamak i¢in E. coli DH5a hiicreleri Luria Bertani (LB) Broth
besiyerine ekildi ve 37 °C’de gece boyunca buyutildu. Bir gecelik kiltirden LB Broth
besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi. Hiicreler 37°C’de yogunluklar1 600 nm dalga
boyunda OD 0,4-0,5 olacak sekilde biiyiitiildii. Hiicreler ardindan 4°C’de 4.000xrpm’de
hizda 5 dk santriftij edildi ve pelletin tizerine 10 ml 100 mM soguk CaCl; ilave edilerek
elle ¢oziilmeleri saglandi. Hiicreler 30 dk buz iizerinde bekletildi ve tekrar 4°C’de
4.000xrpm hizinda 5 dk santrifiij edildi. Pellet iizerine 2 ml 100 mM soguk CaCl; ilave
edilerek ¢ozliinmesi saglandi. Elde edilen kompotent hiicreler +4°C’de 2 gun iginde

kullanilmak lizere muhafaza edilebilir.
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Transformasyon deneyi Sambrok vd., (1990) tanimladig: sartlarda gergeklestirildi.
Kompotent E. coli hiicreleri mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve bu hiicrelerin lizerlerine
3-5 pl ligasyon karisimindan ilave edildi. Karigim 30 dk buz {izerinde bekletildi ve daha
sonra 90 sn. 42°C’de bekletildi. Ardindan ependorf tiiplerinin igerisine 200 ul LB Broth
besiyeri ilave edilerek 37°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda
hiicreler ve petri kaplarinda bulunan 50 mg/ml LB-Agar besiyeri (zerine cam bagetle
yayildi. Petriler 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda olusan
kolonilerden segilen klonlar izole edilerek sekanslama iglemi icin Macrogen Inc., Seoul,

Korea firmasina gonderildi.

2.9. lacZ:hag Flzyon Vektorlerinin Olusturulmasi

lacZ:hag fiuizyon vektorleri olusturulurken, pDG1663 plazmiti integrasyon vektorii
olarak kullanildi. Biitliin plazmit yapilandirilmasinda standart rekombinat DNA teknikleri
kullanildi (Sambrook vd., 1990). AC6 hag geninin translasyon baslangi¢c kodonundan
itibaren 185 bp upstream ve 22 bp downstream arasindaki bolge AC6 kromozomal
DNA’s1 kullanilarak ¢ogaltildi. Cogaltilan bu ana fragment iizerinde delesyonlar yapilarak
promotor fragmentleri elde edildi. Promotor fragmentlerini elde etmek igin yapilan PCR
reaksiyonlarinda iProof'™ High-Fidelity DNA Polimeraz Kiti (BioRad) kullanild:.
Promotor fragmentlerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan tiim primerlerin 5° ve 3’ uglarina
lacZ fluzyon vektoriiniin olusturulabilmesi igin EcoRI ve Hindlll rekstriksiyon kesim
bolgeleri eklendi (Tablo 16).

PCR reaksiyonlar1 50 pl son hacimde 1X iProof HF tampon, 200 pM dNTPmix, 0,5
uM forward ve reverse primer, 300 ng kalip DNA ve 0,02U/ul polimeraz enzimi olacak
sekilde hazirlandi. PCR protokolii Tablo 17°de verilmistir.



Tablo 16. Integrasyon vektoriiniin insasinda kullanilan primerler ciftleri ve promotor fragmentleri

Fragment  Primer ciftleri® Tanimlama

hagl185 hag fwd: ATAGAATTCCGTAACCAAACAAGGATGTTC -185/+22 bp’lik hag regulator bdlgeyi iceren EcoRI ve Hindlll
hag rev: ATAAAGCTTAGATGTTGTGGTTGATTCTC kesimli fragment

hagl38a hagl60 fwd: ATAGAATTCGTCCCATTTTTTCTTTTCAG hag turevi; -138/+22 bp’lik bolgeyi kapsayan EcoRI ve Hindlll
hag rev: ATAAAGCTTAGATGTTGTGGTTGATTCTC kesimli fragment

hagl138b hag160 fwd: ATAGAATTCGTCCCATTTTTTCTTTTCAG hag tirevi; -138/+4 bp’lik bélgeyi kapsayan EcoRI ve Hindll1 kesimli
hagl121 rev: ATAAAGCTTACATGATTTTTTCCTCCTTG fragment

hagll7a hagl21 fwd: ATAGAATTCCTATTAAACATCAAAAAAAC hag tirevi; -117/+22 bp’lik bolgeyi kapsayan EcoRI ve Hindlll
hag rev: ATAAAGCTTAGATGTTGTGGTTGATTCTC kesimli fragment

hagl17b hagl21 fwd: ATAGAATTCCTATTAAACATCAAAAAAAC hag tirevi; -117/+4 bp’lik bélgeyi kapsayan EcoRI ve Hindlll kesimli
hag121 rev: ATAAAGCTTACATGATTTTTTCCTCCTTG fragment

hag98 hag120 fwd: ATAGAATTCCAATCCGATATAAAACATG hag tirevi; -98/+22 bp’lik bélgeyi kapsayan EcoRI ve Hindlll kesimli
hag rev: ATAAAGCTTAGATGTTGTGGTTGATTCTC fragment

hag56 hag78 fwd: ATAGAATTCGGCTCTTTTCATACCACAC hag tirevi; -56/+22 bp’lik bélgeyi kapsayan EcoRI ve Hindll1 kesimli

hag rev: ATAAAGCTTAGATGTTGTGGTTGATTCTC

fragment

& alt1 cizili nikleotitler restriksiyon kesim bolgelerini gosterir

1%
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Tablo 17. Promotor tiirevlerinin ¢gogaltilmasinda kullanilan PCR programi

PCR Adimlari Sicaklik (°C) Zaman Dongl
Baslangi¢ denatiirasyonu 98 30 sn 1
Denaturasyon 98 10 sn

Primer Baglanma 50 30sn 35
Uzama 72 30 sn/kb

Son Uzama 72 10 dk 1

EcoRI/Hind 111 restriksiyon kesim bdlgelerini iceren promotor fragmentleri, ayni
kesim bolgeleri ile muamele edilmis pDG1663 plazmiti igerisine klonlandi ve olusturulan

rekombinant plazmitler E.coli DHSa hiicresine transforme edildi.

2.10. Bacillus subtilis CU1065 Genomuna integrasyon

B. subtilis hiicre genomuna integrasyon Campbell (single crossover) teknigi ile
gerceklestirildi. Bu teknigi gerceklestirmek icin kullamlan plazmidin recA” bir E.coli
susundan izole edilmesi gerekmektedir. recA” pozitif bir E.coli’den izole edilen plazmitin
Campbell tip integrasyonda verimi 100 kat daha fazla arttirdigi gérilmiistiir. Campbell tip
integrasyon igin; E.coli DH5a susundan izole edilen plazmitler, Ncol enzimi ile kesilip

linerilize hale getirilmislerdir.

2.10.1. Bacillus subtilis CU1065 Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Kompotent hiicre hazirlamak igin, B. subtilis CU1065 susu ve hiicre genomundan
sigD geni silinmis rekombinant B.subtilis HB4035 (sigD::kan) susu 1 ml Luria Bertani
(LB) Broth igerisinde 37 °C’de gece boyu buyutildi. Bir gecelik kultirden 5 ml MC
(Modifieed Competence) besiyerine 1:100 oraninda ekim yapildi. Hiicreler 37°C’de
yogunluklar1 600 nm dalga boyunda OD 0,6 olacak sekilde biiyiitiildii.

2.10.2. Hiicre Genomuna Integrasyon

Hiicre yogunlugu 600 nm’de 0,6 olunca, 1 ml hiicreye 5 pl lineer hale getirilmis
rekombinant plazmit DNA s1 eklendi ve 1 saat 37 °C’de ¢alkamali inkiibatorde biiyiitiildii.
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Hiicreler 1 saat biiyiitiildiikten sonra 10 000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi ve pellet 100 pl
stipernatant igerisinde ¢oziildii. Hiicreler MLS igeren (1 pg/ml Eritromisin ve 25 pg/ml
Linkomisin) LB Agar besiyerine yayildi ve petri kaplari koloniler belli oluncaya kadar 1-2
glin 37 °C’de inkibe edildi.

2.10.3. Klonlarin Sec¢imi

Transformasyon petrilerinde iireyen ve dogru rekombinat plazmiti igeren hiicreler
koloni PCR yontemi ile belirlendi. Ureyen koloniler 1 ml MLS’li LB s1v1 besiyerine ekim
yapild1 ve 37 °C’de bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin promotor fragmentlerini olusturmak
i¢in kullanilan primer ¢iftlerinden forward primerler ve pDG1663’lin lacZ genine spesifik
dizayn edilen spoVG-lacZ-reverse (ATCGTAACCGTGCATCTGCC) kontrol primeri
kullanilarak dogru klonlar segildi. PCR reaksiyonu TermoStart™ PCR Master Mix Kiti
(Thermo Scientific) kullanilarak yapildi. Reaksiyon; 10 pl 1X ThermoStart Master Mix, 1
pl 10 pmol/ul her bir stok primerden, 7 ul dH20 ve 1 ul gece kiiltiirii igerecek sekilde
toplam 20 pl’lik hacimde hazirlandi. PCR programi asagida tanimlandigi sekilde
gerceklestirildi ve iiriinler %1°lik agaroz jelde yiriitiildii ve biiyiikliikleri DNA markir ile

dogruland.
PCR Programi
[k denetlirasyon 95 °C’de 15 dk.
Denatlirasyon 95 °C’de 30 sn.
Primer baglanma 50 °C’de 30 sn. 0 dongu
Uzama 72 °C’de 1 dk.
Son Uzama 95°C’de 5 dk.

Dogru rekombinant plazmiti iceren hiicreler secildikten sonra, hucreler X-gal

yayilmig MLS’li LB Agar petrilerine inokile edildi ve 37 °C’de koloniler buyuatuldi.

2.11. Beta-Galaktosidaz Testi

Beta galaktosidaz testi igin substrat olarak o-nitrofenil galaktosidaz (ONPG)
kullanllmis ve asagida belirtilen Miller (1972)’in standart protokolii uygulanarak
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yapilmigtir. Rekombinat plazmitleri tasiyan B. subtilis CU1065 ve B. subtilis HB4035

hiicreleri 2 ml SSB (Schaeffer’s Sporulation) sivi besiyeri igerisinde 37°C’de bir gece

inkiibe edildi. Ertesi giin, 1:100 oraninda taze SSB besiyerine ekim yapilarak 37°C’de

calkamali inkiibatorde hiicre yogunlugu 600 nm’de 0,9 olana kadar blyutildi. 600 nm’de

oD

0,9 oldugu zaman asagidaki protekol izlenerek Beta- galaktosidaz deneyi

gerceklestirilir.

ODsoo 0,9 oldugu zaman, 1 ml 6rnek mikrosantrifiij tiipiine alinir ve 10 dk buz
uzerinde bekletilir.
Daha sonra 10 dk en yiiksek hizda santrifiij edilir ve pellet 1 ml % 0,88 NaCl ile
yikanir.
Tekrar 10 dk santrifuj edildikten sonra pellet -70 °C’de en az 30 dk inkiibe edilir.
Daha sonra pellet 1 ml galisgma tamponu igerisinde ¢oziilUr.
Caligma tamponu igerisindeki hiicre solusyonundan diliisyonlar hazirlanir.
o0 0,1 ml hicre suspansiyonu + 0,9 ml ¢aligma tamponu
o0 0,2 ml hicre suspansiyonu + 0,8 ml ¢aligma tamponu
Daha sonra her bir drnege final konsantrasyonu 100 pg/ml olacak sekilde lizozim
eklenir
37 °C’de 10-30 dk inkibe edilir.
10 sn vortekslenir.
28 °C’de 10 dk inktbe edilir.
0,2 ml ONPG (4 mg/ml) eklenir ve iyice karigsmasi saglanir ve zaman kaydedilir (to).
Sar1 renk agik¢a belli olana kadar oda sicakliginda inkiibe edilir ve 0,5 ml 1M
Na,COj; ilave edilerek iyice karigmasi saglanir ve reaksiyon durdurulup zaman
kaydedilir (tmin).
Herbir 6rnek ODa2o ve ODsgo Glculir.

Aktivite agagidaki formiile gore hesap edilir.

Miller Unit: 1000 X [OD420 - (1,75 X OD550)] / [T XV X ODeoo]

T= reaksiyon zamam= tpyn- to

V= ¢0Oziilen kultur hacmi
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2.11.1. Beta-Galaktosidaz Deneyi I¢in Kullanilan Malzemeler ve Hazirlamislar

a- Z tampon (pH 7.0) 1 It

Na;HPO, 8,5¢gr
NaH,PO, 4.8 gr
KCI 0,75 gr
MgS0O,4.7H,0 0,246 gr

b-1 M DTT (dithiothreitol)

3,1 gr DTT 20 ml 10 mM sodyum asetat (pH 5.2) icerisinde ¢ozullr ve filtre ile
sterilize edilerek, 1ml’lik hacimlerde —20°C’de saklanir.

c- Calisma Tamponu
Z tampon 100 ml
1MDTT 40 ul (400 nM)

Taze hazirlanir ve 4 °C’de bir hafta saklanabilir.

d- ONPG (4 mg/ml)

o-nitrofenil galaktosidaz 100 mg

Z tampon 25 ml icerisinde ¢ozulir.

Taze olarak hazirlanir ve 1giktan korunur. Bir hafta boyunca —20°C’de saklanabilir.
e- Lizozim

10 mg /ml lizozim dH;O igerisinde ¢6ziilerek hazirlanir ve —20°C’de saklanir.

f- % 0,88 NaCl

g- 1 M sodyum karbonat (Na,COs)
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2.12. Total RNA izolasyonu

A. pallidus AC6 susu 2 ml LB Broth igerisinde 37°C’de bir gece biiyiitiildii. Ertesi
giin 1:100 oraninda 5 ml taze LB Broth besiyerine ekim yapilarak, logaritmik artis fazinin
sonuna kadar (yaklasik olarak ODggo 0,7 olana kadar) biyutildd. Daha sonra 2 ml hiicre
kiiltirti 12 000 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek, hiicre pelleti toplandi. Stipernatant dikkatli
bir sekilde uzaklastirilarak, pellet saklandi.

A. pallidus AC6 pelletinden RNA izolasyonu Rneasy Mini (QIAGEN) Kiti Gzerinde
olusturulan modifikasyonlar ile agagidaki basamaklar uygulanarak gergeklestirilmistir.

1. Pellet 15 mg/ml lizozim (7,5X 10%- 1,5X 10° hiicre igin) igeren 200 ul lizozim-TE*
tamponunda ¢6zildu (30 mM Tris-HCI, 1mM EDTA,; pH 8,0).

2. 37°C’de calkalamali inkiibatorde 25 dk. inkiibe edildi. ilk 15 dakikadan sonra 20 ul
proteinaz K* (20mg/ml, 10 mM Tris-HCI pH 8,0 icerisinde ¢oziilmiis) ilave edildi.

3. 1,4 ml RLT Tamponu ( 1ml tampon igerisine 10 pl B- mercaptoetanol eklenmis) ilave
edildi ve vortekslendi. Eger slipernatant igerisinde goriilebilen partikiiller varsa 5 dk 5000
rpm’de santriflij edilerek stipernatant yeni bir tlipe transfer edildi.

4. Supernatant Gizerine 1 ml Etil Alkol (%80%*) ilave edildi ve vortekslendi.

5. Tim karistm Rneasy mini kolonuna transfer edildi ve 13200 rpm (25 °C)’de 30 sn.
santriflj edildi.

6. 700 ul RW1 Tampon kolona ilave edildi ve 30 sn. 13200 rpm (25 °C)’de santrifiij edildi.
7. 500 ul RPE (ETOH) Tampon kolona ilave edildi ve 2 dk. 13200 rpm (25 °C)’de
santriftj edildi.

8. Kolon yeni bir ependorf tiipiine yerlestirildi ve 1 dk. 13200 rpm (25 °C)’de santrifiij
edilerek tiim RPE/ETOH atiklar1 uzaklastirilda.

9. Kolon tekrar yeni bir 1,5 ml ependorf tiipline aktarildi ve kolon igerisine 30 pl Rnase-
free H.0 ilave edildi ve oda sicakliginda 2 dk. bekletilerek RNA’nin ¢6ziilmesi saglandi.
Daha sonra 1 dk. 13200 rpm (25 °C)’de santriftij edildi.

10. RNA soliisyonu steril yeni bir ependorf tiipline aktarildi.

11. RNA soltsyonunun (zerine 6 ul 10X Turbo Dnase Tampon (Ambion) ve 3 ul Turbo
DNase ilave edildi ve yavasca pipetlenerek karigmasi saglandi.

12. 37 °C’ de 30 dk. inkube edildi.

13. Karigimin iizerine tekrardan 2 pl Turbo DNase ilave edildi. Yavasca pipetlenerek

karigmasi saglandi ve 37 °C’de 30 dk tekrardan inkiibasyona birakild1.
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14. Daha sonra 12 pl DNase Inaktivation Solusyonu eklenerek, yavasca karistirildi ve oda
sicakliginda 2 dk. inkiibe edildi.

15. 10000 Xg’de 90 sn. santrifiij edildi ve RNA’y1 igeren slipernatant dikkatli bir sekilde
pellete degdirilmeden steril yeni bir 1,5 ml ependorf tiipiine aktarildi.

16. 13200 rpm’de tekrar 90 sn santrifujlenerek, siipernatant dikkatli bir sekilde yeni bir 1,5

ml ependorf tiipiine aktarildi.

RNA izolasyonu sonunda tiipiin icerisindeki RNA miktari ileriki deneyler icin yeterli
olamayabilir. Bundan dolayr Etanol presipitasyonu yapilarak, RNA’nin konsantrasyonu
arttirilda.

17. RNA soliisyonu Uzerine 1/10 oraminda 3 M Sodyum-Asetat ilave edilerek karigmasi
sagland1

18. Daha sonra karisimin ilizerine 3 kat hacim % 100 soguk Etil Alkol ilave edildi ve
karigtirildi. — 20°C’de bir gece inkibe edildi.

19. 13200 rpm (4 °C)’de 30 dk. santrifiij edildi ve siipernatant dikkatlice uzaklastirildi.

20. Pellet 750 ul % 70 Etil Alkol* ile yikandi ve 13200 rpm (4 °C)’de 15 dk. santrifij
edildi.

21. Siipernatant dikkatlice uzaklastirildi ve pellet oda sicakliginda 30 dk. kurumasi igin
birakildi.

22. Pellet 20 pl RNase- free HoO’da ¢oziildii ve konsantrasyonu hesaplandi.

*: DPEC’li H20 ile hazirlanmalidir.

2.13. RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

10 ul RNA solusyonu 140 ul DPEC’li H,0 igerisine ilave edilerek karigmasi
saglandi. Solusyon 260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri spektrofotometre yardimi ile
oOlctildii. Asagidaki formiile 260 nm’deki deger yazilarak RNA konsantrasyonu ve 260/280
degeri hesap edilerek RNA’nin saflig1 hesaplandi.

RNA Konsantrasyonu (ng/pul)= Az X 40 X Dilusyon Faktor/ 10
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2.14.5’-RACE PCR

cDNA uglarinin hizli ¢gogaltilmasi (Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)), bir
mRNA’nin bilinen internal kismindan bilinmeyen 3’ veya 5’ uglar1 arasindaki niikleik asit
sekansinin ¢ogaltilmasi igin yapilan bir prosediirdiir. mRNA’nin 5’ ucunu ¢ogaltmak i¢in
Invitrogen tarafindan hazirlanan 5> RACE System (Version 2.0) Kiti kullanilda.

Bu sistem kullanilarak, ilk olarak ilk zincir cDNA olusturuldu, olusturulan cDNA
saflastirildi, homopolimerik kuyruk eklendi ve hedef cDNA PCR ile ¢ogaltilip, sekans

edidi. Bu prosediirler Sekil 13°de 6zetlenmistir.

mANA
5! mRNA ile GSP1 primerin

P yapigmasi

5 MultiScribe RT ile mRNA'nin

Al i e s __ cDNA'ya cevrimi

3 % I RNA'nin degredasyonu

+ GGG

. - dCTP ve TdT ile cDNA
kuyrugunun olugturuimasi

RNA'min
Temizlenmesi

Abridged Anchor Primer

=l m—c] O
SgéégD I - Abridged Anchor primer ve G8P2

primer ile dC-cDNA'nin

GSP2 amplifikasyonu
mRNA SEKANSININ BELIRLENMESI

Sekil 13. 5° RACE prosediiriiniin sematik goriinimii
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2.14.1. ilk Zincir cDNA’min Sentezi

Ilk zincir cDNA flagellin genine spesifik olarak dizayn edilen Gpal.GSP1
(GGCAGTACGGTCAGCAGATACG) primeri kullanilarak, total RNA’dan Moleney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) enzimi ile sentezlendi.

[lk olarak gene spesifik Gpal. GSP1 primeri ile mRNA nin yapismasi saglandi. Reaksiyon

karigimi agagida gosterilmistir.

Igerik Hacim (ul) Son Konsantrasyon
10 pmol/ul Gpal.GSP1 1 2.5uM

RNA sample X 2 ug
DEPC’li su ile tamamlanir. 4,85

Karigim hazirlandiktan sonra agagidaki adimlar takip edilerek ilk zincir cDNA sentezlendi.
1. 70 °C’de 10 dk. inkibe edildi.

2. 1 dk. buz iizerinde sogutuldu.

3. Kisa bir santrifiij yapilarak asagidaki diger maddeler belirtilen miktarlarda karigima
eklendi. Son hacim 10,5 ul’de ilk zincir cDNA sentez reaksiyonu baglatildi.

Komponent Hacim Son

(u Konsantrasyon
10X RT Tampon 1 1X
25 mM MgCl; 2,2 55mM
2.5 mM dNTPmix 2 500 uM
Rnase inhibitor 0,2 0,4 U/ul
MultiScribe Reverse Transcriptase 0,25 1,25 U/ul
Total 5,65

4. Reaksiyon karigimi 25°C’de 10 dk. inkiibe edildi.
5. Daha sonra 48°C’de 30 dk. inkiibe edildi.
6. Son olarak 95°C’de 5 dk. inkiibe edilerek, enzim inaktivasyonu saglandi.
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2.14.2. cDNA’nin Temizlenmesi

Sentez edilen cDNA PCR Product Purification Kiti (Fermentas) kullanilarak

temizlendi. Prosediir iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda gerceklestirildi.

2.14.3. dCTP Kuyrugunun Takilmasi

Temizlenen ilk zincir cDNA’nin 5’ ucuna oligo-C kuyrugu ilave edildi. Asagidaki

proseddr takip edilerek reaksiyon gergeklestirildi.

1. Asagidaki komponentler temiz bir tiipe ilave edilerek, yavascga karistirildi.

Komponent Hacim (ul)
] L O [T U TR 6,5

10X Terminal Transferaz Tampon .......cccccoeevcevcnieneinieeneens 5,0

2MM ACTP oo e 2,5

10X COClgu ettt e e 2,5
Temizlenmis CDNA ......coooiiiiiiii e 1

2. Karisim 94 °C’de 2-3 dk. inkiibe edildi ve 1 dk. buz {izerinde sogutuldu. Kisa bir slre

santriflij edilerek ¢eperlere bulagmig olan karigim tiipiin dibinde toplandi.

3. 1 pl Terminal transferaz enzimi (NEB) ilave edilerek 37 °C’de 10 dk. inkube edildi.
Son olarak enzim inaktivasyonu igin 65°C’de 10 dk. bekletildi.

2.14.4. Oligo-C kuyruklu cDNA’nin Cogaltilmasi

Oligo-C  kuyruklu c¢DNA’nin ¢ogaltilmasi Touchdown PCR yontemi ile
gergeklestirildi. cDNA’nin ¢ogaltilmas: gene spesifik olarak dizayn edilen Gpal.GSP2
(CAGCGAGCTCACGCATACGTT)  primeri  ile  Abridged  Anchor  primeri
(GGCCACGCGTCGTCGACTAGTACGGG/ideoxyl/ideoxyl/GGG/ideoxyl/ideoxyl/ GGG/
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ideoxyl/ideoxyl/G) kullanilarak gergeklestirildi. Reaksiyon igerigi ve dongiisii Tablo18 ve
Tablo 19°de verilmistir.

Tablo 18. Touchdown PCR reaksiyon igerigi

Icerik Hacim Son
() Konsantrasyon

10X PCR Tampon 5 1X

25 mM MgCl, 3 1.5mM

10 mM dNTPmix 1 200 uM

10 pmol/ul Gpal. GSP2 2 5uM

(CAGCGAGCTCACGCATACGTT)

10 pmol/ul Abridged Anchor 2 5uM

dC-kuyruklu cDNA 5

Tagq DNA polymerase 0,5

dH,0 31,5

Tablo 19. Touchdown PCR dongusu

Dongu Sicaklik (°C) Zaman
1 94 15 dk.
20 94 30 sn.
58-0,5* 30sn

72 1 dk.

25 94 30sn
48 30 sn.

72 1 dk.

1 72 10dk.

*: her dongude primer baglanma sicakligi 0,5 derece azalacaktir.

% 1,5’lik agaroz kullanilarak yapilan jel elektroforezi PCR {iriiniiniin goriintiilenmesi
i¢in kullanildi. Etidyum bromiir ilave edilen jel, 110 Volt da yaklasik yarim saat yiiriitiildii
ve DNA fragmenti UV 15181 altinda goriintiilendi. Goriintiilenen DNA fragmenti PCR
Product Purification Kiti (Fermentas) ile temizlenerek, GSP2 ve Abridge Anchor
Primerleri ile birlikte sekanslama islemi icin Cornell Universitesi, Biyoteknoloji

Laboratuvarina gonderildi.
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2.15. AC6 ve B. subtilis sigD Geninin Ekspresyonu

2.15.1. sigD Genlerinin Cogaltilmasi

Invers PCR yontemi ile tiim gen sirasi elde edilen A. pallidus AC6 sigD geni
ekspresyon igin pET11a vektoriine klondi. Geni ¢ogaltmak igin dizayn edilen Gpa.sigDf-
5-TATCACCATATGATGGTCCAATCGATGACACTG-3" ve  GpasigDr-  5’-
TATGGATCCTTAAGATAAAAGCTTAACGAGC-3’ primerlerin uglarina sirasiyla Ndel
ve BamHI restriksiyon endoniikleaz enzimleri ilave edildi.

B. subtilis sigD geni ucglarina Ndel ve BamHI restriksiyon enzim bdlgeleri
yerlestirilmis, Bsu sigDf- 5’-TATCACCATATGATGCAATCCTTGAATTATGAAG-3’
ve Bsu sigDr- 5’- TATGGATCCTTATTGTATCACTTTTTCCAGC-3’ primeri ile
cogaltildi.

SigD genlerini tam uzunlukta c¢ogaltmak i¢in yapilan PCR reaksiyonu; 50 pl
hacimde, 1X iProof HF Tampon, 0,2 mM herbir dNTP’den, 0,5 uM herbir primerden, 100
ng AC6 veya B. subtilis CU1065 genomik DNA’dan ve 0,02 U/ul iProof Polimeraz
(BioRAD) enzimi kullanilarak gerceklestirildi. Kullanilan PCR programi asagida

verilmistir.

1. On Denatiirasyon 98 °C’de 30 sn.

2. Denatirasyon 98 °C’de 10 sn.

3. Primer Baglanma 55 °C’de 30 sn. 4 dongu
4. Uzama 72°C’de 1 dk.

5. Son Uzama 72°C’de 10 dk.

PCR iiriinleri %]1°lik agaroz jelde 10 kb DNA markir ile yiiriitiilerek, biiytkleri
dogruland.

2.15.2. sigD Genlerinin pET11a Vektorune Klonlanmasi

SigD PCR iiriinleri PCR Purification Kiti (Fermentas) ile iretici firmanin onerileri
dogrultusunda temizlendi. Ekspresyon vektoriiniin ingast i¢in 5 pl pET-11a (40 pg/ul), 9 ul
PCR drund, 1X BSA, 1X Restriksiyon Tampon (NEB Tampon 3), 10 U BamHI ve Ndel
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enzimlerini igeren 20 pul toplam hacimde restriksiyon kesim reaksiyonu 37°C’de 2 saat
inkiibe edilerek gerceklestirildi. Restriksiyon kesim reaksiyonu PCR Purification Kiti
(Fermentas) ile iiretici firmanin dnerileri dogrultusunda temizlendi ve 50 ul son hacimde
¢Ozuldu.

50 ul son hacimde ¢oziilen reaksiyon karigimi 20 dk. 11.000 rpm’de vakum altinda
santrifiij edilerek, sivi kismin tamamen buharlagmasi saglandi. 8 ul steril dH,O ile yeniden
coziilen reaksiyon karigimma 1pl 10X Ligase Tampon ve 1 ul T4 DNA Ligaz(10U/ul)
enzimi ilave edildi ve 16 °C’de bir gece inkiibasyonu gerceklestirildi. Ligasyon sonrasi
plazmit, CaCl, teknigi ile kompotent hale getirilmis E.coli BL21 (DE3) Lys hiicresine
transforme edildi ve plazmit i¢eren hiicreler 100 pg/ml ampisilin + 10pg/ml kloramfenikol

iceren LB agar besiyerinde secildi.

2.15.3. sigD genlerinin E.coli BL21 Hucresinde Ekspresyonunun Belirlenmesi

sigD genlerinin hiicrede ekspresyonun belirlenmesi i¢in ii¢ dogrulama admmi
gergeklestirilmistir. Birinci adimda; sigD genlerini i¢eren plazmitlerin transforme edildigi
E.coli hiicrelerinde rastgele belli sayida hiicre segildi. Bu hiicreler 100 pg/ml ampisilin ve
10 pg/ml kloramfenikol iceren 2 ml LB s1v1 besiyerinde 37°C’de buydtuldiler. Daha sonra
dogru plazmiti i¢eren hiicrenin tespiti i¢in koloni PCR yontemi kullanilarak dogrulandilar.
Koloni PCR 2X Thermo-Start™ PCR Master Mix (Thermo SCINTIFIC) kullanilarak
gergeklestirildi. 20 pl son hacimde; 1X master mix, 0,5 pmol/ul pET T7 (kontrol i¢in
dizayn edilmis; 5’- TAATACGACTCACTATAGG-3’) ve genlerin ¢ogaltilmasinda
kullanilan reverse primerler (Gpa.sigDr ve Bsu sigDr), 7 ul dH2O ve 1 pl hiicre kiiltiiri

ilave edilerek yapildi. Genin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan program asagida verilmistir.

On Denetlirasyon 95 °C’de 15 dk.

Denetirasyon 95 °C’de 30 sn.

Primer baglanma 50 °C’de 30 sn. 34 dongu
Uzama 72 °C’de 1 dk.

Son Uzama 72 °C’de 5 dk.

PCR drtnleri %2’lik agaroz jelde yiritildi ve 10 kb DNA markir kullanilarak dogru
biyuklikteki bantlar pozitif sonug olarak degerlendirildi.
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Ikinci adimda; sigD genlerini igeren plazmitlerin transforme oldugu ve PCR
reaksiyonu pozitif E.coli hiicrelerinden belirli sayida segildi ve 2 ml LB (Amp'**¢™ Cm®
remly s1v1 besiyerinde 37 °C’de bir gece biyiiltiildii. Ertesi giin hiicreler 1:100 oraninda 5
ml taze LB (Amp'®*¢™ Cm'® *#™) g1v1 besiyerine asilandi. Hiicreler 600 nm’de OD 0,3
oluncaya kadar buydtuldd. OD 0,3 olunca son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG
eklendi. IPTG eklendikten sonra 3 saat daha 37°C’de inklbe edildi. 1,5 ml herbir
hiicreden alinarak ependorf tiiplerine aktarildi ve 12.000 rpm’de 5 dk. santrifj edildi.
Siipernatant dikkatlice uzaklastirildiktan sonra, pellet -20°C’de bir gece inkube edildi.
Ertesi giin hiicreler 500 pul dH,O’da ¢ozuldi ve sonikasyon islemi ile patladildi. 13.200
rpm’de 30 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant ve pellet ayr1 ayri saklandi. Pelletin 10
ml Sample Tamponda yeniden ¢oziilmesi saglandi. Siipernatant ve pellet % 12’lik SDS-
PAGE’de yurutilerek sonuglar gozlemlendi. SDS-PAGE analizi Lammeli vd., 1970’in
prosediiriine gore gerceklestirildi.

Ucgiincii adimda, SDS-PAGE analizinde ekspresyon seviyesi giiclii olarak gozlenen
ornekler secildi. Bu Orneklere sahip E.coli BL21 (DE3) Lys hicreleri 5 ml LB
(Amp'oeml om0 vemly g1vy besiyerinde 37°C’de bir gece biyitildi ve Plazmit
MiniPrep(Fermentas) Kiti kullanilarak plazmit izolasyonu gerceklestirildi. izole edilen
plazmitler pET11a vektorii i¢in dizayn edilen kontrol pET T7 primeri ile sekanslama islemi
icin Cornell Universitesi, Biyoteknoloji Laboratuvarina gonderildi. Sekans sonuglar
degerlendirilerek, herhangi bir baz degisiminin ve mutasyonun olmadig1 plazmiti igeren

hiicre secildi ve saflagtirma basamagi i¢in bu hiicre kullanildi.

2.16. 6" Proteinlerinin Saflastiriimasi

Protein saflagtirilmasi Helmann., 2003’ tanimladigi prosediirde bazi degisiklikler
yapilarak gerceklestirildi. DEAE- Sepharose ve mono-Q kolon kromotografisi yontemleri
kullanilarak protein saflagtirilmasi saglandi. En iyi ekspresyonun belirlendigi (2.3. Bolum)
E. coli BL21(DE3) LysS hiicresi 50 ml LB (Amp'*®*¢™ Cm'® *#™) s1v1 besiyeri igerisinde
37 °C’de bir gece boyunca biiyiitiildii. Ertesi giin 1:100 oraninda taze 1 It LB (Amp'?*¢™,
Cm'® *¥™Yy 1v1 besiyerine asilanarak 600 nm’de OD 0,3 olana kadar biiyiitildi. OD 0,3
olunca, son hacimde 1 mM olacak sekilde IPTG ile indiiklendi. Indiikleme isleminden

sonra hucreler 3 saat daha buyttuldi ve 12.000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek inkliizyon
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yapilarinin ve hiicresel debrisin bulundugu pellet kismi toplandi. Pellet 10 ml % 0,08’lik
NacCl ile yikand1 ve — 20°C’de bir gece inkibe edildi.

Ertesi gln pelletin oda sicakliginda ¢oziilmesi i¢in 10-15 dk. beklendi. Pellet 20 ml
TGED Tamponu (pH 8,0) (10 mM Tris-HCI pH:8,0, % 5 gliserol, 1 mM EDTA pH:8,0, 1
mM DTT) icerisinde ¢oziildii. Hiicre slispansiyonu sonikasyon iglemine tabii tutularak
hiicre yapilarinin patlatilmast saglandi. Sonikasyon isleminden sonra hucreler 12000
rpm’de 15 dk. santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak pellet 3 defa 20 ml % 0,5 Triton
X-100 iceren TGEDX tamponu (pH 8,0) ile yikandi. Daha sonra pellet 1 kez % 2 sodyum
deoksikolat iceren TGED tamponu (pH 8,0) ile yikandi ve inkllizyon yapilar1 5 ml TGEDX
(pH 8.0) tamponu igerisinde ¢oziildii. Bu siispansiyondan 1:10 oraninda 5 ml TGEDX
tamponu (pH 8,0) igerisinde diliisyon yapildi. Diliisyona son hacimde % 1,5 olacak sekilde
sodyum sarkosyl yavag yavas ilave edildi (Bu basamak ¢ok dikkatli yapilmalidir. Sarkosyl
ilave edilirken yavas yavas slispansiyon karistirilmali ve siispansiyonun bulanikligiin
giderek agildigi gozlenmelidir). Daha sonra diliisyonun hacmi TGEDX tamponu (pH 8,0)
ile yavasg yavag 50 ml’ye tamamlandi. Diliisyon 4 1t TGEDX tamponu (pH 8,0) icerisinde
+4°C’de bir gece diyaliz edildi.

2.16.1. DEAE Sepharose Kromotografisi

Diyaliz sonrasi elde edilen protein 6rnegi DEAE- Sepharose kolonundan gegirilerek
bir kisim protein 6rnekten uzaklastirildi. Kolon hacminin 10 kati kadar % 0,1 Triton X-100
iceren TGEDX tampon (pH 8,0) ile dengelendi. Diyaliz edilen tiim protein 6rnegi kolona
yiklendi. Daha sonra kolon 20 ml TGEDX tamponu (pH 8,0) ile yeniden yikanarak,
kolona tutunmayan proteinlerin uzaklastirilmasi saglandi. Daha sonra kolon 1M NaCl
iceren TGEDX tamponu (pH 8,0) ile yikanarak fraksiyonlar toplandi. Her bir fraksiyon
ACS ve B. subtilis ° proteinleri igin ayr1 ayr1 % 12°lik SDS-PAGE kolonuna yiiklenerek
proteinleri iceren fraksiyonlar belirlendi. 6° proteinini igeren fraksiyonlar topland: ve 11t
50 mM NaCl iceren TGEDX tamponu (pH 8,0) igerisinde bir gece 4°C’de diyaliz edildi.
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2.16.2. Mono-Q Kromotografisi

Diyaliz sonrasi protein 6rnegi mono-Q FPLC kolonuna (Pharmacia) ytklendi. Kolon
50 mM NaCl iceren TGEDX tamponu (pH 8,0) ile dengelendi ve tiim protein Ornegi
kolona yiklendi. Fraksiyonlar 50 mM ve 1 M NaCl iceren TGEDX (pH 8,0) tamponlar1
arasindaki gradient ile toplandi. Fraksiyonlar ayri ayr1 %12’lik SDS-PAGE jelinde
yiiriitiilerek c° proteinlerini iceren fraksiyonlar belirlendi.

" proteinini igeren fraksiyonlar topland1 ve %50 gliserol ve 200 mM NaCl iceren

200 ml TGED tamponu (pH 8,0) igerisinde bir gece 4°C’de diyaliz edildi.

2.17. Bacillus subtilis RNA Polimeraz Enziminin Saflastiriimasi
2.17.1. Rekombinant B. subtilis Susun insas:

Kor RNAP enziminin saflastiriimas: sirsinda ¢° kontaminasyonunu énlemek igin,
sigD geni silinmig HB4035 hiicresi kullanildi. HB4035 hiicresinin genomik DNA’sindaki
rpoC gen bolgesi , JH642’nin 3’ucunda histag kuyrugu takili olan rpoC (’) geni ile yer
degistirilerek gergeklestirildi. Bu amag igin JH643 ve HB4035 suslar1 2 ml LB siv1 besiyeri
icerisinde (100 pg/ml spektinomisin JH642 i¢in, 10 pg/ml kanamisin HB4035 igin)
37°C’de bir gece inkube edildi. Ertesi gun taze 5 ml Modified Compotence (MC) besiyeri
icerisine 1:100 oraninda ekimleri gergeklestirildi ve hiicreler 600 nm OD 0,6 oluncaya
kadar buyuttldiler. OD 0,6 olunca, steril kosullar altinda JH642 hiicresi 0,2 um’lik filtre
ile siiziilerek. Siiziintii steril bir kaba aktarildi. Daha sonra 1 ml OD 0,6 HB4035 kiilturi ve
1 ml JH642’in siiziintiisii birlestirilerek 37 °C’de bir saat daha galkalanarak inkiibe edildi.
Olusturulan yeni rekombinant hiicre 100 pg/ml spektinomisin ve 10 pg/ml kanamisin
iceren LB agarda secildi ve B. subtilis EC1003 olarak adlandirild.

EC1003 RNA polimeraz enzimin saflagtirilmasi protokolii Helmann, 2003 ve
Anthony vd., 2000 tarafindan tanimlanan protokol modifiye edilerek gerceklestirilmistir.
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2.17.2. Hiicre Lizisi

EC1003 gerekli antibiyotikleri iceren LB Broth sivi besiyeri i¢erinde 37°C’de bir
gece inkiibe edildi. Ertesi giin 10 It taze besiyeri igerisine 1:100 oraninda ekimi yapild1 ve
600 nm’de OD 0,9-1,2 arasinda oluncaya kadar buydttldi. Hucreler 12.000 rpm’de 15 dk.
santrifllj yapilarak toplandi (yaklagik litre bagina 5 gr islak hiicre). Hiicre pelleti -20°C’de
bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin pellet 3ml /1 gr olacak sekilde P Tampon (300 mM
NaCl, 50 mM Na;HPO,4, 3 mM Beta merkaptoethanol, % 5 gliserol) icerisinde ¢ozuldu.
Siispansiyon igeresine lizozim son hacimde 100 pg/ml olacak sekilde eklendi ve 37°C’de
30 dk inkiibe edildi. Daha sonra sonikasyon islemi ile hiicrelerin pargalanmas1 saglandi.
Hiicre atiklar1 12.000 rpm’de 15 dk. santrifiij edilerek toplandi ve enzimin igerisinde

bulundugu siipernanat kismi1 yeni bir tiipe aktarildi.

2.17.3. Ni-NTA Kromotografisi

RNAP enzimini igeren siipernanat ig¢erisine 20 mg protein basina 1 gr olacak sekilde
Ni-NTA resin eklendi ve 8°C’de 2 saat karismasi saglandi. Resin- siipernatant karigimi 5
ml Bio- Rad plastik kolonlarina dokiildii ve rezinin siiziilmesi saglandi. Kolon, haciminin
20 kat1 kadar 10 mM Imidazol igeren P tampon ile yikandi. Daha sonra RNAP enzimin
alinmasi i¢in, kolon hacminin 10 kat1 kadar 400 mM imidazol i¢eren P buffer ilave edildi
ve fraksiyonlar 1 ml’lik hacimler seklinde toplandi. Toplanan fraksiyonlar %12’lik SDS-
PAGE jeline yiiklenerek, RNAP enziminin geldigi fraksiyonlar belirlendi. Enzimin
belirlendigi fraksiyonlar toplanarak 3 1t 300 mM NaCl iceren TGED tamponunda (10 mM
Tris-HCI (pH 8,0), 0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTT, %10 Gliserol) diyaliz edildi.

2.17.4. Heparin Kolon Kromotografisi

Diyaliz edilen 6rnekler Heparin (FPLC, Pharmacia) kolonuna yiiklendi. Kolon 6rnek
yliklenmeden 6nce 5 kat hacim 50 mM NacCl igeren Tampon A (pH 8,0) (10 mM Tris-HClI
(pH 8,0), 10 mM MgCl,, 10 mM KCI, %10 gliserol, 0,1 mM DTT) ile yikandi. Daha sonra
diyaliz olmus 6rnek kolona yiiklendi. Fraksiyonlar 50 mM NaCl iceren Tampon Aile 1 M

NaCl iceren Tampon A arasinda gradient olusturularak 1 ml hacimde toplandi. Tim
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fraksiyonlar SDS-PAGE jeline yiiklenerek RNA Polimeraz (150kDa f ve B’ ve 37 kDa a
alt birim) enziminin bulundugu fraksiyonlar belirlendi. RNAP bulundugu fraksiyonlar
topland1 ve 1 1t 50 mM NaCl igeren Tampon A igerisinde 1 gece diyaliz edildi. Ertesi giin
diyaliz edilen 6rnekler 200 ml % 50 gliserol iceren Tampon A icerisinde giin boyu diyaliz
edildi. RNAP enzimi -20°C’de sakland:.

2.18. o° proteinlerinin ve kor RNAP Enziminin Konsantrasyonlarmn
Belirlenmesi

o° ve kor RNAP enziminin protein konsantrasyonlari her adim igin ayr1 ayri olarak
Bradfort metoduna ve Nano-Drop Spektrofotometre (NanoDrop Tech. Inc., Wilmington,
DE) kullanilarak da belirlendi. Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad)

sollisyonu protein konsantrasyonlarini belirlemek i¢in kullanild.

2.19. in vitro Transkripsiyon

in vitro transkripsiyon reaksiyonu B. subtilis kor RNAP, " ve AC6 " proteinleri ve

pEC3 plazmiti kullanilarak farkl sicakliklarda gergeklestirildi.

2.19.1. pEC3’iin Olusturulmasi

Plazmit pEC3, hag geninin translasyon baglama kodonundan 185 bp upstream ve 385
downstream bdlgeleri arasi hag fwd (ATAGAATTCCGTAACCAAACAAGGATGTTC)
ve hag rev-2 (ATAAAGCTTCTGTATTACCTGCTATACG) primerleri kullanilarak
cogaltildi. PCR reaksiyonu 50 pl son hacimde; 1X HF iProof Tampon, 200 uM herbir
dNTP’den, 0,5 uM her bir primerden, 250 ng/ml AC6 genomik DNA’sindan, 0,02 U/ul
iProof DNA Polimeraz enzimi igerecek sekilde hazirlandi. Beklenen 588 bp’lik fragment,
asagidaki protokol uygulanarak gerceklestirildi.
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Baglangi¢ denetiirasyonu 98°C 30 sn.
Denetirasyon 98°C 10 sn.
Primer baglanma 52°C 30 sn. 29 dongu
Uzama 72°C 30 sn.
Son uzama 72°C 10 dk.

Elde edilen PCR fragmenti ve pDG1663 EcoRI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile
20 pl son hacimde kesildi ve daha sonra pEC3 olusturmak icin T4 DNA ligaz enzimi
kullanilarak ligasyonu gergeklestirildi.

Olusturulan rekombinant pEC3 plazmiti (Sekil 14) CaCl, metodu ile kompotent hale
getirilmis E. coli DHS5a hiicresine transform edildi. pEC3 plazmitinin izolasyonu her
asamasinda RNase i¢cermeyen solusyonlar hazirlanarak, SDS’li Alkaline Lysis (Miniprep)

Metodu (Sambrook vd., 1990) kullanilarak gergeklestirildi.

pEC3
[ {pDG1663+hag) spo¥YG-lacZ
A bl 9794 bp

‘thr € B3
N ~ 3 erm - 176 bp
QPCRfwd QPCRrev
—
HEINEDEN o
H €;
hag fwd AlG Hag rev-2

Sekil 14. pEC3 plazmitinin sematik goriintiisii
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2.19.2. in vitro Transkripsiyon Reaksiyonu

Reaksiyon 50 ul’lik hacimde gergeklestirildi (Sekil 15). ilk olarak holoenzim
yapisinin olusturulabilmesi igin, 100 nM kor RNAP ve 2 uM (20 kat) c° proteini eklendi
ve karigim 15 dk. buz iizerinde bekletildi. Daha sonra asagidaki materyaller belirtilen

miktarlarda karisima eklendi.

Stok 50ul’lik reaksiyon igin Son hacim
10X Transkripsiyon tamponu S5ul 1X

1M KCI 7.5 ul 150mM
pEC3 Xul 250 ng/pul

Son hacim DEPC’li dH,0 ile 48 ul’ye tamamlandi. Holoenzim yapisinin promotor
bblgeyi tanimasi i¢in karisim 10 dk. 37 °C’de inkiibe edildi. Karigima son hacim 200 uM
olacak sekilde herbir NTP’den eklenerek reaksiyon baslatildi. mRNA’larin sentezi i¢in
reaksiyonlar farkl sicakliklarda (30, 40, 50, 60) 20dk. inkiibe edildi. Kontrol reaksiyonu
kor RNAP icerirken, herhangi bir o° proteini icermemektedir. Daha sonra reaksiyon 200 pl
stop tamponunun (2,5 M Amonyum Asetat, 10 mM EDTA) eklenmesi ile durduruldu.
Reaksiyon etanol presipitasyonu ile temizlendi ve 60 pul DEPC dH,O igerisinde yeniden
cozlilmesi saglandi.

Reaksiyondaki DNA kontaminasyonu Dnasel (DNase free Kit, Ambion) uygulamasi
ile uzaklagtirildi ve mRNA’lar ikinci bir etanol presipitasyonu asamasi ile yeniden
temizlenerek konsantrasyonlarinin artirilmasi saglandi (Sekil 15). mRNA’lar 20 pul DEPC
dH,O igerisinden yeniden ¢06ziildi. mRNA’lar Real Time PCR igin cDNA’larin

olusturulmasida kullanildi.

2.19.3. cDNA’larin Olusturulmasi

cDNA’larin  sentezi TagMan Kiti (Roche) kullanilarak  gerceklestirildi.
Konsantrasyonlar1 2.14’de  belirtildigi gibi spektrofotometrik olarak belirlenen
mRNA’lardan cDNA, pEC3 igerisinde bulanan flagellin genini ¢ogalmak i¢in kullanilan
hag rev-2 primeri GSP1 primeri olarak kullanilarak gerceklestirildi. mRNA’dan

cDNA’larin sentezi Moleney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT)
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enzimi ile gergeklestirildi. Ilk olarak hag rev-2 primeri ile mRNA’nimn yapismasi saglandi.

Reaksiyon karigimi asagida gosterilmistir.

Komponent Hacim Son
(u Konsantrasyon
10 pmol/ul hag rev-2 (GSP1 olarak) 1 2,5uM
RNA sample X 2 ug
DEPC’li su ile tamamlanir. 4,85

Karigim hazirlandiktan sonra agsagidaki adimlar takip edilerek cDNA sentezlendi.

1. 70°C’de 10 dk. inkiibe edildi.

2. 1 dk. buz iizerinde sogutuldu.

3. Kisa bir santrifiij yapilarak asagidaki diger maddeler belirtilen miktarlarda karigima
eklendi. Son hacim 10,5 ulI’de cDNA sentez reaksiyonu baslatild.

Komponent Hacim Son

(u Konsantrasyon
10X RT Tampon 1 1X
25 mM MgCl, 2,2 55mM
2.5 mM dNTPmix 2 500 uM
Rnase inhibitor 0,2 0,4 U/ul
MultiScribe Reverse Transcriptase 0,25 1,25 U/ul
Total 5,65

4. Reaksiyon karigimi 25°C’de 10 dk. inkiibe edildi.
5. Daha sonra 48°C’de 30 dk. inkiibe edildi.
6. Son olarak 95°C’de 5 dk. inkiibe edilerek, enzim inaktivasyonu saglandi.
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MATERYAL S0N KONSANTRASYON
Kor RNAP 1.7 ul 171l 171 100nM
o' G. pallidus AC6 1l - - 2 pM
o B subilis = 0.5l = 2 pM
15dk. Buz Grerinde Beklet
10X Transkripsiyon Tampon 5 pl 5pl 5 pl 1X
IMKCI 75l 75pl 75pl 150 mM
PEC3 5l 5 pul 5l 250 ng/ pl
DEPC dH20 283 ul 273l 288l
10 dic. 375" de Beklet
SmM NTPmix 2l 2 1 2pl 200 pM
R1 R2 K

20dk Farkh Sicakhllarda inkibe Et

1 30°C l 40°C l 50°C l 60°C
RI R K RI R K

- - - - - - e - -

Uf Reaksiyonu Durdur (Stop Tampon)

{ L 411 1411 11

DNasel Uygulamast | K, ﬁ(’ b 4
!

-_ —-_.._-. — - —_f"" -_‘I" —'l—n_- —-_r-.,. I-- B — _.,|_ " A.;__.__

e

Sekil 15. in vitro transkripsiyon deneyinin sematik olarak gosterilimi
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2.20. Real Time- gPCR

Tum reaksiyonlar iQ SYBRGreen Supermix (Bio-Rad Laboratories, Inc.)
kullanilarak 25 pl son hacimde fii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Her bir reaksiyonda
in vitro transkripsiyon sonrasi sentezlenen cDNA’lar 1/10 ve 1/5 oraminda diliisyon
edilerek 1Q 96-kuyucuklu PCR pleytleri (Bio-Rad Laboratories, Inc.) kullanilarak
gergeklestirilmistir. Reaksiyonda kullanilan QPCRfwd (5°-
GGCGACGATGCAGGTCTTGCGAT-3’) ve QPCRrev (5°-
GCTGCTTGCACAGCGAGCTCACGCATA) primerleri pEC3 plazmitinde bulunan hag
geninin downstream bdlgesinden uygun Tm’ler belirlenerek dizayn edildi (Sekil 14). iQ
SYBRGreen Supermix (Bio-Rad Laboratories, Inc.) karisiminin iiretici firmanin 6nerileri
dogrusunda Tablo 20’de gosterildigi iizere hazirlanmistir. Karigim hazirlanip 24 pl’lik
hacimlerde PCR playletlerine aktarildi ve cDNA o6rnekleri diliisyon edildikten sonra 1pl
hacimde reaksiyonlara eklendi. Reaksiyonda DNA kontaminasyonunun olup olmadiginin
kontrolli icin, Dnazl asamasindan sonra cDNA’larin sentezi i¢in kullanilan mRNA’lar

kontrol grubu olarak kullanildi.

Tablo 20. qPCR reaksiyonu i¢in hazirlanan karisimin igerigi

Icerik Son 1 reak. i¢in hacim
konsantrasyon (nl)
2X iQ SYBRGreen Supermix 1X 12,5
10 uM QPCRfwd 200 nM 0,5
10 uM QPCRrev 200 nM 0,5
DEPC dH20 10,5
cDNA (1/5 veya 1/10 diliisyon) 1

Hazirlanan reaksiyonlar iCycler Real Time PCR’da asagida verilen reaksiyon
protokoliine gore yapildi. Reaksiyon sonrasi veriler Sequence Detection Programi (Version
1.3, Applied Biosystems) ile islendi. C; degeri bu yazilim programi tarafindan otomatik
olarak hesaplandi. Reaksiyon sonrasinda PCR (rlinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde

gorintulendi.
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1 dongu 50°C 2 dk.
1 dongu 95°C 10 dk.
40 dongu 95°C 15 sn.
60°C 1dk.
1 dongu 95°C 15 sn.
60°C 30 sn.
95°C 15 sn.

2.21. Floresent Anisotropy (FA) Deneyi

Cogu durumda, bir makromolekiil solusyon icerisinden siirekli bir doniis hareketi
sergiler. Eger bu makromolekiile soliisyon igerisinde baska bir makromolekil bagl
durumda ise, soliisyon igerisindeki doniis hareketi yavaslar. Iste bu doniis arasindaki fark
molekillerin diger molekiil ile kompleks olusturup olusturmadigini gosterir. Floresent
Anisotropy deneyi bu prensipte ¢alisan bir protokoldiir. Burada floresent bir madde ile
isaretlenmis bir DNA molekuli bir baska DNA veya protein molekull ile kompleks
olusturursa doniis hizt yavaslar ve aradaki bu fark spektrofotometre ile Olgulerek

molekiillerin baglanma komplekleri aydinlatilir (Heyduk vd., 1996).

2.21.1. Fluoresent Isaretli Cift Iplikli DNA’larin Olusturulmasi

ACS6 ve Bacillus o proteinlerinin AC6 hag geni promoter bélgesi ile protein-DNA
etkilesimi fluorescence anisotropy deneyi ile gosterildi. Bu deney i¢in hag geninin -35 ve -
10 promoter elementlerini iceren 6-carboxyfluorescein (FAM) ile isaretli 58 bp
oligoniikleotiti ve bunun isaretlenmemis komplementer zinciri ve ayni oligoniikleotit
giftlerinin -10 promotor bolgesinde mutasyon yapilmis ¢iftleri kullanildi. Kontrol olarak ¢
faktor tarafindan taninan promotor sekansini iceren diger bir oligoniikleotit ¢ifti kullanild1.
FA deneyi i¢in dizayn edilen oligoniikleotit ¢iftleri Sekil 16’da verilmistir. Cift iplikli
DNA flouresent isaretli oligontkleotit ile isaretli olmayan komplementer zincirin 1/1,1
oraninda karistirilmasiyla olusturuldu. Karigim 95°C’de 10 dk. inkiibe edildi ve oda
sicakliginda yavasca sogutuldu. Cift iplikli DNA %8’lik Dogal-TBE elektroforezinde

gorintulendi.
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-35 elementi -10 elementi

hag **6-FAM-TTTTCAGCCTA' CATCAAAAAAACAATCCGATATAAAACATGTAAAGAGCAGCG
ARRAGTCGGAT TGTAGTTTTTTTGTTAGGCTATATTTTGTACATTTCTCGTCGC

hag-M 1 **6-FAM-TTTTCAGCCTAT CATCAAAAAAACAATCCGCGCGAAARCATGTAAAGAGCAGCG
ARARAGTCGGAT TGTAGTTTTTTTGTTAGGCGCGCTTTTGTACATTTCTCGTCGC

ha g-Mz *%*6-FAM-TTTTCAGCCTA CATCAAAARAACAATCTAATATAARACATGTAAAGAGCAGCG
ARAAGTCGGAT TGTAGTTTTTT TGTTAGATTATATTTTGTACATTTCTCGTGCG
Df **6-FAM-CCGGAGATTGTCCATGATAAATCAGGAATTTGTCCATGGTGTTAT

GGCCTCTAACAGGTACTATTTAGTCCTTAAACAGGTACCACAATA

Sekil 16. Florosent Anisotropy Deneyinde kullanilan FAM isaretli DNA dupleksleri

2.21.2. 6°- hag Promotor Baglanma Aktivitesinin Belirlenmesi

FA deneyi in vitro transkripsiyonun gergeklestigi farkli sicakliklarda (30, 40, 50, 60)
cift-iplikli DNA fragmentlerine hem AC6 hemde Bacillus c° proteinlerinin baglanma
aktivitesini belirlemek i¢in 100 pl hacimde gergeklestirildi. FA deneyi LS 55 (PerkinElmer
Inc.) Luminescence Spektrofotometresi ile gergeklestirildi. FA Olgimleri 495 nm
Excitation ve 520 nm Emmission dalga boylarinda 10 saniye ara ile alinan 6 6lgiimiin
ortalamas1 hesaplanarak tespit edildi. Ilk olarak 100 nM isaretli cift-iplik DNA
fragmentleri 50 mM NaCl iceren 99 ul TGED Tampon igerisine eklendi ve homojen
sekilde karistirildi ve istenilen sicaklikta ilk 6lglim yapilarak serbest DNA fragment doniis
hiz1 belirlendi. Daha sonra ¢° proteinleri diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona
dogru karigimin icerisine azar azar ilave edildi ve protein-DNA baglanma aktivite
Slgiimleri gerceklestirildi. AC6 icin o° konsantrasyonu 3- 30 uM arasinda, Bacillus igin ise
6,25- 62,5 uM arasinda gergeklestirildi.

2.22. Biyoinformatik ve Diger Analizler

A. pallidus AC6 hag geni mRNA’smin sekonder yapisal analizi mfold (URL-3,
2010) program ile gergeklestirildi (Zuker, 2003; Mathews vd., 1999) . AC6 hag geni
mRNA’sinin terminasyon yapist FindTerm (URL-4) program kullanilarak saptandi. AC6
hag geninin codon kullanim frekansi Codon Usage Veritabanindan (URL-5) G.
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kaustophilus, G. stearothermophilus ve B. subtilis igin bulunan verilerin referans olarak
isleme alindigi CAlcal programi (URL- 6) kullanildi (Puigbo vd., 2008) hag geni igin
kodon kullanim indeks degeri (CAI) hesaplandi.

2.23. GenBank Kayit Numaralari

‘Aeribacillus pallidus AC6°da yiiksek seviyede ekspres edilen flagellin geninin (hag)
klonlanmasi, promotor yapisi ve Aeribacillus pallidus AC6’nin flagellar spesifik
transkripsiyon faktorinun (sigma-D) klonlanmasi ve saflastirilmasi’ isimli tezin materyali
olarak kullanilan AC6 flagellin (hag) geni i¢in GenBank’tan GU991850 numarali kayit
alind1. Genin tamami ve GenBank verileri Ek.1’de verilmistir. AC6 sigma-D (sigD) geni
icin ise GenBank’tan HM126480 numarali kayit alindi. SigD geninin tamami ve GenBank

verileri Ek.2’de verilmistir.



3. BULGULAR

Bu calismada Karadeniz Teknik Universitesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji
Laboratuvari tarafindan Aydin ili Camkoy koyii Camur kaplicasi sularindan izole edilen
AC6 bakterisi kullanildi. Yapilan 16S ve recN analizleri sonucunda Aeribacillus pallidus

olarak karakterize edildi.

3.1. AC6 hag geninin ve 5’ upstream Bolgesinin Klonlanmasi ve Diger Flagellin
Genleri ile Tliskisinin Belirlenmesi

3.1.1. Kismi Flagellin Protein Siralarinin Belirlenmesi

A. pallidus AC6 bakterisi 30 ml LB sivi besiyerinde dretildi ve Dulger (1997)in
proseduriine gore total hiicre proteinleri elde edildi. SDS-PAGE jelinde yapilan total hiicre
protein profili sonucunda hiicrede ¢ok fazla miktarda iiretilen bir protein bant1 gozlemlendi
(Sekil 17). Yogun olarak tiretilen bu bant SDS-PAGE jelinden kesilerek MALDI-TOF
protein analizi icin UMDNJ (University of Medicine & Dentist of New Jersey) Center of

Advanced Proteomics Research laboratuvarina génderildi.

Flagellin
proteini

Sekil 17. AC6 bakterisinin total hiicre protein profili
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Analiz sonucu elde edilen kismi protein sekanslar1 gostermistir ki, hiicrede yogun
olarak dretilen bu proteinin N-terminal ucuna yakin olan 25 a.@’lik bir kismi
(NAQDGISLIQTAEGALTETHAILQR), Bacillus subtilis flagellin (hag) proteininin 58-
82 a.2’leri arasindaki kismi, Clostridium thermocellum flagellin proteininin 65-89 a.a.’leri
arasindaki kismina %100 benzerlik gostermektedir. C-terminal ucuna yakin 21 a.a’lik bir
kisim ise, (LEHTINNLGTSAENLTAAESR) Oceanobacillus iheyensis flagellin (hag)

proteininin 276-296 a.a’leri arasindaki amino asit dizisine % 99 oraninda benzerlik

gostermektedir (Sekil 18).
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Sekil 18. AC6’nin MALDI-TOF analizi sonuglari
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3.1.2. hag Geninin Tum Gen Siralarinin inverse-PCR Yardim ile Belirlenmesi

MALDI-TOF analizi sonucunda belirlenen benzer bdlgeler, GenBank’ta bulunan
diger bakterilere ait flagellin proteinlerinin amino asit dizileri ile karsilastirildi ve bu
bolgelerin (flagellin geni igin) ¢ogu bakteri grubunda korunmus bdlgeler oldugu
gozlemlendi. Benzer amino asit dizilerinden yararlanarak forward ve reverse dejenerat
primerler sentez edildi (Tablo3) ve yapilan PCR reaksiyonu sonucunda flagellin geninin i¢
kismindan yaklagik olarak 387 bp bir fragment elde edildi.

Cogaltilan 387 bp DNA fragmenti sekans analizi icin pPGEM®-T Easy vektdriine
klonland1 ve Macrogen firmasinda fragmentin baz dizisi belirlendi. Belirlenen baz dizisinin
%70 oraninda Bacillus subtilis W23, Geobacillus kaustophilus HTA426 ve Oceanobacillus
iheyensis HTE831 hag genlerine benzedigi belirlendi.

Gen dizisi belirlenen 387 bp’lik fragment genin tamaminin elde edilmesi icin
kullanildi. Bu boélgeden dizayn edilen primerler vasitasiyla hag geninin tamami ve 5°-

upstream bolgesi invers PCR ile tamamlandi (Tablo 21).

Tablo 21. Invers PCR ile flagellin geninin 3* ve 5° bdlgelerini belirlemek igin kullanilan
restriksiyon endonukleaz enzimleri

Restriksiyon endoniikleaz  Primerler Amplifikasyon trint(bp)
Hinfl FlaGpaF2- FlaGpaR2 648
BamHI FlaGpaF3- FlaGpaR3 828
EcoRl FlaGpaF3.3- FlaGpaR3 1215

FlaGpaF2-FlaGpaR2 primerleri ile yapilan invers PCR reaksiyonu sonucunda
flagellin geni 3° ucuna dogru 212 bp, 5’ ucuna dogru ise 136 bp uzatildi. Fakat bu
reaksiyon sonucunda genin komple sekansi elde edilemedi. FlaGpaF3-FlaGpaR3
primerleri kullanilarak yapilan invers PCR sonucunda genin stop kodonu ve baslangi¢
kodonu elde edilerek komple gen sekansi tamamlandi. Promotor bolgesini i¢eren genin 5’
upstream bolgesi ise, FlaGpaF3.3-FlaGpaR3 primerler vasitasiyla yapilan invers PCR
sonucunda elde edildi. Sonug olarak flagellin gen bdlgesi ve genin 5’ ucu ¢ogaltildi (Sekil
19).
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GAGGTCTGAAGCTGTAARRATCGTARCCARACRAGGATGTTCARCCATTTTATT TTTCTATTARARRAGTCCCATTTTTTCTTTTCAGCCTATTRAA

RCATCRRARLARARCART CCGATATARRACATGTAARGAGCAGCGGUGECCGACGCGEGCTCTTTTCATACCACACGGACGT GGRAARACARCRAATTCRAR

GGAGGARAARMRATC ATG AGA ATC AAC CAC AAC ATC TCG GCG TTA AAC ACT TAC CGC CAA CTT TCA TTT AAC ARC ACA
M R I N H N I 5 A L N T Y R Q L S F N N g2

CAR ACT GCA AAA AAC CTT GAAR AAA CTT TCT TCC GGC TAC CGC ATC RAC CGC GCT GGC GAC GAT GCA GCA GGT
Q T A K N L E K L 5 5 G L R o N R A G D D A A G

CTT GCG ATC TCT GAA BAA ATG CGC GGC CRA ATT CGC GGA CTG GARA ATG GCG CRA ARA RAAT GCT CARA GAC GGC
L L I 8 E E M R G Q T R G L E M L Q K N E Q D G

ATT TCT TTA ATC CAA ACT GCT GAA GGA GCT CTA ACA GAA ACT CAT GCC ATC CTT CAA CGT ATG CGT GAG CTC
T S L I Q T A E G A L T E d i H A I L Q R M R E L

GCT GTG CARA GCA GCG AAT GAT ACA BRAC GTA TCT GCT GAC CGT ACT GCC ATT CRA GAT GAA ATT GAT GCG CTT
1 { S A D R T A I Q D E I D A

L
GTT TCT GARA ATC AAT CGT ATA GCA GGT AAT ACA GAA TTT AAC ACA CAR AAT CTA TTA GAC GGA ACT TTT TCT
5 E I N R I A G N T E F N Q N L L D G T B 5

-3

GGT ARA ARR TTC CAC ATC GGA GCC AAT AGT GGA CARA TCT ATT ACA GTA ACA ATT GGA ACT ATG AAT GCA ARAT
F I 0 S G Q S 1 i I G I Y
GCA TTA GGA ACA ACA TCT TTA ARA ATT GCT AGT GTT ARA GTG GAT ACC GTT ACA AAT GCA AAT GCA GCT ATC

A L G T I 5 L K I A 3 v E ¥ D T v T N A N A A I
BRCA GCT ATT GAT ARA GCA ATT GAA CAA GTA TCA ACA GAA CGT TCT ARR CTT GGT GCA ATT CAA AAC CGT TTA
T B I D K R I E Q v 5 T E R S K L G A I Q N R L

GRAA CAT ACT ATT AARC ARAC TTG GGA GCT ACT TCA GAL RRC TTG ACA GCA GCG GRA TCC CGA ATC CGC GAT GTR
¥ i N 5 i S E
GAT ATG GCA AAA GAA ATG ATG GAA TTT ACG AAA AAC AAT ATC CTT ACC CAA GCA GCR CAA GCA ATG CTT GCT
{ E A

CAG GCA BAAT CAA GTA CCT CAA GGG GIT CTT CAA TTG CTT CGA TRA

Sekil 19. Flagellin geninin niikleotit ve protein sekansi. M; Methionin, V; Valin, Q; Glutamin, S;
Serin, T; Trionin, L; Losin, N; Asparagin, D; Aspartik asit, E; Glgtamik asit, R; Arjinin, Y;
Tirozin, K; Lisin, F; Fenilalanin, H; Histidin, A; Alanin, G; Glisin, I; Izol6sin, P; Prolin

AC6 hag geni 828 nikleotit ciftinden olugmaktadir. 828 bp’lik bolge 275 a.a
kodlamaktadir. Flagellin proteini kompozisyonu ExPAsy ProtParam tool programi (URL-
7, 2009) ile incelendiginde, flagellin proteininin 37 a.a (%13,5) Alanin a.a’den, bunu
sirasiyla 26 a.a (% 9,5) ile Asparajin, 25 a.a (% 9,1) ile Treonin, 24 a.a (% 8,7) ile Losin,
23 a.a (% 8,4) Izolosin, 19 a.a (% 6,9) ile Glutamin, 17 a.a (% 6,2) ile Glisin ve Serin, 16
a.a (% 5,8) ile Glutamik asit, 15 a.a (% 5,5) ile Arjinin, 12 a.a (% 4,4) ile Aspartik asit ve
Lizin, 11 aa (% 4) ile Valin, 9 a.a (% 3,3) ile Methionin, 5 a.a (% 1,8) ile Fenial alanin, 4
a.a (% 1,5) ile Histidin, 2 a.a (% 0,7) ile Tirozin ve 1 a.a (% 0,4) ile Prolin a.a’nin izledigi
saptand1. Sistein ve Triptofan a.a’leri AC6 hag proteininde hi¢ bulunmamaktadir (Sekil
20).
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Amino Asit Igerigi
ACE flagellin proteini

Mol %

. .
Ala Cys i = Leu Met Asn  Pro Gin Arg Ser Thr Wal Tp Tw
Amineo Aszit

Sekil 20. Flagellin proteini amino asit igerigi. Met; Methionin, Val; Valin, Glu; Glutamin, Ser;
Serin, Thr; Trionin, Leu; L6sin, Asp; Asparagin, Asn; Aspartik asit, GIn; Glutamik asit, Arg;
Avrjinin, Tyr; Tirozin, Lys; Lisin, Phe; Fenilalanin, His; Histidin, Ala; Alanin, Gly; Glisin, lle;
Izolésin, Pro; Prolin, Cys; Sistein, Trp; Triptofan.

3.1.3. AC6 hag Geninin Diger Flagellin Genleri ile Karsilastirilmasi

ACS6 flagellin geninin tim nikleotit siras1 belirlendikten sonra NCBI Blast (URL-1,
2009) veri tabaninda benzer flagellin genleri ile karsilastirildi. Kargilagtirma analizi
sonucunda AC6 hag geni % 83 benzerlik orani ile en fazla G.stearothermophilus flagellin
genine benzedigi tespit edildi. Diger benzer flagellin genleri ve benzerlik oranlar1 Tablo

22’de verilmistir.

Tablo22. Nukleotit Blast sonucunda AC6 hag genine benzer tirler ve flagellin genleri

Cakisan Flagellin
Sus Kayit No Flagellin Gen Sekanslari nakleik asit gen
uzunlugu benzerligi
(%)
Aeribacillus  AB453704.1 Geobacillus stearothermophilus % 100 %83
pallidus AC6 CP000560.1 Bacillus amyloliquefaciens FZB42 % 99 % 69
hag geni CP000817.1 Lysinibacillus sphaericus C3-41, % 98 % 73
BAO000043.1 Geobacillus kaustophilus HTA426 % 90 % 77

AC6 flagellin geninin sistematikteki yerini belirlemek i¢in tam proteini kodlayan
nukleotit siras1 Expasy (URL-8, 2010) Programi ile a.a siralarina doniistiiriildi ve degisik
filumlarda bulunan bakteriler arasindaki filogenetik olarak yeri arastirildi. Tablo 10°da
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verilen degisik bakteriyel filumlara ait protein ve niikleotit sirasi bilinen 33 flagellin
proteini bu analizi i¢in kullanildi. Filogenetik agag¢, Mega (4.0) Programi ile ¢izildi.
Neighbor- Joining metodu ile olusturulan koksiiz filogenetik aga¢ gostermistir ki AC6

izolat1 Firmicutes filumu {iyeleri ile beraber kiimelenmistir (Sekil 21).
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Sekil 21. AC6’nin flagellin protein sekansi bakimindan filogenetik agaci. Anahtarlar herbir
tiirin bagl oldugu filumu gostermektedir. Bootsrtrap degeri 1000 tekrarli olarak
yapilmistir. Se¢-bagla degeri % 70’den fazla olanlar kullanilmamuistir.

AC6’nin birlikte kiimelendigi Firmicutes filumu igerisindeki pozisyonu DNA ve
protein seviyesinde olusturulan filogramlar ile belirlendi (Sekil 22A ve 22B). Neighbor-
Joining metodu DNA ve protein seviyesinde filogenetik agaclar olusturmak i¢in kullanild.
Protein igerikleri kullanilarak olusturulan filogenetik agac (Sekil 22A) gdstermistir ki AC6
flagellin proteini Firmicutes filumu igerisinde Lysinibacillus ile yakm iligkilidir. DNA
seviyesinde olusturulan diger bir filogenetik aga¢ (Sekil 22B) sonuglari, AC6 flagellin
proteinin G. strearothermophilus ve G. kaustophilus ile yakin iliskili oldugunu

gostermigtir. Tim filumlar igerisinde AC6 flagellin proteinin yerinin tespiti i¢in kullanilan



75

koksiiz agacta (Sekil 21) Borrelia, AC6’nin igerisinde bulundugu kiimeye en yakin olan
dal olarak goriilmektedir. Bundan dolay: her iki filogenetik agacta da Borrelia burgdorferi
dis grup (outliner) olarak kullanilmistir.

A ()llj Bacillus subtilis
100 Bacillus licheniformis

Bacillus pumilus

W 1Cs

81 Lysinibacillus

B. amyloliquefaciens
Geobacillus stearothermophilus

62 Geobacillus kaustophilus

Roseburia

Alkaliphilus
Thermoanaerobacter

86 Caldicellulosiruptor

Exiguobacrerium

57 Geobacillus thermodenitrificans

Clostridium novyi

Borrelia

0.1
B G. stearothermophilus
52 | W 1C6
51 G. kaustophilus
Exiguobacteritim
61 G. thermodenitrificans
55 B. amyloliquefaciens
o1 B. pumilus
56 100 _:B licheniformis
Q0 B. subtilis
76 Lysinibacillus
Roseburia
Alkaliphilus
50 Clostridium
Thermoanaerobacter
Caldicellulosiruptor
84 Borrelia
0.05

Sekil 22. Protein ve DNA seviyesinde ACG6 flagellin geninin firmicutes filumu igerisindeki
pozisyonu. A; Protein seviyesine gore olusturulmustur. B; DNA seviyesine gore
olusturulmustur. Bootstrap degeri 1000 tekrarli olarak yapilmistir. Se¢-bagla
degeri % 50’den fazla olanlar kullanilmamustir.
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National Center for Biotechnology Information Conserved Domain (URL- 9, 2010)

veritabani kullanilarak AC6 i¢in flagellin proteininin ko
AC6 flagellin proteininde N terminal bolgede yaklasik 1
yaklagik 50 a.a’in korunmus oldugu tespit edildi. Bu

runmus domainleri tespit edildi.
00 a.a’in ve C terminal bdlgede

korunmug domain bolgeleri 33

bakteriyel generanin ve AC6 flagellin proteinlerinin ClustalW analizleri ile gozlemlendi

(Sekil 23). Yapilan analiz sonucunda N-terminal domainde 30 ve 50. posizyonlar arasinda

kuvvetli bir korunmuslugun oldugu, daha sonraki 50 a.a de ise korunmuslugun var olmakla

birlikte, ilk pozisyon kadar kuvvetli olmadig1 gézlemlendi. C-terminal domain bakimindan

inceleginde ise son 50 a.a’in korunmusluk gosterdigi ve bunlar i¢erisinde son 16-18 a.a’in

kuvvetli bir sekilde korundugu tespit edildi.
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Sekil 23. AC6 flagellin proteininin N ve C-terminal
sonuglari. A) N-terminal domain bdlgesini
bolgesini gosterir.
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Sekil 23’iin devami
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3.2. AC6 Sigma-D (sigD) Geninin Klonlanmasi ve Diger sigD Genleri ile
Tliskisinin Belirlenmesi

AC6 sigD geninin belirlenmesi icin, GenBank’taki diger bakterilere ait Sigma-D
genlerinin karsilastirilmasi, korunmus bolgelerin tespiti ve bu bdlgelerden yola ¢ikarak
dizayn edilen dejenerat primerler vasitasiyla genin i¢ kismindan bir bolgenin ¢ogaltilmasi
amaglandi. Bu amag icin flagellin proteini bakimindan AC6 ile yakin iligkili olan
Firmicutes (Tablo 22) filumuna ait 6° protein ve niikleotit sekanslar1 bilinen tiirler
kullanildi. Yapilan ClustalW analizi sonucunda Sigma-D geni i¢in korunmus bolgeler
tespit edildi (Sekil 24). Bu korunmus bolgelerden yararlanilarak dizayn edilen dejenerat
primerler (Tablo 12) vasitasiyla 560 bp’lik sigD geninin igeri kismindan bir DNA
fragmenti gogaltildi. Cogaltilan 560 bp’lik DNA fragmenti sekans analizi icin pGEM®-T
Easy vektoriine klonland1 ve Macrogen firmasma gonderildi. Gelen sekans sonuglarina
gore PCR drlni % 67 benzerlik oraminda Anoxybacillus flavithermus WK1, Bacillus

amyloliquefaciens FZB42 sigD genine benzedigi belirlendi.
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Sekil 24. Degisik grup bakterilere ait Sigma-D geni i¢in korunmus bolgelerin gosterilimi.
Yildiz seklinde gosterilen karakterler primer dizayn etmede kullanilan sekanslari
gosterir.

Bu veriler dogrultusunda gene ait oldugu bilinen 560 bp bdlgeden hareketle AC6
sigD geni 5” ve 3’ uglarmma dogru bilinmeyen niikleotit siras1 invers PCR ve dizayn edilen
SigDF3 ve SigDR3 (Tablo 12) primerleri kullanilarak ¢ogaltilmaya ¢alisildi. EcoRI
restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak yapilan ilk invers PCR isleminden sonra PCR
riinii sekanslandi. Sekans analizlerinin BioEdit Programi ile igslenmesinden sonra toplam
uzunlugu 866 bp olan bir fragment elde edildi ve bu fragment igerisinde SigD geninin agik
okuma bdlgesi ve ribozoma baglanma bolgesi tespit edildi (Sekil 25).
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AATTCATTCATTTTGACGATTCGCACCGTCAATCTTGGAGTGAAGCAAATATAGCCGGAGATTGACATTTTAGAAGGA |
GGCA ATG GTC CAA TCG ATG ACA CTG AAT GAT GAA AGG GTG TAC TGG GAC AAG
M v Q S M Y L N D E R v X W D K
TGG TTT CGT CAC CGT GAT CAA GAT GCG GGC AAC ATG CTC GTC AAA AAA TAT ATG CCG
W F R H R D Q D A G N M L v K K ¥ M E
CTT GTC CGC TAT CAT GTC AGT CGT ATT TCA GTIG GGT CTT CCA AAA AAT GTC GAT AAA
L v R Y H v S R 8 S v G L B K N v D K
GAT GAT TTA ATA AGT TTT GGA TTG ATG GGA TTA TAT GAT GCA CTG GAA AAA TTT GAC
D D L I S F G L M G L T D A L E K F D
CCT ACA CGG GAT TTA AAA TTC GAT ACG TAT GCA TCC TTC CGC ATA CGC GGA GCC ATT
P I R D L K E D H bl A S F R I R G A 1
CTT GAC GGA CTA AGG AAA GAA GAT TGG CTT CCA AGA AGT TTT CGG GAA AAA GCA AAA
L D G L R K E D W L E R S F R E K A K
AAA GTG GAA GCA GCC ATT GAG CGG TTG GAG CAA AAA TAT CAT CGC AAT GTG ACG CCT
15 v E A A i E R L E Q K X H R N v it iz
AAT GAA GTT GCA GAA GAA TTG GGT ATG ACA CCC GAA GAA GTC GTT CAT GTC GTC AAT
N E v A E E L G M L E E E v v H v v N
GAA AAC TTT TTT GCC AAT GTC TTG TCA ATT GAT GAA CAA TTG CAT GAC CAA GAA GAA
E N E E A N v L S L D E Q L H D Q E E
GGG GAA CAG ATG AAC ATT GTC CTT AAG GAT GAT AAA ACA TTA ACT CCG GAA GAG CAT
G E Q M N i N L K D D K & L B P E E H
CTG TTA AAA GAG GAA TTA TTT GAG CAT TTA ACA AAA TTG ATC TCA CAA TTA AAC GAT
L L K E E L E E H L b K L T S Q L N D
AAG GAG CAG CTC GTA TTA AGC TTG TTT TAT AAA GAA GAG CTG ACA TTA ACA GAG ATA
T E Q L v L S L F ¥ K E E L ik L s E I
GGA AAC GTG CTG AAT TTG TCC ACT TCG AGA ATT TCG CAA ATT CAT TCG AAA GCA TTA
G N v L N L S T S R I: S Q I H S K A L
TAT AAA TTA AAA GGA ACG CTC GTT AAG CTT TTA TCT TAA AAAGAA
b K L K G s L v K L L S *

Sekil 25. sigD geninin nukleotit ve protein sekansi. Kutu igerisindeki sekans ribozoma
baglanma bolgesini gosterir. M; Methionin, V; Valin, Q; Glutamin, S; Serin, T; Trionin,
L; Losin, N; Asparagin, D; Aspartik asit, E; Glutamik asit, R; Arjinin, Y; Tirozin, W; Triptofan,
K; Lisin, F; Fenilalanin, H; Histidin, A; Alanin, G; Glisin, I; izol6sin, P; Prolin

SigD geni 771 niikleotit c¢iftinden olusmaktadir. 771 bp’lik bolge 256 a.a
kodlamaktadir. Flagellin proteini kompozisyonu ExPAsy ProtParam tool programi (URL-
7) ile incelendiginde, " proteininin en yiiksek 36 a.a (%14.1) Losin, bunu sirasiyla 26 a.a
(% 10.2) ile Glutamik asit, 22 a.a (% 8.6) ile Lisin, 19 a.a (% 7.4) ile Valin, 18 a.a (% 7.0)
Aspartik asit, 14 a.a (% 5.5) ile Serin ve Arjinin, 12 a.a (% 4.7) ile Trionin ve Asparagin,
11 a.a (% 4.3) ile Izolosin, 10 a.a (% 3.9) ile Glisin ve Fenilalanin, 9 a.a (% 3.5) ile
Glutamin, 8 aa (% 3.1) ile Histidin ve Tirozin, 7 a.a (% 2.7) ile Methionin ve Prolin ve 3
a.a (% 1.2) ile Triptofan a.a’lerini ihtiva ettigi saptand: (Sekil 26). Sistein a.a AC6 o

proteininde hi¢ bulunmamaktadir.
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Amino Asit igerigi
ACE Sigma-D proteini

Mal %

[ R N ST T - R T ]

Ma Cys Asp Gu Phe Gy Hs e Ly Lleu Met Asn Pro Gn  Ag Ser Thr val Tm
Amina Asit

Tyr

Sekil 26. AC6 Sigma-D proteini amino asit igerigi. Met; Methionin, Val; Valin, Glu; Glutamin,
Ser; Serin, Thr; Trionin, Leu; L&sin, Asp; Asparagin, Asn; Aspartik asit, GIn; Glutamik asit,
Arg; Arjinin, Tyr; Tirozin, Lys; Lisin, Phe; Fenilalanin, His; Histidin, Ala; Alanin, Gly; Glisin,
lle; 1zolésin, Pro; Prolin, Cys; Sistein, Trp; Triptofan.

3.2.1 AC6 sigD Geninin Diger sigD Genleri ile Karsilastirilmasi

ACG6 sigD geninin tiim niikleik asit siras1 belirlendikten sonra NCBI Blast (URL-1,
2009) veri tabaninda benzer Sigma-D genlerinin tespiti i¢in Niikleik Asit Blast islemi
gerceklestirildi. Niikleik Asit Blast islemi sonucunda AC6 sigD geni % 68 benzerlik orani
ile en fazla Geobacillus sp. WCH70 SigD genine benzedigi tespit edildi. Diger benzer

Sigma-D genleri ve benzerlik oranlar1 Tablo 23’°de verilmistir.

Tablo23. Nukleotit Blast sonucunda sigD genine sahip benzer tiirler

Cakisan Flagellin
Sus Kayit No SigD Gen Sekans Sonuclari nakleik asit gen
uzunlugu benzerligi
(%) (%)
CP001638.1  Geobacillus sp. WCH70, sigma 28 87 68
Aeribacillus altbirimi, FIIA/WhiG
pallidus CP000817.1  Lysinibacillus sphaericus C3-41, 86 66
AC6 sigD RNA polymerase sigma-D faktor
geni (Sigma-28)
CP000560.1  Bacillus amyloliquefaciens FZB42, 83 69

SigD geni
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AC6 sigD geninin sistematikteki yerini belirlemek icin tam protein kodlayan
nukleotit siras1 Expasy (URL-8) Programi ile a.a siralarina donistiirildic ve degisik
filumlarda bulunan bakteriler ile olan benzerligi arastirildi. Tablo 11°de verilen degisik
bakteriyel filumlara ait protein ve niikleotit siras1 bilinen 31 o proteini bu analiz icin
kullanildi. Neighbor- Joining metodu ile olusturulan kdksiiz filogenetik agac gostermistir

ki AC6 izolat1 Firmicutes filumu tiyeleri ile beraber kiimelenmistir (Sekil 27).
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Sekil 27. AC6’nin 6° protein sekans1 bakimindan filogenetik agaci. Anahtarlar herbir tiiriin
bagli oldugu filumu gostermektedir. Bootstrap degeri 1000 tekrarli olarak
yapilmistir. Se¢-bagla degeri % 70’den fazla olanlar kullanilmamustir.

AC6’nin birlikte kiimelendigi Firmicutes filumu igerisindeki pozisyonu DNA ve
protein seviyesinde olusturulan filogramlar ile belirlendi (Sekil 28). Neighbor-Joining
metodu DNA ve protein seviyesinde filogenetik agaclar olusturmak igin kullanildi.
Proteine dayali olusturulan filogenetik aga¢ (Sekil 28A) gostermistir ki AC6 o° proteini
Firmicutes filumu igerisinde B. subtilis ve B. amyloliquefaciens ile yakin iliskilidir. DNA

seviyesinde olusturulan diger bir filogenetik agac (Sekil 28B) sonuglar;, AC6 ¢ proteinin
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Lysinibacillus, G. strearothermophilus ve G. kaustophilus ile yakm iligkili oldugunu
gostermistir. Tiim filumlar igerisinde AC6 c° proteininin yerinin tespiti igin kullanilan
koksiiz agagta (Sekil 27) Brachyspira AC6’nin igerisinde bulundugu kiimeye en yakin olan
dal olarak goriilmektedir. Bundan dolayr her iki filogenetik agacta da Brachyspira
hyodysenteriae dis grup (outliner) olarak kullanilmistir.

A ﬂ:fj subtilis
90_ B. amyloliquefaciens

100 B. licheniformis
72 Y B pumilis
Exiguobacterium
20 78 — G. kaustophilus
100 | G. thermodenitrificans
W ACs
Lysinibacillus
Brachyspira
0.1
B 72 B. licheniformis
100 E B. pumilis
68 —L_ B. subtilis
99 L B. amyloliquefaciens
=8 W C5
84 G kaustophilus
100 '——— G. thermodenitrificans
Lysinibacillus
Exiguobacterium
Brachyspira

0.1

Sekil 28. Protein ve DNA seviyesinde AC6 sigD geninin Firmicutes filumu igerisindeki
pozisyonu. A; Protein seviyesine gore olusturulmustur. B; DNA seviyesine gore
olusturulmustur. Bootstrap degeri 1000 tekrarli olarak yapilmistir. Sec-bagla
degeri % 50’den fazla olanlar kullanilmamustir.
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National Center for Biotechnology Information Conserved Domain (URL- 9, 2010)
veritaban1 kullanilarak AC6 icin ¢° proteininin korunmus domainleri tespit edildi. AC6 ¢°

proteininin 3 korunmus domainin oldugu tespit edildi.

3.3. AC6°da Yuksek Seviyede Ekspres Edilen hag Geninin Promotor Analizi

AC6’da flagellin geninde belirlenen yiiksek ekspresyon seviyesi transkripsiyonel
seviyede analiz edildi. Prokaryotlarda gen ekspresyonu ve protein bollugu transkripsiyonun
baslangi¢ seviyesinde, promotor giicii, promotorun bi¢imi ve transkripsiyon faktorleri gibi
cesitli faktorler ile kontrol edilir (Karlin ve Mrazek, 2000). Bu sebepten dolayr AC6 hag
geninin promotor yapisinin analizi gergeklestirildi. Yapilan in vitro ve in vivo deneyler ile
AC6 hag geninin promotor bolgesi analiz edildi.

3.3.1. in vivo Promotor Analizi ve Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu asama transkripsiyon baglangi¢c noktasinin belirlenmesi ve bir rapdrter gen ile
birlestirilmis promotor fragmentlerinin kullanilarak hiicre icerisinde promotor aktivitesinin

gOsterimi ile gergeklestirilir.

3.3.1.1. Transkripsiyon Baslangi¢ Yerinin Belirlenmesi

hag geninin transkripsiyon baslangi¢c yeri cDNA’nin 5’ ucuna dogru ¢ogaltilmasi
teknigine dayanan 5 RACE System Kiti kullanilarak incelendi. Geg logaritmik fazda izole
edilen flagellin geni mRNA’sinin konsantrasyonu 2.8. bolimde tanimlandigi gibi 6l¢uldi.
Izolasyon sonrast mRNA konsantrasyonu 1,31 pg/ul olarak hesaplandi.

AC6’dan izole edilen mRNA Gpal.GSP1 ve Gpal.GSP2 primerleri ile analiz edildi.
Bu primerler yardimi ile yapilan Touchdown PCR sonucunda, 5’ ucuna dogru uzatilan
uriin %1 “lik agaroz jelinde belirlendi (Sekil 31a). PCR iiriinii sekansi BioEdit Program ile
incelendi ve transkripsiyonun baslangi¢ bazi belirlendi (Sekil 31b).
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B

FCR.sekansi
4000bp| ©-p=illidus-ACé.flagellin.geni CACCTCTCAACCTCTARRAATCCTARCCARACARCCATCTTCAACCATIT 50

i

3000bp| zcr.sekansi
G pallidus-ACE.=lagellin.geni TATTITICTATTARRARARGTCCCATTTITICTTTTCAGOCTATTARRCAT 100

2000bp{ pcr.sekans: ACACCACCOCCOEC!
{5 bp| ©-Periiaus-ace.slageiiin.gen: CARRARARCARTCCCATATARAACATCTARACACCACCECCEOT! 1s0

1400 bp

1000 ‘}il. PCR_sekansi GECTCITIICATACCACACGEACGTEGARRARCAA ca

T60'bg]

G.pallidus-ACS.Zlagellin.geni GECICTITICATACCACACCEACGTCCAR ACAR

PCR.sekansi
600bp| & pai1idus-ace flagellin geni
400bp
300bp) scr_sexansi A CTTTCATITARCAACACACARACTECARRARACTTTE
Wbp| S-P=llidus-aACE flagellin geni ACTTTCATTTAACAACACACARACTECARMALACCTTE;

L] e TR OO CAACC GO R TR A CIR TR CAGCAGSTCTTECRATE. 242
B0bp| & pellidus aCe Slagellin geni CCGECTACCECAT CAR CCECGCT GECEA CEA TECAGCAGETCITECEATE 350

a8 14 M1

1000 bp

DPCR.
©_psllidus—ACE.flagellin_geni

DCR_sekansi TECTCAAGACGECATTICTTTRAATCCARACTECTEAAGCAGCTCTAACAE 342

©_pallidus—AC6&.flagellin.geni TECTCARGACEECATTICTTTRATOCAAACTECTCARCEAGCTCTARCAE 450

DCR_sekansi

&_psllidus—AC&.flagellin geni AARCTCATECCATCCTTCAACETATECETEACCTCECTETGCARGCACCE 500

DCR.sekansi

G_pallidus-AC6E.flagellin geni AATGATACRAACETATCTECTEACCETACTECCATTCAAGATGRARTTER 550

DCR.sekansi

G.pallidus-ACS.flagellin.geni TEOECTICTTTCTCRARTCARTCOTATACCACCTARTACRCRAATTTARCR &00

DCR.sekansi

G.pallidus-ACE.flagellin.geni CACRARRTCTATTACACCCAACTITITCTECTARARAATICCACATCCEA 650

PCR.sekansi

G.pallidus-ACE.flagellin geni CCCAATAGTGEACAATCTATTACACTAACAATTCCARCTATGAATCGARA 700

PCR.sekansi

G.pallidus-ACE.flagellin geni TECATTAGEARCRACATCT T TARRRATTGCTAGTETTARAGTGEATACSE 750

PCR_sekansi

€_pellidus—ACE.flagellin geni TTACARATECAAATECASCTATCACAGCTATTGATAARCCAATTCAACAR 8O0

PCR._sekansi

G.pallidus—ACSE.flagellin.geni GTATCAACAGAACCTTCTAARCTTEETCCAATTCARRACCGTITAGARCA 850

PCR._sekansi

G.pallidus-ACE.flagellin geni TAGTATTAAGAACTTGEEACCTACTTGAGRARACT TEACAGCASCGGAAT 900

DCR.sekansi

©_psllidus—ACE.flagellin_geni CCCEAATCCECEATETACATATCECARARCA RATCATCEARTTTACGARA 950
_flagellin_geni AACAATATCCTTACCCARGCACCACARCCAATECTTECTCACECARATCA 1000

G._pallidus—AC6E.flagellin_ geni ACTACCTCRAGGECTTCTITCAATTECTTCEATAR 1034

Sekil 29. 5°-RACE teknigi ile genin transkripsiyon baslangic noktasinin tespiti. A,
Touchdown PCR drinunin %21’lik agaroz jeldeki goriintusu, B; sekanslama
sonrasi A. pallidus AC6 flagellin gen sekansi ile kargilagtirilmasi

Sekanslama sonucunda transkripsiyon baslama bazinin, translasyon baslama
kodonundan (ATG) upstream bolgeye dogru 79 ve 80 baz ilerideki G ve T nukleotiti
oldugu bulundu. Transkripsiyon baglangi¢c yerinin belirlenmesinden sonra -10 ve -35
elementlerinin sekans siralar1 belirlenmeye ¢alisildi. 6°’ye bagli RNA polimeraz tarafindan
taninan potansiyel promotor sekanslar1 (-10 bolge; CCGATAT ve -35 bolge; CTAAA)
upstream bolgede belirlendi (Sekil 34). Bu sekanslarin ve 5° UP (upstream promoter)

elementlerinin fonksiyonel analizi lacZ fiizyon vektori olusturularak gergeklestirildi.

3.3.1.2. hag:lacZ Flzyon Vektorlerinin Yapilandirilmasi

AC6 flagellin geninin promotor bdlgesi ve UP elementlerinin tammlanabilmesi igin
gelistirilen  stratejide, promotor bolgesinde olusturulan fragmentlerin  promotoru

bulunmayan bir lacZ geninin 6niine klonlanmasi ile gergeklestirildi. Daha sonra, lacZ geni
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ekspresyon seviyesi belirlenerek promotor bélgesinin sinirlar1 ve UP  elementlerin
regiilasyondaki 6neminin belirlenmesi sagland:.

Bu amag¢ i¢in olusturulan hag promotor fragmentlerinin sematik goriiniimii ve
sekanslar1 Sekil 30’de verilmistir. Translasyon baglangi¢c kodonundan 22 bp downstream
ve 185 bp upstream bolge arasi en genis fragment olarak dizayn edildi ve hagl85 olarak
isimlendi. Daha sonra olusturulan hagl38a ve hag 138b fragmentlerinde ise translasyon
baslangi¢c kodonundan 138 bp upstream bdlge ve 22 bp ve 4 bp downstream arasindaki
bolge kullanilarak fragmentler olusturuldu. Translasyon baglangi¢c kodonundan itibaren
117 bp upstream ve yine 22 bp ve 4 bp downstream bolgeleri arasini igine alacak sekilde
olusturulan fragmentler hagl17a ve hagl17b olarak isimlendirildi. Olusturulan hagl85,
hag138a, hagl38b, hagll7a ve hagll7b fragmentleri -10 ve -35 promotor elemanlar
olarak diisiindiigimiiz sekanslar1 igerirken, upstream ve downstream yonlerinde farkli
sekans uzunluklarina sahiptirler. Olusturulan diger bir fragment olan hag98 translasyon
baslama kodonundan itibaren 98 bp upstream ve 22 bp downstream bolgeleri arasini igerir
ve bu bolgede sadece -10 promoter sekansi yer alir. Son olarak olusturulan hag56
fragmenti translasyon baglama kodonundan itibaren 56 bp upstream ve 22 bp downstream
bolgeleri arasimi kapsar ve bu boélge hem -10 hemde -35 promotor elemanlarindan

yoksundur.
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hagl8s CGTAACCAAACAAGGATGTTCAACCATTTTATTTTTCTATTAAAAAAGTCCCATTITTTCTITICAGCCTATTAAA N CCGATATAAAACATGT- Nop—

-ATG-Ny,
hagli8a GTCCCATTTTTTCTTTTCAGCCTATTAAA N5 CCGATATAAAACATGT- Ny—- ATG-Ny
hagligh GTCCCATTTTTTCTTTTCAGCCTATTAAA N CCGATATAAAACATGT- Ng— ATG-N;
hag 117a TITTCAGCCTATTAAA Ni5—- CCGATATAAAACATGT- Nig— ATG-Ny
hagllTh TITTCAGCCTATTAAA N5 CCGATATAAAACATGT- Nyg— ATG-N;
hag?% CAATCCGATATAAAACATGT- Nyg— ATG-Ny,
hag56

Nss— ATG-Ny

Sekil 30. AC6 hag geni promotor fragmentlerinin gosterilimi. A) Fragmentlerin sematik gosterilimi, yesil ok (+—») pDG1663’{i, siyah ok
( <—Ppromotor fragmentlerini, kirmizi kutu ( M -10 promotor elementini, mavi kutu ( Illl)-35 promotor elementini gosterir. B)
Promotor fragmentlerinin niikleotid sirasi, Gri kutu i¢erisinde gosterilen niikleotidler -10 ve -35 promotor elemanlarini, alt1 ¢izili ve

koyu karakterle gosterilen GT trankripsiyon baslangi¢ noktasini, altigizili ve koyu karakterle gosterilen A nukleotidi translasyon
baslangi¢ noktasini (TrBN) gosterir.

98
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Dizayn edilen tim promotor fragmentleri Tablo 16°de verilen primerler vasitasiyla
belirtilen protokoller uygulanarak ¢ogaltildilar. PCR reaksiyonu sonucunda 207, 160, 142,
139, 121, 120 ve 78 bp’lik fragmentler % 1’lik agaroz jelinde gozlemlendi (Sekil 18). Bu
promotor fragmentleri ilgili restriksiyon enzimleri ile kesilerek ayni enzimler ile muamele
edilmis pDG1663 integrasyon vektoriine klonlandilar. Olusturulan integrasyon vektorleri
B.subtilis CU1065 yaban tipi ve B.subtilis CU1065°den tirevlendirilerek genomunda o°
geni silinmis HB4035 hiicre genomlarina integrasyonu saglandi. Rekombinant hiicreler
MLS direnci altinda secildi.

Herbir fragmenti ¢ogaltmak ig¢in kullanilan forward primerler (Tablo 16) ve
pDG1663 icin dizayn edilen spo-V-lacZ-checkrev (ATCGTAACCGTGCATCTGCC)
primerleri kullanilarak gerceklestirilen PCR reaksiyonu ile secilen hiicrelerden dogru
yonde ve tam olarak genoma integre olan koloniler tespit edildi. Dogru olarak tespit edilen
koloniler X-gal iceren MLS’li LB agar petrilerine ekimleri gerceklestirildi.

arkir

(bp) - hagl85 hagl38 hagli8h hagll7a hagll7b hag98  hagi6
1000 W

750

500

400

300

200

100
50

Sekil 31. Promotor fragmentlerinin %21’lik agaroz jel elektroforezindeki goruntiisi

X-gal iceren MLS’li LB agar petrilerinde, hagl85, hagl38a ve hagl38b
fragmentlerinin integre oldugu CU1065 yaban tip hiicrelerde lacZ geninin in vivo
ekspresyonu sonucu koyu mavi renkli koloniler olusturdulari gozlenirken rekombinat

plazmitleri tagiyan mutant HB4035 transformantlarinin higbirinde mavi renkli koloni
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olusumu godzlemlenmedi (Sekil 18). Promotor fragmentlerinden hagll7a ve hagll7b
fragmentini iceren CU1065 yaban tip hticrelerinin X-gal igeren agar ortaminda ¢ok agik
mavi renkli koloniler olusturdugu gozlenirken hag98, hag 56 fragmentlerini tagiyan yaban
tip hiicreler de mavi renkli koloni olusumu gozlemlenmedi. Tiim fragmentleri igeren sigD
geni bakimmdan mutant olan HB4035 hiicresi ise X-gal iceren agar ortaminda
biiyiitiildiigiinde, hi¢ bir rekombinant hiicresinde mavi renk olusumu tespit edilemedi.
Promotor fragmentlerinin déniindeki lacZ geninin ekspresyonunu sagladigini gosteren mavi

renk koloni olusturup, olusturamama sonuglari B-Gal deneyi ile nicellestirildi.

Sekil 32. Promotor fragmentlerini iceren rekombinant integrasyon vektoriini tasiyan
B.subtilis CU1065 ve HB4035 hiicrelerinin lacZ geni ekspresyonu. A; B.
subtilis CU1065, B; B. subtilis HB4035

Promotor fragmentlerinin genomlarma integre oldugu B.subtilis CU1065 ve o°
mutant HB4035 hicreleri B-Galaktosidaz deneyi i¢in, 2 ml MSL i¢eren LB s1v1 besiyerinde
37°C’de bir gece inkiibe edildiler. Ertesi giin kiiltiirler 1:100 oraninda 5 ml taze Schaeffer’s
Sporulation besiyeri icerisine inokiile edildiler ve 600 nm’de ge¢ logaritmik faza kadar
(OD 0,9) yaklasik 9-10 saat 37°C’de buyutulduler. ODgoo = 0,9 oldugu zaman hiicreler
topland1 ve -20 °C’de bir gece inkube edildi. Beta-galaktosidaz deneyi Miller (1972)’e
gore gergeklestirildi ve sonuglar Miller Unit seklinde hesaplandi.

Yapilan B-Gal. deneyinde tiim fragmenleri tasiyan CU1065 yaban tip ve HB4035
mutant hiicreleri ve kontrol olarak hicbir fragment tasimayan CU1065 hiicresi kullanildi.
Yapilan B-Gal. deneyi sonucunda kontrol reaksiyonda ve promotor fragmentlerini iceren
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o° mutant HB4035 hiicrelerinde hicbir aktivite belirlenmedi (Sekil 33). HB4035 icin
promotor fragmentlerinin 6niinde bulunan lacZ geninin o° yoklugundan dolayr ekspres

edilemedigi bu sonuclar dogrultusunda belirlendi.

1200

E CU1065

1000

Beta-galactosidaz aktivitesi
(Miller Units)

Sekil 33. hag:lacZ fuzyon vektOriini iceren yaban tip ve mutant tip B. subtilis
hicrelerinin Beta-galaktosidaz aktivitesinin gosterilimi

Promotor fragmentlerini iceren CU1065 hiicrelerinde ise, en yuksek p-Galaktosidaz
aktivitesi Miller Unit olarak hagl85 promotor fragmentinin integre oldugu yaban tip
hucrede belirlendi. Bunu sirasiyla hagl38a ve hagl38b fragmentlerininin integre oldugu
yaban tip hiicrelerdeki B-Galaktosidaz seviyesi takip etti. Aktivite olarak hag138a ve 138b
fragmentlerini tasiyan hiicreler arasinda belirgin bir aktivite farki belirlenemedi. Promotor
elementlerinden -10 ve -35 bolgelerini iceren hagl17a ve hagl17b fragmentlerinin integre
oldugu yaban tip hiicrelerde ise aktivitenin belirgin bir bi¢imde distigi tespit edildi.
Promotor elemenetlerinde -35 bdlgesinden yoksun olan hag98 ve hem -35 hemde -10
bolgelerinden yoksun olana hag78 fragmentlerinin integre oldugu yaban tip hiicrelerde
kontrol ve mutant hiicrelerde oldugu gibi herhangi bir B-Gal. aktivitesi tespit edilemedi. Bu
sonuglar Tablo 24 ‘de gosterilmistir.
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Tablo 24. B. subtilis CU1065de hag geni promotor fragmentlerinin in vivo ekspresyonu

Promotor Promotor DNA’In B- galaktosidaz aktivitesi % Aktivite

fragmentleri Uzunlugu* (Miller Unit)

hag185 185/ 22 1016+49 100
hag138a 138/ 22 914+99 89,9
hag138b 138/ 4 909+63 89,4
hagll7a 117/ 22 65+10 6,4
hag117b 117/ 4 63+15 6,2
hag98 98/ 22 0 0
hag58 56/ 22 0 0

*: translasyon baglangic kodonundan itibaren Upstream/Downstream bp uzunlugu gosterir.

Promotor fragmentlerinin integre oldugu yaban tip hiicrelerdeki [-Galaktosidaz
aktivitesinin hagl85 fragmentini tasiyan hiicrelerde hagl17a ve hagl17b fragmentinin
tasiyan hiicrelere gore yaklasik olarak 17 kat daha fazla oldugu tespit edildi. Bu
fragmentler incelendiginde tiim fragmentlerin promotor elemanlarini igermesine ragmen
hagl17a ve hagl117b fragmentlerinin UP elementlerinden yoksun oldugu gozlemlendi.

in vivo gerceklestirilen deneyler sonucunda hag geninin transkripsiyon baslangic
noktasi, translasyon baslangi¢c kodununun 79 ve 80 bp downstream yoniinde bulunan G ve
T bazlarmin oldugu tespit edildi. +1 kodonunun belirlenmesinden sonra ve - gal.
deneyleri sonucunda, AC6 hag geninin transkripsiyonunun RNAP enziminin alt birimi
olan ¢° tarafindan kontrol edildigini ve hag promotor bélgesinin o° tarafindan taninan
CCGATAT -10 elementi sekanslarina ve TAAA -35 elementi sekanslarina sahip oldugu
belirlendi. Aktivitenin 17 kat artmasini saglayan -42 ve -80 nikleotidleri arasindaki
sekanslarin A ve T bazlarinca zengin bolgeler oldugu ve bu bdlgelerin hag geninin ylksek

seviyede transkripsiyonu i¢in gerekli oldugu tespit edildi (Sekil 34).
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mRNA'nin 5’ hairpin yapisi
aaagagcageg geggeega cgeggetettt

(CCCCOeeeq oeeeen e NN
~

CsrA

AN

GACCTTGACCTGTTAARACATTTTCAAGAAAAGCTCAACAAAAAATAAACCT GAGGTCTGAAGCTGTAAAAATCGTAACCAAACAL
GGATGTTCAACCATTTTATTTTTC TATTAAAAAAGTCCCATTTTTTCTTTTCAGCCTATTAAACATCAAAAAAACAATCCGATATA
UP elementi -35 -10
AAACATGTARAGAGCAGCGGCGGCCGACGCGGCTCTTTTCATACCACACGGACGTGGAARAACAACAATTCAAGGAGGAAAAAATC
RBS

AATGRGAATCAACCACAACATCTCGGCG
TrBN

Sekil 34. hag geni promoter bolgesinin yapisi ve niikleotit sekansi. Koyu ve alt1 ¢izgili
nikleotit dizinleri UP elementlerini (UP), -35 ve -10 promotor elemanlart,
transkripsiyon baglama noktasini (+1), ribozoma baglanma sekansin1 (RBS) ve
translasyon baglama noktasin1 (TrBN) gésterir. hag mRNA’sinin 5’ ucunda bir
hairpin yapisinin oldugu tespit edilmistir.

3.3.2. in vitro RNAP-promotor Kompleksi Olusumunun Belirlenmesi

Saflastirilmis RNAP ile promotor bdlgesinin in vitro ortamda bir kompleks
olusturmasi belirlenebilir ve bu c¢alismalar in vitro transkripsiyon, gel-motility shift
(EMSA), baglanma deneyleri ve footprinting gibi gesitli metotlar ile ¢aligilabilir (Ross ve
Gourse, 2009). AC6 hag promotor bolgesinin o tarafindan kontrol edildigi p-gal.
deneyleri ile tespit edilmisti. 6°-RNAP holoenzim kompleksinin yeniden olusmasi ve
promotor bdlgeyi tamyarak transkripsiyonu baslatmasi, 6>’ nin promotor bblgeye baglanma
ilgisinin belirlenmesi ve RNAP holoenzim-promotor agik kompleksinin olusumunun
belirlenmesi in vitro olarak gergeklestirilen deneyler ile belirlendi ve bu amag i¢in AC6 ve
B. subtilis 6° proteini ile B. subtilis kor RNAP enzimi saflastirildi.
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3.3.2.1. AC6 ve B. subtilis 6° Proteininin Saflagtiriimasi

Flagellin geninin promotor yapisinin belirlenebilmesi i¢in ikinci yaklagim olarak
promotor-RNAP kompleksinin in vitro olarak arastirilmasidir. Bu yaklasim i¢in AC6 ve B.
subtilis o° proteinleri saflastirildi ve in vitro transkripsiyon, Flourecensent Anisotropy
(FA) ve Potasyum permanganat footprinting deneylerinde kullanildi.

o° proteinleri AC6 icin Gpa sigDf ve Gpa sigDr primerleri, B. subtilis icin Bsu sigDf
ve Bsu sigDr primerleri kullanilarak ¢ogaltildi. PCR reaksiyonu sonucunda ¢ogaltilan 792
bp ve 786 bp’lik fragmentler Sekil 35°de gosterilmistir. Cogaltilan PCR fragmentleri Ndel
ve BamHI enzimleri ile kesilerek ayni enzimler ile muamele edilmis pET11a ekspresyon
vektoriine klonlandi. AC6 sigD genini iceren ekspresyon vektéri pECGL ve B. subtilis
sigD genini i¢eren vektor pECBI olarak isimlendirildi. Olusturulan ekspresyon vektorleri
pECG1 ve pECB1, CaCl metodu ile kompotent hale getirilmis E.coli BL21(DE3) Lys

ekspresyon hicresine transform edildi.

Sekil 35. AC6 ve B.subtilis sigD PCR driinlerinin %21’lik agarose jelde gorintusu.
1;B.subtilis sigD, 2; A. pallidus AC6 sigD, M; 1 kb DNA markirt.
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Rekombinant hicrelerin se¢cimi ve rekombinant hicrelerde en iyi ekspresyon
seviyesini belirlemek igin ilk olarak herbir sigma igin 10’ar tane rekombinat E. coli hiicresi
secildi ve genleri cogaltmak i¢in kullanilan forward primerler ve pET11a i¢in dizayn edilen
kontrol reverse primerler yardimi ile PCR reaksiyonu gergeklestirildi. Bu asamada dogru
olarak secilen koloniler kiicik hacimlerde IPTG ile indiiklendi ve protein izolasyonu
gergeklestirildi. Saflagtirma basamagi gergeklestirilmeksizin yapilan SDS-PAGE analizi
sonucunda o® proteinlerinin en iyi ekspres edildigi hiicreler se¢ildi. Hem AC6 hemde B.
subtilis o proteinleri i¢in en iyi ekspresyonun goriildiigii hiicrelerden pECG1 ve pECBI
plazmitleri yeniden izole edildi sigD genleri yeniden sekanslandi. Sekanslama sonuglari
her iki proteininde ORF bdlgelerinin tam oldugunu ve bu ORF bolgeleri igerisinde
herhangi bir mutasyonun olmadigini gosterdi.

Bu basamaklar sonucunda segilen rekombinant hucreler buyik hacimlerde Uretilip,
indiiklenerek saflastirilma islemi gerceklestirildi. o proteinlerinin rekombinant hiicrede
inklizyon yapilari seklinde bulunmasindan dolayr bu yapilar Sarkosyl yontemi (Burgess,
1996) ile ¢ozuldu. AC6 sigD genini tagiyan pECG1°1 igeren E.coli hiicresi 1 It hacimde
biyiitiildi ve IPTG ile indiiklenerek proteinin asir1 ekspresyonu saglandi. Hiicreler
santrifiij yardimi ile toplandi ve pellet gerekli buffer icerisinde c¢oziildiikten sonra
sonikasyon islemi ile hiicrelerin patlatilmasi saglandi. Sonikasyon isleminden sonra
santrifiijle toplanan pelllet kismindaki inkliizyon yapilari seklinde bulunan AC6 o°
proteinlerinin Na-Sarkosyl ile ¢6ziilmesi saglandi. Coziilen proteinler ilk olarak 5 ml
DEAE-Sepharose kolon kromotografisine yiiklendi. Kolon hacminin 5 kat1 kadar TGEDX
tamponu ile yikandi. Daha sonra ¢dziilen proteinler kolona yiiklendi ve kolon atiklarin ve
tutunmayan proteinlerin temizlenmesi i¢in hacminin 4 kati kadar TGEDX tamponu ile
yeniden yikandi. Proteinler 10 ml 1M NaCl igeren TGEDX buffer ile yikanarak 1 ml
hacimlerde toplam 10 fraksiyonda toplandi. Toplanan fraksiyonlar SDS poliakrilamid
jeline yiiklenerek analizleri gergeklestirildi. SDS-PAGE analizi incelendiginde AC6 o°
proteinin 3 ve 4. fraksiyonda yogun olarak geldigi tespit edildi (Sekil 36).
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Sekil 36. AC6 o° proteinin DEAE-Sepharose kolon saflastiriimast. M; protein markir
(Bio-Rad), C.T.P; Sarkosyl metodu ile coziilen toplam protein, 1-10;
DEAE-Sepharose kolonundan toplanan fraksiyonlar.

Proteinin yogun olarak bulundugu 3. ve 4. fraksiyonlar birlestirilerek diyaliz edildi
ve yogunlastirilmig 6rnekler mono-Q kolomuna (BioPharma, FPLC) yiklendi. Kolon ilk
olarak hacminin 5 kat1 kadar 0,05 M NaClI iceren TGEDX buffer ile yikandi ve daha sonra
diyaliz ile yogunlastirilmis 6rnek kolona yiiklendi. Kolondan proteinler 0,05 M- 1 M NaCl
iceren TGEDX buffer gradienti ile 1ml’lik hacimlerde 70 fraksiyonda toplandi. Toplanan
fraksiyonlar Bradfort metoduna gore 96 kuyucuklu mikroplatelerde analiz edilerek,
proteinlerin hangi fraksiyonlarda toplanmaya basladigi belirlenmeye c¢alisildi. Yapilan
analiz sonucunda proteinlerin 32. ve 41. fraksiyonlar arasinda geldigi tespit edildi. Bu
fraksiyonlar SDS poliakrilamid jeline yiiklendi ve SDS-PAGE analizi sonucunda AC6 c°
proteinin en yogun olarak 34. ve 35. fraksiyonlarda geldigi tespit edildi. Bu fraksiyonlar
karistirildi ve bir gece boyunca % 50 Gliserol igeren stok tampon icerisinde diyaliz edildi.
AC6 6P proteini -20 °C’de saklandu.

Yapilan saflastirma basamaklarindan sonra AC6 c° proteinlerinin DEAE-Sepharose
kolon kromotografisinden sonra %90, mono-Q kolon kromotografisinden sonra ise >% 95
saflikta elde edildi (Sekil 37).
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Sekil 37. AC6 o proteinlerinin saflastirma basamaklarnin SDS-PAGE
gorintusi. M. Protein Markir (Bio-Rad), 1. Toplam hiicre
proteini (Supernanat), 2. Sarkosyl metodu ile ¢ozilen toplam
protein 3. AC6 o"’'nin DEAE-Sepharose  kolon
kromotografisinden sonra diyaliz edilen 6rnekleri (3. ve 4.
fraksiyon), 4. AC6 ¢"’nin mono-Q kolon kromotografisinden
sonra diyaliz edilen 6rnekler (34. ve 35. fraksiyon)

B. subtilis o® protein saflastirilmasi icin pECB1°i tastyan E.coli hiicresi 1 It hacimde
biiyiitildii ve IPTG ile indiiklenerek proteinin asir1 ekspresyonu saglandi. Hiicreler
santrifiij yardimi ile toplandi ve pellet gerekli buffer icerisinde c¢oziildiikten sonra
sonikasyon islemi ile hiicrelerin patlatilmasi saglandi. Sonikasyon isleminden sonra
santrifiijle toplanan pelllet kismindaki inkliizyon yapilari seklinde bulunan B. subtilis ¢°
proteinlerinin Na-Sarkosyl ile ¢oziilmesi saglandi. Coziilen proteinler ilk olarak 5 ml
DEAE-Sepharose kolon kromotografisine yiiklendi. Ilk olarak kolon hacminin 5 kat: kadar
TGEDX tamponu ile yikandi. Daha sonra ¢oziilen proteinler kolona yiiklendi ve kolon
atiklarin ve tutunmayan proteinlerin temizlenmesi i¢in hacminin 4 kati kadar TGEDX
tamponu ile yeniden yikandi. Proteinler 10 ml 1M NaCl igeren TGED buffer ile yikanarak
1 ml hacimlerde toplam 10 fraksiyonda toplandi. Toplanan fraksiyonlar SDS-
poliakrilamid  jeline yiiklenerek analizleri gergeklestirildi. SDS-PAGE analizi
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incelendiginde B. subtilis ° proteinin 2 ve 3. fraksiyonda yogun olarak geldigi tespit
edildi (Sekil 38).

g8 1

l

Sekil 38. B. subtilis o° proteinin DEAE-Sepharose kolon saflastirilmasi. M; protein
markir (Bio-Rad), CTP; Sarkosyl metodu ile ¢6zilen toplam protein, 1-8;
DEAE-Sepharose kolonundan toplanan fraksiyonlar.

Protein yogun olarak bulundugu 2. ve 3. fraksiyonlar birlestirilerek diyaliz edildi ve
yogunlastirilmig 6rnekler mono-Q kolonuna (BioPharma, FPLC) vyiklendi. Kolon ilk
olarak hacminin 5 kat1 kadar 0,05 M NaCl iceren TGEDX buffer ile yikandi ve daha sonra
diyaliz ile yogunlastirilmis 6rnek kolona yiiklendi. Kolondan proteinler 0,05 M- 1 M NaCl
iceren TGEDX buffer gradienti ile 1ml’lik hacimlerde 70 fraksiyonda toplandi. Toplanan
fraksiyonlar Bradfort metoduna gore 96 kuyucuklu mikroplatelerde analiz edilerek,
proteinlerin hangi fraksiyonlarda toplanmaya basladigi belirlenmeye c¢alisildi. Yapilan
analiz sonucunda proteinlerin 29. ve 41. fraksiyonlar arasinda geldigi tespit edildi. Bu
fraksiyonlar SDS poliakrilamid jeline yiklendi ve SDS-PAGE analizi sonucunda B.
subtilis o® proteinin en yogun olarak 35. ve 36. fraksiyonlarda geldigi tespit edildi. Bu
fraksiyonlar karigtirildi ve bir gece boyunca % 50 Gliserol igeren stok tampon igerisinde

diyaliz edildi. B. subtilis ° proteini -20 °C’de saklandu.
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D proteinleri DEAE-
Sepharose kolon kromotografisinden sonra %90, mono-Q kolon kromotografisinden sonra
ise >% 95 saflikta elde edildi (Sekil 39).

Yapilan saflastirma basamaklarindan sonra B.subtilis o

Sekil 39. B. subtilis ¢° proteinlerinin saflagtirma basamaklarinin SDS-
PAGE goriintiisii. M. Protein Markir (Bio-Rad), 1. Toplam
hiicre proteini (Supernanat), 2. Sarkosyl metodu ile ¢oziilen
toplam protein 3. B. subtilis 6°’nin DEAE-Sepharose kolon
kromotografisinden sonra diyaliz edilen ornekler (2. ve 3.
fraksiyon), 4. B. subtilis o™nin  mono-Q kolon
kromotografisinden sonra diyaliz edilen 6rnekler (35. ve 36.
fraksiyon)

o°’nin proteinlerinin konsantrasyonlari hem Bradford metoduna hemde Nano Drop
sonuglarinin karsilastirilmasi ile belirlendi. 1/100 ve 1/50 konsantrasyonlarda sulandirilan
o” proteininin 595 nm’deki Absorbans degerlerinin BSA standart egrisinde yorumlanmasi
ile protein konsantrasyonlar1 Bradfort metoduna gore hesaplandi. Bradfort metoduna gore
AC6 o protein konsantrasyonu 8,35 mg/ml, B. subtilis o protein konsantrasyonu ise 18.8
mg/ml olarak hesaplandi. NanoDrop spektrofotometresi ile yapilan dlgiimler sonucunda ise
AC6 c° proteininin konsantrasyonu 8,92 mg/ml, B. subtilis c° protein konsantrasyonu ise
19,43 olarak hesaplandi.
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3.3.2.2. B.subtilis Kor RNAP Enziminin Saflastirilmasi

Kor RNAP enziminin c° kontaminasyonu olmadan saflagtirilmasi i¢in EC1003 susu
yapilandirilmistir.  EC1003, B. subtilis HB4035 (SigD::Kan) bakterisinden
tirevlendirilmistir. Kromozomunda rpoC (B’) geninin 3’-ucunda His-tag fuzyonu igeren
JH642 (spektinomisin direngli) bakterisinin bu kromozomal DNA bdlgesi, HB4035’in
kromozomal DNA’smma integrasyonu saglanmis ve yeni bir rekombinant hiicre
yapilandiriulmigtir. EC1003 kromozomu sigD geninden yoksun ve rpoC geninin 3’-
ucunda his-tag kuyrugu icerecek sekilde olusturuldu. Aynmi zamanda EC1003, hem
kanamisin hemde spektinomisin direnci tagimaktadir.

EC1003 10 1t LB sivi besiyerisi igerinde ge¢ logaritmik faza kadar biyiitiildi.
Hucreler santrifiij islemi ile topland1 ve sonikator yardimi ile patlatildi. RNAP enziminin
icerisinde oldugunu disiindiiglimiiz stipernatant kistma Ni-NTA resin ilave edildi ve
4°C’de 2 saat karistirildi. Karisim Bio-Rad 5 ml plastik kolona ddkuldiikten sonra, kolonun
hacminin 10 kat1 kadar 400 mM Imidazol igeren P buffer ile muamele edildi. Kolondan 1
ml’lik hacimlerde 10 fraksiyon toplandi. Fraksiyonlar SDS-PAGE jelinde gozlendi ve
RNAP enziminin 4, 5, 6, 7 ve 8. fraksiyonlar arasinda yogun olarak toplandigi (Sekil 40)

belirlendi.

Sekil 40. Ni-NTA kolon kromotografisi sonrasi toplanan fraksiyonlarin SDS-PAGE
jelinde analizi
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Kor RNAP enziminin en yogun toplandig1 5. ve 6. fraksiyonlar birlestirildi ve 3 1t
300 mM NaCl iceren TGED buffer icerisinde bir gece diyaliz edildi. Diyaliz edilen 2 ml
fraksiyon daha sonra Heparin kolona (FPLC) yiklendi ve kolon 50 mM NaCl igeren
Tampon A ile yikandi. Proteinler kolondan 1 ml’lik hacimlerdeki fraksiyonlar seklinde 50
mM ve 1 M NaCl gradienti ile toplandi. Toplanan fraksiyonlar Bradfort metoduna gore 96
kuyucuklu mikroplatelerde analiz edilerek, proteinlerin hangi fraksiyonlarda toplanmaya
basladigi belirlenmeye ¢alisildi (Sekil 41). Kor RNAP enziminin 29-42. fragmentler
arasinda toplandigi tespit edildi. En yogun konsantrasyonu belirlemek icin, fraksiyon SDS-
PAGE analizi ile gozlemlendi.

Sekil 41. Heparin kolon kromotografisi sonrast RNAP enziminin Bradford ve SDS-PAGE
analizleri

En yogun olarak kor RNAP enziminin 35, 36 ve 37. fraksiyonlarda geldigi goriildii
ve bu fraksiyonlar birlestirilerek 11t 50 mM NaCl i¢eren Buffer A igerisinde bir gece
boyunca diyaliz edildi. Ertesi glin 200 ml %50 gliserol ve 50 mM NaCl iceren Buffer A’da
tekrar 1 gin boyu diyaliz edildiler. Kor RNAP enzimini daha sonra -20 °C’de

kullanilincaya kadar saklandi.
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Yapilan saflastirma isleminden sonra B.subtilis RNAP enzimi Ni-NTA kolon
kromotografisinden sonra %90, heparin (FPLC) kromotografisinden sonra ise >% 95
saflikta elde edildi (Sekil 42).

Sekil 42. B. subtilis kor RNAP enziminin saflastirma basamaklarmin SDS-
PAGE goruntiisi. M. Protein Markir (Bio-Rad), 1. Toplam
hicre proteini 2. Ni-NTA kolon kromotografisi sonrasindaki
diyaliz edilen Ornek (5. ve 6. fraksiyon), 3. Heparin kolon
kromotografisi sonrasindaki birlestirilen drnekler (35, 36 ve 37.
fraksiyonlar), 4. Heparin kolon kromotografisinden sonraki
diyaliz sonrasi 6rnekler.

Kor RNAP enziminin konsantrasyonu saflagtirma basamaklarinin her adiminda ayr1
ayr1 hem Bradford metoduna hemde Nano Drop sonuglarinin kargilagtirilmasi ile belirlendi
(Tablo 25). 1/100 ve 1/50 konsantrasyonlarda sulandirilan kor RNAP enziminin 595
nm’deki absorbans degerlerinin BSA standart egrisinde yorumlanmasi ile protein
konsantrasyonlar1 Bradfort metoduna gore hesaplandi. Bradfort metoduna gére kor RNAP
enziminin konsantrasyonu 1,04 mg/ml olarak, NanoDrop spektrofotometresi ile yapilan
Olcumler sonucunda ise kor RNAP enziminin konsantrasyonu 1,13 mg/ml olarak

hesapland:.
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Tablo 25. Kor RNAP enziminin saflastirma basamaklarindaki enzim konsantrasyonlari

Saflastirma basamaklar1 Bradford Metodu NanoDrop Ol¢iimii
pg/ml mg/ml mg/ml

Total hiicre Proteini 52274 52,27 BM

Ni-NTA kromotog. sonrasi 1332 1,32 2,71

Heparin Kromotog. sonrasi 433 0,43 0,54

%50 gliserol diyalizi sonrasi 1045 1,04 1,13

BM; Belirlenemedi.

3.3.2.3. 6°-RNAP Kompleksinin Yeniden Olusturulmasi ve in vitro
Transkripsiyon

6°’nin kor RNAP enzimi ile yeniden yapilanma kabiliyeti ve spesifik promotor
bolgesini tantyabilme 6zelligi runoff transkripsiyon yontemi ile analiz edildi. Bu analiz igin
olusturulan pEC3 plazmiti -10 ve -35 AC6 hag promotor elementlerini ve translasyon
baslama kodonundan itibaren 385 bp downstream bolgeyi igeren bir fragmenti tasir (Sekil
14). o°-RNAP kompleksinin yeniden olusumu ig¢in 20:1 oraninda o proteini ve kor
RNAP enziminin karigtirilarak buz {izerinde bekletilmesiyle gergeklestirildi. Karigima
pEC3 ilave edilerek o°-RNAP kompleksinin plazmitte bulunan promotor bélgesini
tanimasi i¢in karisim 37°C’de 10 dk bekletildi. Karistma NTP’ler eklenerek reaksiyon
farkli sicakliklarda baslatildi. Reaksiyonun durdurulmasindan sonra in vitro transkripsiyon
ile cogaltilan transkriptlerin izolasyonu DNazl uygulamasi ve etanol presipitasyonu ile

sagland1. Reaksiyonlardaki total RNA konsantrasyonu spektrofometrik olarak hesaplandi
(Tablo 26).
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Tablo 26. in vitro transkripsiyon sonrasi total RNA konsantrasyonlarmin

belirlenmesi
Konsantrasyon (ng/pl)
Reaksiyonlar* I. Uygulama 1l. Uygulama 111. Uygulama
G30 421 296 394
B30 363 391 410
C30 60.3 22 43
G40 435 291 277
B40 393 390 380
C40 58.6 23 28
G50 403 277 400
B50 433 457 465
C50 60.3 22 43
G60 377 313 418
B60 367 363 396
C60 59 21 53

*: Reaksiyonlarda gosterilen ilk harf sigma proteinin ait oldugu organizmanin tiir isminin bas harfini (G:
Aeribacillus pallidus AC6, B: Bacillus subtilis, C: Kontrol ), sayilar ise reaksiyonun yapildigt sicakligi
gosterir.

Izole edilen mRNA transkriptlerinin pEC3’iin dogru transkript {iriiniiniin olup
olmadiklar1 ve farkli sicakliklarda AC6 veya B. subtilis c>-RNAP holoenzim kompleksi
tarafindan sentezlenen mRNA’larin transkripsiyon seviyesi Q-PCR (real time) ile tespit
edildi. Q-PCR da kullanilacak olan degisik sicakliklardaki reaksiyonlardan elde edilen
MRNA’lardan ilk olarak ilk zincir cDNA sentez edildi. ilk zincir cDNA’nin sentezi igin
pEC3 plazmiti yapilandirilirken kullanilan hag rev2 primeri ve her reaksiyon i¢in 2 pg/ml
RNA konsantrasyonu kullanildi. Bu primer kullanilarak sentez edilen ilk zincir cDNA
sadece AC6 hag geninin promotorundan sentez edilen 373 bp’lik bir fragmentdir.
Transkripsiyon baslama kodonundan baglayarak 373 bp downstream bdlgeye kadar uzanan
bu ilk zincir cDNA Q-PCR analizinde kullanildi.

Q-PCR reaksiyonu 96 kuyucuklu mikroplatelerde gergeklestirildi. Herbir reaksiyon
icin ayr1 ayr1 izole edilen cDNA’lar dan 1/5 ve 1/10 diliisyonlar yapildi. Q-PCR
reaksiyonuna DNazl uygulamasindan sonra ¢ift iplikli DNA’nin kalip-kalmadiginin
kontrolii i¢in, cDNA’larin sentezi i¢in kullanilan ilk reaksiyon karigimi kontrol grubu
olarak kullanildi. Q-PCR fwd ve Q-PCR rev primerleri sentez edilen hag transkriptlerinin
downstream bdlgesi icerisinde 176 bp’lik bir bdlgeyi ¢cogaltacak sekilde dizayn edildi. Bu
primerler kullanilarak yapilan Q-PCR reaksiyonu 7303 Sequence Detection (Applied
Biosystem) Yazilimi kullanilarak analiz edildi. Q-PCR reaksiyonlar1 herbir kosulu ayni
olmak siiretiyle run off transkripsiyon asamasindan itibaren 3 kere tekrarlanarak

yapilmustir. Her ii¢ reaksiyon sonrasinda ayni sonuglar tespit edilmisdir.
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DNA kontaminasyonunun olup olmadiginin anlagilabilmesi igin yapilan kontrol Q-
PCR’1nda ise biitiin 6rneklerde DNA kontaminasyonun olmadigi saptandi. Dongiilerin
hicbirinde PCR reaksiyonun ¢aligmadigr Sekil 43°de goriilmektedir.

RN vs Cvcle

510K

Rn

210K

110K

= s - =) 11 12 185 17 19 =21 =23 =286 =27 =29 231 22 35 37 29

Cwycle Number

Sekil 43. DNA kontaminasyonu grafigi

1/5 ve 1/10 dilisyonlar ile gerceklestirilen reaksiyonlar sonucunda kontrol
reaksiyonlar1 disinda herbir reaksiyonun yaklasik olarak 9. ve 10. dongiide calismaya
basladig1 tespit edildi. Bu sonuglar hag promotor bélgesinin hem AC6 hemde B. subtilis ¢°
proteini tarafindan tanindig1 ve transkripsiyonun gerceklestigini gostermektedir. 1/10
diliisyon analizinde programin gosterdigi DNA miktar1 egrisinin tam orta noktasi C; degeri
olarak se¢ildi ve 474K degerinde cizilen C; (threshold Cycle) devir ¢izgisi ile herbir
reaksiyon igin C; degerleri hesaplandi (Sekil 44).
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Sekil 44. 1/10 diliisyonda gerceklestirilen Q-PCR grafigi

Cizilen 1/C, grafigi incelendigi zaman B. subtilis ve AC6 o proteinleri icin en iyi
transkripyon seviyesi 40 °C’de tespit edildi. En diisiik transkripsiyon seviyesinin ise 60
°C’de oldugu tespit edildi. B. subtilis ¢° proteini tarafindan transkripsiyonu saglanan
mRNA’larm 30 ve 40°C’de AC6’dan daha yiiksek seviye oldugu, AC6 o° proteini
trafindan transkripsiyonu saglanan mRNA’larin sentezinin ise 50 ve 60 °C’de B. subtilis’e
gore daha yiiksek oldugu tespit edildi. Kontrol reaksiyonlarinda transkripsiyon seviyesi
olmadigindan dolayr program tarafindan bu reaksiyonlarin C; degerleri hesaplanamadi
(Sekil 45A).

Q-PCR sonuglarinin agaroz jel elektroforezinde gbzlemlenebilmesi i¢in 10 pl 1/10
reaksiyon drlnleri %2’lik agaroz jeline yuklendi. Agaroz jel elektroforezi sonucunda da
her iki o® icin en yiiksek transkripsiyon seviyesi 40°C’de belirlenirken en diisiik seviye ise
60°C’de belirlendi. c° proteinlerinden yoksun olan kontrol reaksiyonunda ise her hangi bir
transkripsiyon bandi gozlemlenemedi. PCR iiriinlerinin uzunluklar1 kullanilan DNA
markir ile belirlendi ve iirtinlerin yaklasik olarak 176 bp uzunluga yakin olduklar: tespit

edildi (Sekil 45B).
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Sekil 45. AC6 veya B. subtilis s°-RNAP holoenziminden in vitro olarak mRNA sentezi.
A) Farkli sicakliklarda gerceklestirilen in vitro transkripsiyon drdinlerinin
transkripsiyon seviyesi. B) Q-PCR rinleri. Tim reaksiyonlar 150 mM KClI
iceren transkripsiyon tamponu igerisinde gerceklestirildi.

3.3.2.4. AC6 ve B. subtilis 6° Proteinlerinin hag Promotor Bélgesine Baglanma
Tigileri

ACS6 ve B. subtilis ¢° proteinlerinin AC6 hag geni promotor bdlgesine baglanma
aktiviteleri degisik sicakliklarda yapilan floresent anisotropy (FA) deneyi ile
gerceklestirildi. Molekiillerin bir solusyon igerisinde donme hizlarinin spektrofotometrik
olarak Olciiml prensibine dayanan bu deneyde, protein-DNA veya protein-protein
etkilesimleri hizl1 ve sayisal olarak belirlenebilir (Heyduk vd., 1996). Karboksifluoresin ile

isaretlenmis floresent hag geni promotor sekansimi iceren DNA duplexlerine o°
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proteinlerinin baglanmas1 sonucu doniis hizinin azalmasina baghh olarak degisik
sicakliklardaki hag geni promotor bolgesi-c° baglanma aktiviteleri tespit edildi. Dizayn
edilen 58 bp’lik hag promoter sekansini i¢eren oligoniikleotidler Sekil 16°da gdsterilmistir.
Yaban tip promotor sekansmnin yani sira o-faktorlerinin baglandigi -10 promotor
sekansmin incelenmesi icin CCGATAT -10 promotor sekansina sahip hag geninin bu
promotor sekansi degistirilerek iki mutant promotor sekansi yapilandirilmistir. Promotor
bolgesindeki -10 CCGATAT sekanst CCGCGCG sekansina gevrilerek M1, CTAATAT
sekansina ¢evrilerek de M2 mutanti olusturuldu. Kontrol olarak hag geni promotor
sekanslarini iceremeyen 46 bp farkli DNA-sekansi kullanildi.

FA deneyinde 100 nM DNA duplekleri 50mM NaCl iceren TGED buffer igerisinde
homojen bir bigimde karistirildi. ilk olarak temel 6lgiim yapilarak DNA dupleksinin
anisotrpy degeri tespit edildi. Daha sonra o protein soliisyona ilave edildi ve her
basamakta Olcimler yapilarak, proteinlerin DNA’ya baglanma aktiviteleri ve
konsantrasyonlar1 tespit edildi.

Yapilan FA deneyi sonunda 30°C de AC6 o proteinin yaban tip promotor
dupleksine yiiksek oranda baglanirken, M1 dupleksine zayif baglandig1 tespit edildi. B.
subtilis 6° proteini ise hem yaban tip hemde M1 dupleksine ayn1 baglanma aktivitesi ile
baglandig1 tespit edildi. Hem AC6 hem de B. subtilis ¢° proteinleri M2 ve degisik
promotor dubleksine 30°C’de baglanamadig1 yapilan FA deneyi ile tespit edildi (Sekil 46).

FA deneyi 40°C’de gerceklestirildigi zaman her iki o proteini i¢in ayni sonuglar
elde edildi. AC6 o° proteini 40°C’de yaban tip promotor dupleksine giiclii, M1 promotor
dupleksine ise zayifca baglanirken B. subtilis o® proteini hem yaban tip hemde M1 mutant
dupleksine ayni oranda baglandigi tespit edildi. M2 ve degisik promotor dupleksilerine
40°C’de her iki " proteinininde baglanmadig tespit edildi (Sekil 46).

AC6 o° proteini 50°C’de sadece yaban tip promotor dupleksine baglanirken, ayni
sicaklikta M1, M2 ve degisik promotor duplekslerine baglanamadig1 tespit edildi. Ayn1
sicaklikta B. subtilis 6° proteini ise yabantip ve M1 promotor dupleklerine baglamirken,
M2 ve degisik promotor dupleklerine baglanamadigi tespit edildi (Sekil 46).

Sonug olarak 60°C’de gergeklestirilen FA deneyi, AC6 c° proteininin yaban tip
promotor dubleksine baglanirken, M1, M2 ve degisik promotor dubleksine
baglanamadigimi gostermektedir. B. subtilis 6° proteini ise yaban tip ve M1 dubleksine

baglanirken, M2 ve degisik promotor dublekslerine baglanamadigi tespit edildi (Sekil 46).
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Florosent Anisotropy Deney Sonuglari. Yaban tip hag promotor dubleksi (YT),
hag promotorunun -10 promotor sekans mutantlar1 (M1, M2) ve o° spesifik
olmayan farkli promotor fragmenti (D) kullanilarak degisik sicakliklarda

gergeklestirildi.
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3.4. AC6 hag Geni mRNA’sinin Sekonder Yapisi

AC6 hag geninin mRNA’sinin 5’ sekonder yapist mfold (Version 3.2) (URL-3,

2010) programu kullanilarak belirlendi. Programa hag geninin transkripsiyon baslangic

noktasindan itibaren translasyon baslangi¢ noktasina kadar olan 83 bp sekanslar yiiklendi.

En fazla 150 bp kabul eden mfold programi, ilk olarak bu DNA sirasini mRNA’ya

cevirerek, mRNA’da meydana gelebilecek katlanmalari tiim olasiliklar1 degerlendirilerek

hesapladi.

Mfold programi, hag geni mRNA’smin 5’ ucunda potansiyel bir hairpin yapisinin

oldugunu tespit etti. AC6 hag geni mRNA’ siin 5’ ucu hairpin yapisinin minumum

serbest enerjisi mfold programi tarafindan (AG) -13,8 kcal/mol olarak hesaplandi (Sekil

47).
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Sekil 47. AC6 hag geni mRNA’sinin 5 ucu sekonder yapisi. 5° Hairpin yapis1 mfold
(Version 3.2) kullanilarak ¢izilmistir.
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3.5. AC6 hag Geni Transkripsiyon Bitis Noktasimin Belirlenmesi

AC6 hag geni mRNA’smin 3’ transkripsiyon bitig yeri FindTerm programi (URL-4,
2010) ile tespit edildi. FindTerm programi rho-bagimsiz transkripsiyon terminasyonu igin
gerekli olan stem-loop yapisindaki mRNA motifini gdsterir. Programa hag genin 3’ ucunda
translasyon bitis kodonundan (TAA) itibaren 10 bp upstream ve 52 bp downstream
bolgesini kapsayan 62 bp’lik fragment yiiklendi. Yapilan analiz sonucunda hag geni
mRNA’sinin 3’ ucunda transkripsiyonun sonlanmasi i¢in gerekli olan stem-loop yapisi
icerdigi tespit edildi (Sekil 48).
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Sekil 48. AC6 hag geni mRNA’simnin 3’ ucu sekonder yapisi. 3’ stem-loop yapist FindTerm
programi kullanilarak ¢izilmistir.

3.6. AC6 hag Geninin Kodon Kullanim Frekansinin Belirlenmesi

Gen ekspresyon seviyesini etkileyen faktorlerden biri olan transkriptlerin kodon
kullanim1 hag geni icin CAlcal programi (URL-6, 2010) ile hesaplandi. ilk olarak Sharp
ve Li (1987) tarafindan Onerilen codon adaptasyon indeksi (CAl) uzama faktorleri ve
ribozomal proteinler gibi hiicrede yiiksek oranda sentez olan genlerin tercih etdigi kodon

kullanilarak istenilen gendeki kodon kullanim frekansini hesaplar. CAlcal programi bir
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referans codon seti kullanarak istenilen genin CAI degerini hesaplar. indeks 0 ile 1
arasinda dagilir. Eger bir gen referans set icerisinde kullanilan kodonlar1 siklikla
kullaniyorsa, indeks degeri 1’e yaklasir (Puigbo vd., 2008).

CAI degerini hesaplamak i¢in hag geni ORF sekansi, flagellin geni bakimindan
AC6’ya en yakin olan G. kaustophilus, G. stearothermophilus ve B. subtilis i¢in verilen
kodon kullanim tablolar1 referans alinarak karsilagtirilmasi sonucu hesaplandi. Referans
set olarak kullanilan kodon kullanim tablolar1 Codon Usage (URL-5, 2010) veri tabanindan
saglandi.

G. kaustophilus ile kodon kullanim1 karsilastirilan hag geninin CAI degeri 0,554
olarak hesaplandi. Beklenilen CAI degeri ise % 95 giiven araliinda 0,56 olarak
hesaplandi. CAI degeri 0,5 degerinden ¢ok az biyiiktiir fakat deger 1’e yaklasik degildir
ayn1 zamanda beklenen CAI degerinden de disiiktiir.

G. stearothermophilus ile kodon kullammi karsilagtirilan hag geninin CAI degeri
0,651 olarak hesaplandi. Beklenen CAI degeri % 95 giiven araliginda bu degere esittir.
Degerler incelendigi zaman CAI degerinin 0,5’e yakin 1’den uzak oldugu ve beklenen CAI
degeri ile esit oldugu tespit edildi.

Son olarak AC6 hag geni kodon kullaniminin B. subtilis ile karsilastirilmasi sonucu
CAI degeri 0,884 olarak hesaplandi. Beklenilen CAI degeri ise % 95 giiven araliginda 0,78
oldugu bulundu. Sonuglar degerlendirildiginde CAI degerinin 1’e yakin oldugu ve
beklenen CAI degerinden yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 49).



G. kaustophilus

AARACRATETATCCCTTAAACAGARCOACTTGTCAACGOG0C06GATORKCOCACCOGAGCARGCEOATTACABOCCCAGACEALCCACE0EOCHOACAAGTOOCAGLBGACCLGTCAAC ACORAGTAACAC TOGATTGRATCACCAACCTAACAACARMCAGTOAATTAAGACACOACARGAGGRACRAGAGOCTACCTACCACACTCCAAAATOOATGATACOCTCAOCGEAGACHC T AAAAACACGGCGACGCGACGCCEELCTCLT

TGTARRTCCTACAGATCTRACACCAATAATCCOAGTAGCOAACCETCTCARTGEATGRTATCARACKACTCTTACCAGCTCACACTTAGTGATCTACCAACATCCAGCCTARATACTTCATAG TCCRCATACATTAGE TOGRATATOCACCACTCTCTOC TACKCTGCCCTATCCTATACTCACACCTOCTAACTAATCCACCATECTAAGTAACTAATGCCCARTCCCACGTGATATCAMTTATCAAAT TCACCACTTCACAATCAGTTATTGA

GACC00CGGACTCCATATCCAATRAC TAATTCCCCCCCTOCTARTTOCTARGCCATCAGAGGAATTACC T T A AT T A AT T OO TATOTOCTGAAGTTACATTC T T T AT AT IO T T T T A TR C AT AR AT T TR CCACT T AR AR TAT O AT AR TARTT T TG TCTATATATCAT T TAAT A AR TTATTATACTAATTTCOGKTTARCCRAGRCACCTATOMMGOATGACTC TCARAAAGTTGATAATAGTTAGT AR

RN IGALNTYROLSFRNTOT AN EXLOSGYRINRACDDAAGL AT SERNRG0TRGLENRORNAODGI L 0T RCAL TR THATLORNRE L AV OARNDTHYSADRTAT ODE 1 DALY SR THR AN TEE N TORL DG PR F R GAN G C0S T T TG TANARA LT TS LR TAS RN DT THANAALTA L DKATEOVSTERSKL CAIQNRLERT NNLGATSEN L TAAESRIRDVONAKEMAEF TKNN ILTQAAQANLAQANQVPQGVLQLLR
G. stearotermophilus

AAAACAATGTRRTCCCTTARACAGRACGACTTGTCAACGGGGGEGCOATCARCGCACGCEACCRAGCORATTACAGOGGCAGACGACCCACOOOECAGAGAAGTGRCAGACGOACECET R CAGCAACTAACACTOGATTCARTCACGAACCTAACARGRAAGAGTORATTARGACACCAGRAGAGOAAGACAGAGCCTAGCTACOGACACTGCARAATCOATOATAGOOTCACCRGAGAGARGTARRRACACGGCEACGCGACGLLBRLCTCCT

TGTARATCCTACAGATCTAACACCAATAATCCGAGTAGCGAACCETCTCARTGGATGGTATCARACAAGTCTTACCAGCTCACACTTAGTGATCTACCAACATCCAGCCTARATACTTCATA GTCOACATACKATTAGCTCCAATATCCAGOACTCTCTECTACACTOCCCTATCATATACTCACACCTCCTAACTAATCCAGCATOCTAAGTAACTAATCO0CAATCCCACETGATATCARTTATCARATTCACCACTTCACARTCAGTTATTCA

GROCCCCGGACTCCATATCCRATRACTAATTCCOCCCCTCCTARTTGCTAAGCCATCAGAGGRATTACCTTACAT T A AT LA T TCCTA TG TGCT GAAGT TACATTCT TCTAT AT TG T AT TAA T TAATCARTAACKT T TTAACCCACTTAATTAAATATG TR T AARRATRATTTTAGTCTATATATCATT AR T AARRAATTATTATACTARTTTCCOATTAACGARGRCACCTATGARRCOATOACTCTCARRARCTTGATARTAGTTAGTAA

KRNI SALNTYRQLSFNNTQTAKNLEKLSSGYRINRAGDDAAGLAISER KRG IRGLENAQKNAQDGISLIOTAEGALTETRALLORKRE LAY QAN DTHY SADRTAL QDE DALY EIN R IAGH TEF R TONLLDGTRSGKKFRIGANSGOS I TV TIGTNNANALGT TS LK AGYK VDTV THANAL TAIDKATEQVS TERSKLGAQNRIERTINNLGATSENLTAAESRIRDVDNAKENHER TKNNILTQRRQANLAQARQVPQGYLOLIR,
B subtilis

LAACRATOTRATCCCTTARACAGAACGACTTGTCAACOGOEOGGCGATCRACCCACCCORCCARGCOCATTACAGGRECACACGACCCACECEECEOAGRACTCECACRCOBACOCOTOARC ACCRACTRACACTOCATTGAATCAGGRACCTAGAACRRAGACTOARTTARCAGACCACAAGAGCAAGACAGAGCOTAGCTACOGACACTECARAATOGATOATARGOTCACCEGACAGAAGTARARACACGOCGRCCCACGCCEGLCTCCT
TOTRRATCCTACAGRTCTRACACCAATAATCCORGTAGCGRACCETCTCARTCCATEETATCARACARGTCTTACCAECTCACACTTRCTOATCTACCRACATCCAGCCTRRATACTTCATAGTCOACATACKATTAGCTCGRATATGCAGGACTCTCTOC TACRCTGCCCTATCGTATACTCACACCTCCTAACTAATCCAGCATGCTRAGTRACTARTGCCCRATCCCACGTCATATCARTTATCAARTTCACCACTTCACAATCAGTTATTCN
GACCCCCEOACTCCATATC AT AR TRATICCCCCCCTCC T AT TaC TR ACCCAT A GACGRA T T AT TACA T ThA T AT TOCT AT T GAACT TR AT T T CTA T AT T TTaCT T AR T TAATCaA TR AT T T TR R A T AT TR TATCTA TR AR TRATTT TR TCTATATATCATTTAATRARRAATTATTATRCTRATTTCOCATTARCCRAGACACCTATCARACCATGACTCTCAARRAGTIGATAATAGTTAGTAA
AN LNTT RO LSE KT QT AR N EK LSS GYRINRAGDDAACLA T ERNRC RO LENAQKAQDGI L IO TAE G AL TETHATLORKRE LAY A RN DTS ADRTAI QDI DALYSENR LAGKTEENTQN L LDGTESGR K GANSGOS I TV T IGTHNARALGTTOLKIASYK V0TV TANAA L TAIDXATEQVSTERSKLGALQNRLERTINNLGATSENLTARESRIRDVONAKENNERTNRILTOARQANLAQANQVRQEVLOLLR

Sekil 49. AC6 hag geninin kodon kullannrminin G.kaustophilus, G. stearothermophilus ve B.subtilis kodon kullanim frekanslar1 ile
karsilagtirilmasi. CAlcal programi kullanilarak ¢izilmistir.

Iy



4. TARTISMA

Doktora tez kapsaminda gergeklestirilen bu ¢alismada, A. pallidus AC6 bakterisinde
ylksek seviyede ekspress edilen flagellin (hag) geninin promotor analizi ve regiilasyonu
incelenmistir. Ayn1 zamanda hag geninin hiicrede ylksek ekspresyonuna sebep olabilecek
diger faktorlerin iizerinde durulmustur. Promotor yapisinin ve regilasyonunun
aydinlatilmasinda B. subtilis hiicresi kontrol olarak kullanilmistir.

Aeribacillus pallidus AC6°da yiiksek ekspres edilen bir protein belirlenmis ve bu
protein bandinin sekans analizleri sonucunda hiicrede yiiksek ekspres edilen bu proteinin
flagellin proteini oldugu tespit edilmistir. Bakteriyel hiicrelere hareket 6zelligi kazandiran
flajella yapisi ii¢ kisimdan olugmaktadir. Flagellin proteini bakteriyel flajellanin ii¢
kismindan biri olan ve bakteriyel flajellanin % 98’ini olusturan filament kisminin ana
bilesenidir ve tek tip bir protein alt iiriiniinden olusur (Doetsch ve Soblad, 1980; Wilson ve
Beveridge, 1993; Mirel ve Chamberlin, 1989).

Protein sekans analizlerinden yola ¢ikarak hag genine ait tim nikleotit ve 5’-
upstream bolge sekansi elde edilmistir. Invers PCR teknigi ile tamamlanan hag geninin
acik okuma bolgesinin 828 baz ¢iftinden olustugu belirlenmistir. AC6’nin 828 bp’lik ORF
bolgesi 275 a.a kodlamaktadir. Bilinen flagellin proteinlerinin a.a sayist 276 ile 575
arasinda degismektedir. Bacillus subtilis flagellin proteini 304 a.a, Escherichia coli 497
a.a, Salmonella typhimirium 495 a.a’den olugmaktadir (Wilson and Beveridge, 1993; Joys,
1988).

Winstanley ve Morgan (1997), tarafindan yapilan ¢alismada 26 bakteri genusuna ait
flagellin proteininin N ve C-terminal domain a.a. sekanslar1 karsilastirilmistir. Sonuglar
acikca gostermistir ki tlim flagellin sekanslarinda bazi a.a’ler digerlerine gbre bugiine
kadar siki bir sekilde korunmuglardir. National Center for Biotechnology Information
Conserved Domain veritaban1 kullanilarak AC6 flagellin geninde N ve C- terminal
domainler bulunmus ve diger grup bakterilere ait domainler ile karsilagtirilmigtir. N-
terminal domain karsilastirmasi, AC6 flagellin proteininde N-terminal bdlgede ilk 100
a.a’in, C-terminal bolgede ise son 50 a.a’in diger a.a.’lere gore yiiksek oranda korundugu
tespit edilmistir. N-terminal bolge icerisinde 30-51. pozisyon arasinda yiiksek bir

korunmuslugun
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oldugu goézlemlenmistir. C-terminal kisimda son 16-18 a.a’in korunmus proteinler
bakimindan en yogun bdlge oldugu belirlenmistir.

Flagellin proteinleri karakteristik a.a igeriklerine sahiptirler. Flagellin proteinlerinde
asidik ve notral a.a’ler yiksek oranda bulunurken, bazik a.a ve tirozin, prolin, metionin,
triptofan ve histidin amino asitleri diisiik oranda bulunur. Sistein amino asiti ise, birkag
istisna diginda flagellin proteinlerinde bulunmaz (Wilson and Beveridge, 1993). AC6
flagellin proteininin amino asit igerigi bakteriyel flagellin proteinlerinin saptanan a.a. ile
benzerlik gosterir. AC6 flagellin proteini yiksek oranda kuvvetli a-helix yapisinin
olugmasini saglayan alanin a.a (%13,5) ve diisiik oranda histidin (%]1,5), Tirozin (% 0,7) ve
prolin (% 0,4) igerir. Sistein ve triptofan a.a AC6 flagellin proteininde bulunmamaktadir.
AC6 flagellin proteininin a.a igerigi bakimindan gosterdigi bu ozellikler diger karakterize
edilen flagellin proteinleri ile ortiismektedir.

Ug filogenetik analiz AC6 flagellin proteini icin taksonomik verileri elde etmek igin
yapildi. Ilk analiz 37 farkli bakteriyel tiiriin flagellin proteinleri ile AC6 flagellin
proteininin karsilastirma analizidir. Olusturulan koksiiz aga¢ gostermistirki AC flagellin
proteini Gram pozitif filum Firmicutes ve Spiroketler ile beraber dallanmistir (Sekil 21).
AC6 Firmicutes filumu ile beraber gruplandigi yapilan filogenetik agac ile belirlenmistir.
Geobacillus cinsi Bacillus genusundan ayrilan bir ¢ok termofilik bakterileri igerir (Banat
vd., 2004). Bu sonuglar 1s18inda Firmicutes filumu ile siniflandirilan AC flagellin proteinin
DNA ve a.a dizilerinin karsilagtirilmasi ile olusturulan koklii agagta AC6 flagellinin G.
stearothermophilu, G. kaustophilus ve B. pumilis tirlerine ¢ok yakin olduklari
gorilmektedir.

Flagellin proteini bakimindan AC6 bakterisine yakin olan Firmicutes filumu
icerisinde bulunan tiirlerin bilinen ¢ proteinlerinin korunmus bolgelerinden yola gikarak
ACS6 sigD geninin bir kismi ¢ogaltilmig ve invers PCR teknigi ile genin geri kalan niikleotit
sekanslar1 tamamlanmigtir. AC6 sigD geninin 771 baz giftinden olusan ORF bolgesi 256
a.a uzunlugunda o proteinini kodlamaktadir. National Center for Biotechnology
Information Conserved Domain veritaban1 (URL-9) kullanilarak AC6’da o® proteininde 3
korunmus bolge bulunmustur. Bakteriyel RNAP enziminin bir alt birimi olan o-faktor, 2a,
B ve B’ alt birimlerinden olusan kor RNAP enzimi ile birleserek holoenzim formunun
olusturulmasi ve holoenzim RNAP’m promotor bdlgesini taniyarak transkripsiyon

basamaginin baglamasini saglar (Haldenwang, 1995). ° proteinin de iginde bulundugu
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070—familyas1n1n protein sekanslar1 karsilastirilarak yapilan analizi sonucunda 6"

familyasinda evrimsel olarak korunmug doért bolgenin oldugunu gdstermistir (Borukhov ve
Severinov, 2002). ¢'® familyasinda alternatif o-faktorler grubunda bulunan o® proteinin bu
korunmus bolgelerden 3’iinii igerir, en az korunmus bdlge olarak bilinen 1. bdlge o°-
faktorler arasinda bulunmamaktadir (Chen ve Helmann, 1995).

Flagellin proteini hareketli bakterilerde en bol bulunan proteinlerden biridir ve
yapilan calismalar flagellin geninin transkripsiyonu tamamen c~ye bagmli oldugunu
gosterilmistir (Fredrick vd., 1995). 6”’ye bagh hag geninin transkripsiyonu geg logaritmik
fazda en ist diizeyde oldugu (Ordal vd., 1993) i¢in, AC6 hag geninin transkripsiyon
baslangi¢ noktasinin tespit etmek icin, mRNA izolasyonu ge¢ logaritmik faza kadar
biiyiitiilen hiicrelerden yapilmistir.

AC6 hag geninin transkripsiyon baglangi¢ noktasi 5’-RACE teknigi ile belirlendi.
Translasyon baglangi¢ kodonundan (ATG) 79 ve 80 bp upstream uzakliktaki T ve G
bazlar1 transkripsiyon baslangic noktasi olarak belirlendi. Transkripsiyon baslangi¢
noktasinin bulunmasindan sonra olasi promotor bdlgesi -10 ve -35 elementleri
belirlenmeye ¢aligildi. Yapilan inceleme sonucunda -10 ve -35 bolgelerinde Bacillus
subtilis o® tarafindan taninan benzer promotor sekansinin bu bélgelerde var oldugu tespit
edildi. o° en erken belirlenen alternatif o faktérlerden biridir ve o° Bacillus subtilis’te ge¢
flajellar (bazal yap1 tamamlandiktan hemen sonra sentezlenen) genler olan hag (flagellin),
ywC ve yvyF genlerinin ekspresyonundan sorumlu oldugunu gostermistir (Mirel ve
Chamberlin, 1989; Mirel vd., 1994; Chen ve Helmann,1994). Bunun yanisira birkag
kemotaksi proteininin ve ana vejetatif otolizinlerin sentezi i¢in gerekli oldugu tespit
edilmistir (Muller vd., 1997; Fredrick ve Helmann, 1994; Margot vd., 1999). B. subtilis
hiicresinde sentezi icin o -faktore ihtiyac duyan tim genlerin promotor bélgeleri
incelendiginde -35 bdlgede TAAA ve -10 bolgede CCGATAT konsensus sekanslara sahip
oldugu goriilmiistiir (Helmann, 1991).

AC6 hag geninin promotor bélgesinin tespiti, 6° bagimli transkripsiyonun gosterimi
ve in vivo promotor aktivitesinin belirlenmesi icin, hag geni promotor fragmentleri
olusturulmustur. Olusturulan promotor fragmentlerinin bazilar1 -35, -10 ve UP
clementlerini icerirken, bazilar1 sadece -10 ve -35 elementlerini, bazilar1 sadece -10
elementini, bazilar1 ise hi¢bir promotor elementini igermeyecek sekilde dizayn edilmistir
(Sekil 30). Olusturulan bu promotor fragmentleri daha sonra promotorsuz lacZ geni igeren

pDG1663 integrasyon vektoriine klonlanmistir. Bakterilerde in vivo promotor
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aktivitelerinin belirlenmesi ¢aligmalarinda ¢ogunlukla ilgilenilen promotor bdlge ile bir
raporter gen arasinda flizyon olusturulur. Daha sonra hiicre icerisine atilan bu ikiliden
raporter olanin ekspresyon seviyesine gore promotor aktivitesi belirlenebilir (Ross ve
Gourse, 2009). Bakterilerde yaygin olarak kullanilan raporter genler p-gal (beta-
galaktosidaz), GFP (yesil florosent protein), lusiferaz, GUS (beta-glucunosidase), CAT
(Kloramfenikol asetil transferaz) genleridir (Silhavy vd., 1984). Escherichia coli lacZ geni
tarafindan kodlanan beta-galaktosidaz (-gal) bu raporterlerden en popiiler olanidir (Pessi
vd., 2001).

Bacillus subtilis’de yapilan promotor analizlerinin ¢ogu E.coli lacZ geni ile birlikte
flizyon yapilandirilmasi vasitasiyla gerceklestirilir ve beta-galaktosidaz aktivitesi ile test
edilir. Transkripsiyonel veya translasyonel seviyede lacZ geni ile flizyon olarak
yapilandirilmis bir¢ok integrasyon vektorii olusturulmustur. Fiizyon olusturulmasi genin
bozulmasina neden olmaz ve asil genin regiilasyon modelinin izlenebilmesine imkan verir.
Bu 6zellikler integrasyon vektoriiniin kullamim avantajlarindan bazilaridir. Bunun yanisira
spesifik DNA fragmentinin transkripsiyonel potansiyelinin ¢alisilmasi transkriptin
olustugu dogal hiicrede gerceklestirilebilir. Gen regililasyonunda promotor fragmentlerinin
yanindaki sekanslarin regiilasyondaki roliiniin anlasilmasit igin yapilan delesyon
analizlerinde kolayca uygulanabilir. EK olarak transkripsiyonel ve translasyonel flzyonlar
Campbell-tip mekanizma vasitasiyla yaban tip lokusu icerisine tek kopya halinde integre
olarak analiz edilebilirler (Mogk vd., 1996; Tran vd., 1998; , Guerot-Fleury vd., 1996).
Calismada kullandigimiz integrasyon vektorii pDG1663, Bacillus subtilis 168 treonin
sentaz (thrC) lokusunun upstream ve downstream fragmentlerini igerir. Bu fragmentler
arasinda B. subtilis spoVG geninin translasyon baglangi¢c sinyaline fiizyon olmus
promotorsuz E.coli lacZ geni yer alir. SpoVG geninin hemen 6nunde istenilen fragmentin
vektor i¢ine yerlestirilebilmesi i¢in ¢coklu kesim bolgesi ilave edilmistir. Ayn1 zamanda bu
fragmentler icinde B. subtilis’de secilimi saglayan eritromisin ve linkomisine kars1 direng
saglayan (MLS) antibiyotik diren¢ markir1 vardir (Guerot-Fleury vd., 1996). AC6 hag geni
promotor fragmentleri bu kesim bolgeleri kullanilarak lacZ geninin dniine yerlestirilmis ve
B. subtilis CU1065 ve sigD geni hiicre genomundan silinmis HB4035 susu icerisine
atilmisgtir. Aeribacillus’lar i¢in bugiine kadar dizayn edilmis bir integrasyon plazmiti
bulunmadigindan dolayr Aeribacillus cinsinin ayrildigi ve filogenetik olarak AC6 sigD ve
hag genine en yakin grup olan Bacillus cinsi promotor aktivitesinin in vivo olarak

belirlenmesi deneylerinde kullanilmistir.
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Olusturulan hag:lacZ fiizyon vektorleri CU1065 ve HB4035 hiicre genomlarina
integrasyonlar1 saglandiktan sonra koloniler X-gal iceren petrilerde biyuttlddler. X-gal’li
petriler de buyiyen kolonilerden hagl185, hagl38a ve hag138b promotor fragmentlerini
iceren CU1065 yaban tip hicreleri koyu mavi renkli koloniler meydana getirirken,
hagll7a ve hagll7b fragmentlerini iceren CU1065 yaban tip hiicrelerinin bazen
belirlenemeyecek seviyede ¢ok agik mavi renkli koloni olusturduklar1 gézlemlendi. Diger
promotor fragmentlerinden hag98 ve hag56’y1 iceren CU1065 hiicrelerinin ve tiim
promotor fragmentlerini iceren HB4035 hiicrelerinin normal koloni renginde blyudikleri
tespit edildi (Sekil 32). Ayni sonuglar 3-gal. testi sonucunda da elde edildi. B-galaktosidaz
aktivitesi sadece hag185, hag138a, hag138b, hagl1l7a ve hagl17b promotor fragmentlerini
tagstyan CU1065 hiicresinde gozlemlenirken, hag98 ve hag56 promotor fragmentlerini
tastyan CU1065 ve tim promotor fragmentlerini tastyan HB4035 hiicrelerinde f-
galaktosidaz aktivitesi tespit edilemedi (Sekil 33). Bu sonuglar bize AC6 hag geninin
ekspresyonu igin c° proteinine kesinlikle gerek oldugunu gdstermektedir. o proteini
kodlayan sigD geni hiicre genomundan silinmis HB4035 hiicresine aktarilan promotor
fragmentleri o°  proteini olmadigindan dolayr lacZ  geninin  ekspresyonu
gergeklestirememislerdir. 6° proteinin biyolojik fonksiyonunu agiklamak igin yapilan
caligmalarda sigma-D geninden yoksun olan B. subtilis hiicresinin yagamini siirdiirebildigi
fakat hareket Ozelligini kaybettigi tespit edilmistir. Yapilan Western Blot analizleri
sonucunda bu hiicre flagellin polipeptidinin eksik oldugu gériilmiistir. Bu sonuglar
dogrultusunda o° proteinin flagellin gen ekspresyonu icin mutlaka gerekli oldugunu
kanitlamigtir (Helmann vd., 1988a; Helmann vd., 1988b). Yapilan B-galaktosidaz testi
sonuglar1 Bacillus subtilis’da oldugu gibi, AC6 flagellin geni transkripsiyonunun RNA
polimerazin alt birimi olan ¢° tarafindan kontrol edildigini gdstermistir.

Yapilan B-galaktosidaz deneyinde CU1065 yaban tip hicrelerinde en yiksek (-
galaktosidaz ekspresyon seviy esi hagl85 promotor fragmentini tagiyan yaban tip hicrede
goriilmiistiir. Bu ekspresyon seviyesini hagl38a ve hagl38b promotor fragmentleri takip
etmektedir (Tablo 24). En uzun fragment olan hagl185, bu fragmentten upstream yonde 47
bp daha kisa olan hagl38a ve upstream yonde 47 bp ve downstream yonde 18 bp daha
kisa olan hag138b fragmentlerini tagiyan hiicreler arasinda B-gal seviyesi arasinda %10’luk
cok kiiclik bir fark vardir. Bunun yaninda sadece downstream yonde aralarinda 18 bp
uzunluk farki bulunan hagl38a ve hagl38b promotor fragmentlerini tasiyan hiicreler

arasinda B-galaktosidaz seviyesinde neredeyse hicbir fark yoktur. Bu sonuglar translasyon
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baglama kodonundan sonraki dowstream sekanslarin AC6 hag geninin ekspresyon
seviyesini etkilemedigini gostermistir.

Promotor fragmentleri incelendigi zaman hagl85, hagl38a, hagl38b, hagl17a ve
hagl17 fragmentlerinin promotor elemanlarindan -10 ve -35 elementlerini i¢erdigi
goriilmektedir (Sekil 30). Buna ragmen [-galaktosidaz ekspresyonu hag185a, hag138a ve
hag138b fragmentlerini tagiyan hiicrelere gore hagl17a ve hagl17b fragmentlerini tagiyan
hiicrelerde sasirtict derecede diismiistiir. Bu diisiik ekspresyona sebep olan hagll7a ve
hagl17b fragmentleri incelendiginde hagl85 fragmentinden upstream yonden 68 bp,
hag138 fragmentlerinden upstream yonde 21 bp daha kisa olduklar1 goriilmektedir (Sekil
30). Bu sonuglar incelendiginde hagl17a ve hagl 17b promotor fragmentlerinin -10 ve -35
promotor fragmentlerini igermelerine ragmen son c¢alismalar ile promotor yapisi
elemanlarina eklenen AT bazlarinca zengin UP elementlerinden yoksun olduklar1
gorilmektedir. RNA polimeraz enziminin alt birimlerinden biri olan a altbiriminin C-
terminal domaini, promotorun -35 bolgesinin upstream tarafinda bulunan ve upstream
element (UP) olarak bilinen sekanslar1 etkiler. a-DNA iligkisi hem bazal transkripsiyonda
hem de aktive edilen transkripsiyonda 6nemli rol oynar (Gourse vd., 2000). E.coli’de
bulunan rrmB geni ¢'° tarafindan tanman -10 ve -35 bélgelerine sahiptir. rrnB’nin
transkripsiyonu  ilizerine yapilan caligmalar gostermistir ki; RNAP enziminin
altbirimlerinden ¢ kadar a altbirimi de transkripsiyonun baslamasinda énemlidir. Yapilan
caligmalar da o altbiriminin C-teminal bdlgesi rrnB promotorunun UP bdolgesine
baglandigi ve transkripsiyonun aktivasyonu yaklasik olarak 30 kat arttirdig:
gozlemlenmistir (Rao vd., 1994). UP elementleri yanlizca E .coli 6" (Ec™) promotorlar
ile simirli olmadiklar1 gibi yanlizca E. coli promotorlart ile de smirh degillerdir. UP
elementlerinin Ec*? ve ¢ tarafindan transkripte edilen belirli promotorlarida aktive ettigi
belirlenmistir (Newlands vd., 1993; Fredrick vd., 1995). Baz1 Gram pozitif bakterilerin
promotorlart UP elementlerini E.coli promotorlarindan bile daha sik kullanabilir (Graves
ve Rabinowitz, 1986; Helmann, 1995). Bu bilgiler 1s18inda yapilan B-galaktosidaz deney
sonuglar1 gostermistir ki, AC6 hag genini -35 promotor elementinin upstream ydniinden
bulunan A ve T bazlarinca zengin -42 ve -80 bp arasindaki sekanslar AC6 hag geninin tam
ekspresyonu i¢in gereklidir (Sekil 34).

Yapilan ¢alismada UP elementlerini igeren hagl85 fragmentini tasiyan hiicrelerde -
gal. aktivitesinin UP elementlerini icermeyen hagl17a ve hagl17b fragmentlerini tagiyan
hiicrelere gore 17 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (Tablo 24). Fredrick, (1995)nin



118

yaptig1 bir ¢alisma da, UP elementlerinin B. subtilis hag geninin ekskpresyonunu 20 kat
artirdig1 ve hag geninin tam ekspresyonu i¢in bu UP elementlerine ihtiyaci oldugunu
gostermistir.

Promotor aktivitesinin in vivo olarak gosterilimi deneylerinde AC6 hag genin
trankripsiyon baglangi¢c noktasi translasyon baslangi¢ kodonundan 79 ve 80 bp upstream
yonden G ve T niikleotidleri olarak belirlenmistir. Hem transkripsiyon baslangi¢ noktasinin
belirlenmesi ile hemde yapilan -gal. deneyleri sonucunda AC6 hag promotorunun -8 ve -
14 bp arasindaki CCGATAT sekanslarinin -10 promotor elementine, -30 ve -33 bp
arasindaki TAAA sekanslarinin ise -35 promotor elementine ait olduklar1 ve bu sekanslarin
o° proteini tarafindan tanman promotor sekanslari olduklar: tespit edilmistir. Yapilan p-
gal. deneyleri sonucunda ise -42 ve -80 bp arasindaki sekanslarinin AT bazlarinca zengin
UP promotor olduklari ve bu UP promotor elementlerinin AC6 hag geninin ekspresyonunu
17 kat arttirdig1 belirlenmistir (Sekil 34, Tablo 24).

Bakteriyel o-faktorler RNAP holoenziminin spesifik promotor bdlgesinin
taninmasinda gorev yaparlar ve transkripsiyonda pozitif regulator olarak rol oynarlar. Bu
gline kadar B. subtilis, E. coli ve bircok mikroorganizmanin c- faktor proteinlerine sahip
olduklart ve hiicrede bir¢ok genin ekspresyonunu kontrol ettikleri gosterilmistir (Grosman
vd., 1984; Hirschman vd., 1985; Helmann, 1995; Martin vd., 1993; Gruber ve Bryant,
1998; Losick vd., 1986). Yapilan calismalar ile B. subtilis ve diger bazi bakterilerde
hiicrede spor olusumu, bazi kemotaksi, ge¢ sentez edilen hareket genlerinin ve flagellin
geninin ekspresyonunun o ve homologlar: tarafindan kontrol edildigi gdsterilmistir
(Helmann, 1991). in vitro hag promotor bdlge-RNAP holoenzim kompleksinin
incelenmesi icin AC6 ve B. subtilis ¢° proteini saflastirildi. Komple gen sekanslari bilinen
iki hiicrenin o° proteinleri E. coli ekspresyon sistemleri ile asir1 ekspresyonlari saglandi.
Hiicrede inkliizyon yapilari olusturan o proteinlerinin saflastiriimasi sodyum sarkosyl
kullanilarak gergeklestirildi. Cogu o-faktdr E.coli hiicresinde asir1 ekspresyondan sonra
inkllizyon yapilar1 olusturur (Helmann, 2003). Inkliizyon yapili proteinler biyolojik
aktiviteden yoksundurlar ve fonksiyonel olarak aktif proteini yeniden elde etmek igin
cozlilmelerine, yeniden katlanmalarina ve saflastirilmaya ihtiyaglari vardir (Singh ve
Panda, 2005). Bundan dolay E. coli hiicresinde asir1 ekspres edilen AC6 ve B. subtilis 6°
proteinleri dnce % 2 sodyum deoksikolat iceren TGED tamponu icersinde ¢ozildu ve
aniyonik bir deterjan olan sodyum sarkosyl ile denatiire edildi ve DEAE-Sepharose ve

mono-Q kolon kromotografileri ile saflastirilmalari saglandi.
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Saflastirilan AC6 ve B. subtilis ¢ proteinlerinin Bradfort yontemi ve Nanodrop
Olgtimleri karsilastirilarak protein konsantrasyonlari tespit edildi ve SDS-PAGE jelinde
gozlemlendi. SDS-PAGE jelinde analiz edilen AC6 o° proteininin molekiiler agirligi bu
proteinin sekansina gore biyoinformatik olarak tahmin edilen molekiiler agirligindan daha
yiiksek oldugu gozlendi. Biyoinformatik olarak AC6 ° proteininin molekiiler agirlig1 28,6
kDa, B. subtilis ¢° proteininin molekiiler agirlig1 29,8 kDa olarak hesaplanmasina ragmen,
SDS-PAGE jelinde AC6 " proteini yaklagik olarak 30-35 kDa molekiiler agirhginda
gozlemlendi (Sekil 37). SDS-PAGE analizi boyunca c" proteinin bu anormal yiiriimesinin
bir ¢ok 6rnegi goriilmiistiir ve bu sonucun izolasyon asamasinda kullanilan dodesil siilfat
ile polipeptidin yiiksek asidik bolgeleri arasinda olusan nispeten giiclii etkilesimin bir
yansimasi oldugu disiiniiliir (Burton vd., 1982).

c° proteininin maksimum seviyesi ge¢ logaritmik biiyiime fazinda B. subtilis
hiicresinde 220 molekiil olarak tahmin edilmistir. Bu diisiik seviyeye ragmen, c°’nin
promotor bdlgesini tanimasi ve promotor bdlgesini tanidigi genin transkripsiyonunu
baslatma yetenegi ¢ok yiiksektir (Helmann vd., 1988b; Marquez vd., 1990). ¢"’nin bu
ozelliginden dolayr promotor-RNAP holoenzim kompleklerinin aydinlatilmasi i¢in yapilan
in vitro deneylerde kullanilacak olan kor RNAP enziminin " kontaminasyonu olmadan
saflagtirilmas1 gerekmektedir. Hiicre genomundan o° proteinini kodlayan sigD geni
silinmig B. subtilis HB4035 hiicresi bu 0zelliginden dolayr kor RNAP enziminin
saflastirilmasi iglemi i¢in kullanildi. RNAP enziminin alt birimlerinden B’Unu kodlayan
rpoC geninin 3’ ucuna histidin kuyrugu eklenmis bir genoma sahip olan B. subtilis JH642
(Fujita ve Sadaie, 1998; Qi ve Hulett, 1998) bakterisinin genomik DNA’sindaki bu kisim
HB4035 hiicresine integrasyonu saglandi ve sonugta olusturulan EC1003 hiicresinin hem
o° proteininden yoksun olmasi hemde RNAP saflastirilmasi igin histidin kuyruguna sahip
olmas1 saglandi. Proteinlerin fonksiyonel analizi ve saflagtirilmasi i¢in histidin kuyrugu
ekleme stratejisi genis olarak kullanilir. Kashlev, (1993)’de bu metodu E. coli’de
uygulamiglardir. Histidin residiilerinin rpoC geninin C-terminal ucuna eklenmesiyle
rekombinant rpoC geni olusturulmus ve kor RNAP enzimi bu metodla kolayca
saflagtirllmigtir. B. subtilis igin ise bu metod Fujita ve Sadai, (1998) tarafindan
gerceklestirilmistir. His-tag kuyrugu iceren rpoC genini tagiyan integrasyon plazmiti
neomisin secici markiri ile B. subtilis kromozomal DNA’sma integre edilmis ve His-tag

kuyrugu kullanilarak RNAP enziminin kolayca saflastirilmasi gergeklestirilmistir.
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ACS ve B.subtilis 6° proteinlerinin kor RNAP enzimi ile yeniden yapilanmasi, AC6
hag geni promotor bdlgesini taniyarak promotora baglanmasi ve bir RNA transkriptinin
sentezini saglamasi in vitro transkripsiyon deneyi ile gergeklestirildi. AC6 hag geni
promotor fragmentleri B. subtilis kromozomuna integre edilmis ve promotor
fragmentlerinin éniindeki lacZ geninin ekspresyonu B. subtilis c® ve kor RNAP enzimi
tarafindan in vivo olarak saglanmustir. Bundan dolayr hem AC6 hem de B. subtilis o
proteinleri holoenzim yapisini yeniden olusturmak i¢in kullanilmiglardir.

in vitro transkripsiyon reaksiyonu farkli sicakliklarda gergeklestirilmistir.
Reaksiyonda kullanilan pEC3 plazmiti hag geninin UP, -35 ve -10 promotor elementlerinin
yanisira genin translasyon baslama kodonundan itibaren 385 bp downstream bdlgesinide
icermektedir. Reaksiyon sonucunda holoenzim yapisinin olusup AC6 hag geni promotor
bolgesine baglanarak RNA transkriptlerini sentezleyebilme kabiliyeti Q-PCR (real time)
yontemi ile belirlenmeye calisildi. Eger holoenzim yapist olusmus ve AC6 hag geni
promotor bolgesini taniyabilmis ise reaksiyon siiresine bagli olarak downstream ydnde
belirli uzunluklarda transkriptler olusacaktir. Bu transkriplerden sentezlenen cDNA, daha
sonra niikleotit sirasi bilinen hag genin 385 bp downstream bdlgesinden dizayn edilen
primer ¢ifti vasitasiyla Q-PCR reaksiyonu ile gogaltilarak, o® proteinleri tarafindan
transkripsiyonu farkli sicakliklar da gergeklestirilip gerceklestirilemedigi ve gerceklesen
reaksiyonlardaki transkripsiyon seviyesi tespit edilmeye ¢aligilarak aydnlatildi. Yapilan Q-
PCR reaksiyonu 7303 Sequence Detection (Applied Biosystem) yazilimi ile analiz edildi.
Analiz sonunucunda in vivo deneylerde de oldugu gibi B. subtilis ¢° proteinin AC6 hag
geni promotor bdlgesini taniyarak tiim sicakliklarda RNA sentezini baglatabildigi
gosterildi. AC6 ve B. subtilis ¢ proteinleri tarafindan gerceklestirilen en iyi ekspresyon
seviyesi 40°C’de gbzlendi. Daha yiiksek sicaklhiklarda (50, 60) B. subtilis ¢° proteinin
tarafindan transkript edilen RNA seviyesi diiserken, AC6 o° proteini tarafindan transkript
edilen RNA seviyesi bir miktar artmistir. Termofilik bir bakteri olan AC6’mn ° proteini
tarafindan transkript edilen RNA’larin seviyesi bu yiiksek sicakliklarda daha fazla olmasi
beklenirken, RNA seviyesi 40°C’nin altinda olmustur (Sekil 45) ve sicaklik artikga
transkript seviyesi de dismiistiir. Kor RNAP enziminin B. subtilis’ten izole edilmesi ve
mezofilik bir bakeri olan B. subtilis enzimlerinin yiiksek sicakliklarda bozulmaya
baslamasindan dolay1 bu sonuglarin elde edildigi diisiiniilmektedir.

in vitro transkripsiyon deneyinde kontrol reaksiyonlar1 ¢° proteinleri icermezken

sadece kor RNAP enzimini ve pEC3 plazmitini i¢erek sekilde gergeklestirilmistir. Yapilan
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runoff transkripsiyon ve Q-PCR deneyleri sonucunda tim sicakliklardaki kontrol
reaksiyonlarinda RNAP enziminin AC6 hag promotor bolgesine baglanamadigi ve her
hangi bir RNA transkripti olusturamadigi belirlenmistir. Chen ve Helmann, (1995)
tarafindan yapilan bir calismada B. subtilis kor RNAP enzimi ve o® faktorii saflastirilmistir
ve yeniden olusturulan 6°-RNAP holoenziminin o° tarafindan taninan bircok promotor
bolgesinden transkripsiyonu baglatabildigini gdstermiglerdir. Caligmada kullandiklar:
promotor bdlgelerden biri B. subtilis flagellin geni promotor bdlgesidir ve holoenzim
formasyonun bu bolgeden transkripsiyonu bagalatabildigi gosterilmistir.

Promotorun -10 ve -35 elementlerinin taninmasi spesifik 6-DNA kontagini
gerektirmesine ragmen, solusyon igerisindeki ¢ faktorlerinin promotor DNA’sina ¢ok az
ilgisi oldugu kabul edilir (Gruber ve Gross, 2003). Onciil ¢ faktérde bulunan Bélge 1 (
amino termal domain) serbest o-faktorlerinin DNA ile etkilesimini doniistimlii olarak
engeller. Bolge 1’in 6nciil o faktérlerden uzaklastirilmasi bu maskelemeyi ortadan kaldirir
(Dombroski vd., 1992). Oysa ki, ¢ogu alternatif ¢ faktor Bolge 1’i igermez ve bu
faktorlerin muhtemelen kendine 6zgli farkli ihibisyon mekanizmalar1 vardir. Bu spesifik
durumlarda o°:FlgM kompleksinin yapisal analizi incelendiginde o°’nin DNA’ya
baglanan iki domaininin (BOlge 2 ve 4) FIgM ile siki bir ¢ yapist olusturdugu agiga
cikarilmistir (Sorenson vd., 2004). Distilfit capraz baglar1 kullanilarak yapilan caligmalar
solusyon igerisindeki o° igin bu siki yapisma benzer bir yapmin baskin oldugu
gosterilmistir (Sorenson ve Darst, 2006).

6°’nin DNA’ya baglanmasii maskeleyen siki kompakt yapisi solusyon igerisinde
dominant olmasina ragmen, Chen ve Helmann (1995) tarafindan 6nceden yapilan bir
calismada in vitro olarak ¢°’nin promotor DNA’sini spesifik olarak tanidig1 gosterilmistir.
Promotor DNA’smmn o° tarafindan spesifik olarak tanindigimin kanitlari mobility shift
assay (EMSA), DNA footpringting ve kimyasal modifikasyon deneyleri ile desteklenmistir
(Chen ve Helmann, 1995). o° icin DNA’ya spesifik olarak baglandigi gdsterilmesine
ragmen, bu etkilesim karakterize edilmemis ve kor RNAP altbiriminin yoklugunda o
faktorlerin spesifik olarak DNA’ya baglanma aktivitesi tartismali olarak aynen kalmistir.
Bazi arasgtirmacilar ve yaptiklari ¢aligmalar ile kor RNAP yoklugunda ¢ faktOriin spesifik
olarak DNA’ya baglanamadigini (Schwartz vd., 2008; Sorenson ve Darst, 2006) savunanan
caligmalarin tersine kor RNAP yoklugunda bile o faktorlerin promotor elementlerini
taniyabildigi ideasin1 savunan (Imashimizu vd., 2006; Kudo vd., 1981; Sevostyanova vd.,

2007) bir kag ¢alismada vardir. AC6 ve B. subtilis ¢° proteinin AC6 hag geni promotor
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bolgesine baglanma afinitesi Florosent Anisotropy Deneyi ile incelenmistir. AC6 hag geni
yaban tip ve -10 promotor elementinde mutasyonlar igeren floresent isaretli 58 bp’lik
promotor bolgesi oligonikleotitleri ve bunlarin komplementer zincirleri 95°C’de 1sitilarak
ve oda sicakliginda yavasga sogutularak hag geni promotor DNA dupleksleri
olusturulmustur. AC6 ve B. subtilis o° faktérlerinin bu promotor DNA dublekslerine
baglanma ilgileri degisik sicakliklarda test edilmistir. Ik olarak 100 nM yaban tip DNA
promotor dubleksi 50 mM NaCl iceren TGED tampon icerisinde homojen bir bicimde
¢oziilmiistiir. DNA dubleksinin bu tampon igerisindeki dénme hareketi Floresent
spektrofotometresi ile Slgiilerek ilk ol¢iim alinmistir. Daha sonra belirli miktarlarda o
proteinin spektrofotometre kilvetine ilave edilerek o proteinlerinin AC6 hag geni
promotor bolgeye baglanma ilgisi hesaplanmistir. Tim sicakliklardaki anisotropy
deneylerinde hem AC6 hemde B. subtilis ¢° proteini AC6 hag geni promotor bélgesine
direkt olarak baglanabildikleri fakat bu baglanmanin olduk¢a zayif oldugu
gozlemlenmistir. Yapilan olgiimlerde B. subtilis o° proteininin promotor bdlgeye tiim
sicakliklarda AC6 o° proteininden daha da zayif olarak baglandig: tespit edilmistir. Chen
ve Helman (1995) tarafindan gergeklestirilen bir calisma B. subtilis o° proteininin flagellin
geni promotor bolgesine zayif bir gekilde direkt olarak baglandigini gostermistir.

Floresent Anisotropy deneylerinde yaban tip promotor DNA dubleksinin yanisira,
deneyde -10 promotor elementinde mutasyonlar yapilmis DNA dubleksleri de kullanildi.
Yapilan ¢alismalar GCCGATAT sekansina sahip uzun -10 promotor elementinin GCCG
motifinin tim o° familyasi ve homologlar1 arasinda siki bir sekilde korundugunu ve c°
faktoriin DNA’ya baglanmada bu motifin dnemli oldugu gosterilmistir (Koo vd., 2009;
Wozniak ve Hughes, 2008; Yu vd., 2006). AC6 hag geni promotorunun CCGATAT
sekansina sahip -10 elementi CCG ve ATAT motiflerinde sirasiyla mutasyonlar meydana
getirilmistir. [k mutasyon ATAT motifinde yapilarak bu sekans CGCG olarak
degistirilmistir. Yapilan FA deneylerinde bu mutasyon sonucunda B. subtilis ¢° proteinin
tim sicakliklarda promotor bolgesine baglanabildikleri bu mutasyonun baglanmada etkili
olmadig1 gozlendi. AC6 o° proteinin ise bu mutasyona sahip promotor bélgesine 30°C ve
40°C’de baglanabilirken, 50°C ve 60°C’de bu promotor bdlgesine baglanamamistir. ikinci
olarak CCG motifi CTA olarak degistirilmis ve FA deneyleri gerceklestirilmistir. Yapilan
deneyler sonucunda hem AC6 hem de B. subtilis ¢° proteinlerinin tiim sicakliklarda bu
mutasyona sahip promotor bdlgesine baglanamadiklar1 tespit edilmistir. Koo, (2009)

tarafindan yapilan ¢alismada -10 promotor elementinin GCCG motifinin ° proteinin 2.4



123

alt yapisi ile etkileserek, promotor-c° baglanmasinda 6nemli oldugu gosterilmistir. o
proteininin 2.4 alt biriminde bulunan D77 ve R80 a.a’lerinin CG bazlan ile etkilestigi
gosterilmistir. Promotorun -10 elementinin upstream uzantis1 olan GC bazlar ise c°
proteinin 3.0 alt birimindeki R70 a.a ile birlestigi gosterilmistir. Calismada -12C ve -11G
bazlarinda yapilan tekli mutasyonlar sonucunda promotor aktivitesinin onemli Slciide
diistigti tespit edilmistir ve bu bazlarin promotorun -10 elementinin sinir1 oldugu
Onerilmistir. Bunun yanisira -13C ve -14G bazlarinda yapilan tekli mutasyonlar sonucunda
promotor aktivitesinde belirgin bir diislis olmazken, her iki bazda da olusturulan c¢iftli
mutasyon sonucunda promotor aktivitesinin yaklagik 20 ile 50 kat arasinda distiigi
gozlenmigtir. Bu sonuglar GC bazlarindan birinin yiiksek promotor aktivitesinin olmasi
icin yeterli oldugunu gostermistir ve bu bazlarin -10 promotor elementinin upstream
uzantist oldugu ortaya koyulmustur. flgKL promotor bolgesi tizerinde yapilan ¢alismada -
10 elementinin upstream GC bazlarinda meydana getirilen tekli mutasyonun promotor
aktivitesini engellemezken bu bazlarda meydana getirilen ¢iftli mutasyon sonucunda
promotor aktivitesinde biiyiik bir diigiis gozlemlenmistir (Wozniak ve Hughes, 2008). AC6
hag promotorunun -10 elementindeki CGG yapisindaki bu {iglii mutasyon sonucunda da "
proteinlerinin promotor bolgeye baglanamadiklari tespit edilmistir ve bu sonuglar
dogrultusunda -10 elementinin CGG motifinin 6°’ye baglanmada 6nemli motif oldugu
belirlenmistir.

Yapilan in vitro deneyler sonucunda AC6 hag geninin bakteriyel o-faktdrlerden o°
tarafindan tanindigmi ve hag geninin transkripsiyonunun o° tarafindan saglandig

gosterilmistir. o°

proteinin promotor bolgesine zayif olarak direkt baglanabildigi
gosterilmistir. AC6 hag geninin yiksek seviyede ekspres olmasma neden oldugu
diisliniilen promotor yapist hem in vivo hem de in vitro olarak incelenmistir. Bunun
yanisira hiicrede bir proteinin ekspresyonun yiliksek olmasini saglayan mRNA’nin
sekonder yapisi, kodon kullanim frekansi, giicli Shine-Dalgarno sekansinin varligi gibi
diger faktorlerde (Karlin ve Mrazek, 2000), bu c¢alismada biyoinformatik olarak
incelenmeye ¢aligilmistir.

mRNA’nin degredasyonu hiicresel bir islemdir ve gen ekspresyonun kontrolii igin
yiiksek derecede onemlidir. Siirekli olarak sentez edilen bir mesajin hiicredeki kararl
durumunun konsantrasyonu direkt olarak onun yarilanma 6mrii ile orantilidir (Emory vd.,

1992). mRNA’nin kararli durumunun seviyesi hem sentez hem de degredasyon ile

belirlendigi igin mRNA bozulmasi gen ekspresyonun regiilasyonunda transkripsiyon
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faktorleri kadar Onemlidir. mRNA’nin yarilanma Omrii iizerine yapilan caligmalar
gostermigtir ki organizmalar arasinda bu oran degisiklik gostermektedir (Feng ve Niu,
2007). E. coli mRNA’larinin yarilanma omrii 1 ile 10 dk arasinda degisirken,
Saccharomyces cerevisiae’da yaklasik olarak 3 dk.’dan 90 dk.’ya kadar uzayabilmektedir
(Bernstein vd., 2002; Selinger vd., 2003; Wang vd., 2002). E.coli ve B. subtilis’de mMRNA
degredasyonu Uzerine yapilan g¢alismalar mRNA’nin 5° UTR (Untranslated Region)
bolgesinin sekonder yapisinin stabilitede 6zellikle belirleyici faktor oldugunu gostermistir.
E.coli ompA ve B. subtilis aprE genlerinin transkriptlerinin 5° ucunda bir stem-loop
yapisinin oldugu belirlenmistir ve alisilmadik bir sekilde bu stem-loop yapisini igeren
transkriptlerin daha uzun yarillanma Omrii oldugu gosterilmistir (Emory vd., 1992;
Hambraeus vd., 2002). Yapilan bu ¢aligmada AC6 hag geninin mRNA’sinin 5° UTR
bolgesinin sekonder yapis1t mfold (URL-3, 2010) programi ile incelenmistir. inceleme
sonucunda AC6 hag geni transkriptinin 5° ucunda bir stem-loop yapisinin varligi
gozlemlenmistir. Daha Onceden yapilan ¢alismalar 1s18inda bu yapinin AC6 hag geni
transkriptlerinin stabilitesini artirdig1 diistiniilebilir. Bu yapmin stabiliteyi artirmasi
sonucunda hicrede uzun sure bulunan AC6 hag geni mRNA’sinin siirekli olarak
translasyona ugramasina yol acabilir. Sonug olarak AC6 hag geninin yuksek seviyedeki
ekspresyonunun bir nedeni de mRNA’smin 5° ucundaki stem-loop yapisti olabilir.

AC6 hag geni mRNA’smin 3’ sekonder yapisi ise FindTerm (URL-4, 2010)
programi kullanilarak tespit edildi. Yapilan inceleme sonucunda AC6 hag geni
transkriptinin 3’ ucunda da bir stem-loop yapisinin bulundugu gosterilmistir (Sekil 49).
Stem-loop yapist incelendiginde GC bazlarinda yiiksek bir govde (stem) kismi ile U
bazinca yiiksek bir loop yapisi gériilmektedir. mRNA’nin 3° ucunda goriilen bu yapi tipik
rho-bagimsiz transkripsiyon sonlanma yapisidir (Mott vd., 1985). Yapilan bu analiz
sonucunda AC6 hag geni transkriptinin rho-bagimsiz sekilde 3’ ucunda olusan bir stem-
loop yapist ile sonlandigr tespit edilmistir. Bunun yanisira bakteriyel ve faj mesajlarinin 5’
ve 3’ uclart mRNA’nin stabilizasyonunu gosterir. Cogu prokaryotik mRNA’larin 3’-
terminal stem-loop yapist mRNA’y1 3’ ekzoriboniikleazlar tarafindan degredasyonuna
kars1 korucuyu bir bariyer olarak gorev yapar (Belasco vd., 1985; Chen vd., 1988).

Son zamanlarda kodon kullanim frekansinin bir genin ekspresyonunda 6nemli olan
faktorlerden biri oldugu tespit edilmistir (Ermolaeva, 2001; Lithwick and Margalit, 2003).
Yapilan caligmalar sonucunda kodon kullanim derecesi ile gen ekspresyonu arasinda

pozitif bir korelasyon oldugu gosterilmistir (Carbone vd., 2003). Cogu amino asit birden
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fazla tglii kodon tarafindan kodlanir. Bu kodonlar sinonim olarak adlandirilirlar ve
genellikle tiglincti niikleotitde farkli bir baz kullanimi ile ayrilirlar. Bu sinonim kodonlar
ayn1 organizmanin genlerinde bile esit frekansta kullanilmazlar (Grantham vd., 1980; Gouy
ve Gautier, 1982). Farkli kodonlar1 tasiyan farkli tRNA’larin seviyesi hiicre igerisinde ayn1
degildir. Deneysel c¢aligmalar gostermistirki eger bir mRNA hiicrede tercih edilen
kodonlara sahip ise nadir olarak tercih edilen kodonlari tasiyan mRNA’lardan daha hizli
tercime edilmektedirler (Sorensen vd., 1989; Fredrick ve Ibba, 2010). AC6 hag
mRNA’sinin kodon kullamminin frekans1 Kodon Adaptasyon Indeksi (CAI) hesaplanarak
belirlendi. Bu amag i¢in CAlcal (URL- 6) programi kullanildi. CAI degerini hesaplamak
icin AC6 hag gen sekansi sorgu sekansi olarak kullanildi ve Kodon Kullanim
Veritabanindan (URL- 5) B. subtilis, G. kaustophilus ve G. stearohermophilus igin elde
edilen referans sekansi kullanilarak CAI degeri hesaplandi. Genellikle ¢ogu prokaryotik
hiicre logaritmik artis fazi boyunca ribozomal protein (RPs) genleri, translasyon ve
transkripsiyon faktor (TF) genlerini ve ana saperon-degredasyon (CH) genlerini ¢ok
yiiksek seviyede ekspres eder. Iste bu ii¢ siif genin (RPs, TF, CH) kodonlar: baz alinarak
referans setler olusturulmaktadir (Karlin ve Mrazek, 2000). CAI degeri O ile 1 arasinda
degisen bir degerdir ve CAI degeri 1’e yaklastikca genin hiicrede yiiksek seviyede ekspres
edildigini gostermektedir. Yapilan biyoistatistik analizler gostermistir ki AC6 hag geni
ticlii kodonlar1 G. kaustophilus ve G. stearothermophilus ile karsilastirildiginda CAI degeri
0,554 ve 0,651 bulunmaktadir. Bu degerler 0,5 ortalamasinin {izerindedir fakat 1’e yaklagik
degildir. Bu sonuglar AC6 hag geninin Geobacillus 6rneklerinin yiiksek siklikla kullandig:
kodonlart kullanmadigimni gostermektedir. Fakat CAI degeri B. subtilis igin bulunan
referans sekanslar1 kullanilarak hesaplandigi zaman 0,884 olarak bulunmustur. Bu deger
0,5 ortalamasindan yiiksek ve 1’e yaklasik bir degerdir. Bu bilgi 15183inda AC6 hag geni B.
subtilis hucresinde yiiksek seviyede ekspres edilen genlerin kullandigi ayni kodonlari

kullandigin1 géstermektir.



5. SONUCLAR

Doktora tezi olarak hazirlanan ‘Aeribacillus pallidus AC6’da yiksek seviyede
ekspress edilen flagellin geninin (hag) klonlanmasi, promotor yapisi, flagellar spesifik
transkripsiyon faktorunin (Sigma-D) izolasyonu ve saflastirilmasi’ baslikli bu ¢aligmada
su sonuglar elde edilmistir.

1.AC6 susunun hag genine ait tiim niikleotit sirasi ve 5’- upstream bdlgesine ait
niikleotit siras1 belirlendi.

2.AC6 sigD genine ait tiim niikleotit siras1 gogaltildi.

3.AC6 ve B. subtilis sigD genleri pET11a ekspresyon vektoriine klonlanarak, T7
promotoru altinda 6® proteinlerinin asir1 ekspresyonu saglandi.

4.Rekombinant o° proteinleri DEAE-Sepharose ve mono-Q (FPLC) kolon
kromotografileri ile saflagtirild.

5.RACE teknigi ile hag geninin transkripsiyon baglangic noktasinin translasyon
baslama kodonundan itibaren 79 ve 80 bp upstream bdlgedeki G ve T niikleotitleri
oldugu belirlendi.

6.hag geni promotor bolgesinin smirlarinin ve promotor elementlerinin belirlenmesi
icin promotor fragmentleri dizayn edildi. Bu fragmentler, translasyon baglama
kodonunun 185 bp upstream bdlgesini ve 22 bp downstream bolgeleri igerecek
sekilde dizayn edildi. Fragmentler upstream boélgesi uzunluklarma gore
isimlendirildi.

7.Dizayn edilen hag promotor fragmentleri integrasyon vektéri pDG1663°de
promotorsuz lacZ geninin 6niine klonlandilar. hag:lacZ flizyonlar1 B. subtilis
CU1065 ve sigD geni bakimindan mutant HB4035 hiicrelerinin kromozomal
DNA'’sina integrasyonlar1 saglandu.

8.lacZ gen ekspresyon seviyesi ve [-galaktosidaz aktivitesi sonucunda hag geni
promotor elementleri tespit edildi. hag promotorunun -10 promotor elementi, -8 ve
-14 sekanslar1 arasinda CCGATAT bazlan olarak, -35 elementi ise — 30 ve -33
sekanslar1 arasinda TAAA bazlari olarak tespit edildi.

9.Yapilan B-galaktosidaz deneyi ve transkripsiyon Dbaglangic  noktasinin
belirlenmesinden sonra AC6 hag geni promotorunun RNAP enziminin alt birimi

olan o® tarafindan tanind1g1 tespit edildi.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.
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Yapilan (3-galaktosidaz deneyi sonucunda — 42 ile -80 bp arasinda bulunan A ve T
bazlarinca zengin bolgenin promotorun UP elementi oldugu ve bu UP
elementlerinin hag geninin yiksek seviyede transkripsiyonu igin gerekli oldugu
tespit edildi.

hag promotor bolgesi ve RNAP holoenzim kompleksinin aydinlatilmasi i¢in B.
subtilis kor RNAP enzimi Ni-NTA ve Heparin kolon kromotografisi yontemleri ile
saflastirildi.

Yapilan in vitro transkripsiyon deneyi sonucunda o° proteinlerinin kor RNAP
enzimi ile birlesip AC6 hag geni promotor bdlgesinden transkripsiyonu baslattigi
tespit edildi. AC6 ve B. subtilis o° proteinlerinin en yiiksek transkripsiyon
seviyesine 40 °C’de ulastig1 tespit edildi.

o° proteinlerinin AC6 hag promotor bolgesine baglanma aktiviteleri Floresent
Anisotropy deneyi ile gerceklestirildi. FA deneyi AC6 hag promotor bdlgesinin
CCGATAT sekansma sahip uzun -10 promotor elementinin CCG motifinin o°
proteini tarafindan taninip baglanmasinda 6nemli oldugu tespit edildi.

hag mRNA’sinin 5’ ve 3’ sekonder yapisi mfold ve FindTerm programlari ile tespit
edildi. Yapilan analizler sonucunda hag mRNA’simnin 5°- ucunda potansiyel bir
hairpin yapisinin oldugu tespit edildi.

hag mRNA’smin 3’ ucunda da bir hairpin yapisinin oldugu ve hag geninin
transkripsiyon sonlanmasinin rho-bagimsiz bir sekilde stem-loop yapisinin
olugmast ile sonlanabilecegi belirlendi.

hag geninin kodon kullanim sikligi CAICal programi ile analiz edildi. Yapilan
analiz sonucunda AC6 hag geninin B. subtilis’de yiiksek seviyede ekspres edilen

genlerin tercih ettigi benzer kodonlardan olustugu tespit edildi.



6. ONERILER

Hareketli hiicrelerde yiksek seviyede ekspres edilen proteinlerden biri olan flagellin
geninin promotor analizi ve transkripsiyonel seviyede gen regulasyonu E. coli, Salmonella
ve Bacillus gibi bir ¢ok bakteride incelenmistir. Termofilik bir bakteri olan Aeribacillus
pallidus AC6 hucresinde de gok yiiksek bir seviyede ekspres edilen flagellin proteininin
promotor yapist ve transkripsiyonel seviyede regulasyonu incelenmistir. Bakteriyel RNA
Polimerazlarin alt sinifi olan o faktdrlerden, o°’nin Aeribacillus pallidus AC6 hag geninin
ekspresyonundan sorumlu oldugu tespit edilmistir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda o® faktériiniin promotor bdlgeye baglanmada -10
promotor elementinin  CGGATAT sekanslarindaki CGG motifinin 6nemli oldugu
gosterilmistir. o-faktorlerin evrimsel olarak korunmus bdlgelerinde 2.4’iin -10 promotor
bolgesini tamdigi ve bu bolgeden promotora baglandigi gosterilmistir. ¢° proteinin
2.4’tincii bolgesindeki a.a’lerde yapilacak olan mutasyonlar ile -10 promotor bdlgesine
baglanmada hangi a.a’in veya a.a’lerin 6nemli rol oynadigi tespit edilebilir.

Bir proteinin hiicrede yliksek seviyede ekspres edilmesine sebep olan faktdrlerden
biri olan mRNA’nin sekonder yapist incelendiginde 5’- translasyona ugramayan
bolgesinde bir hairpin yapisinin oldugu tespit edilmistir. Bu bdlgede yapilacak olan bir
delesyon ile bu yapinin ekspresyon seviyesi iizerine etkisi belirlenebilir.

Yapilan biyoinformatik analizler sonucunda hag geni transkripsiyonun rho-bagimsiz
bir stem-loop yapisi ile sonlandigi tespit edildi. Yapilacak olan 3’-RACE teknigi ile
transkripsiyon bitis noktasi tespit edilerek stem-loop yapisinin yeri tam olarak tespit
edilebilir.

Hicrede yiiksek seviyede ekspres edildigi tespit edilen hag geninin promotorunun
yapisal olarak kuvvetli oldugu tespit edilmistir. Bu promotor bdlgesinin gerek Gram pozitif
gerekse de Gram negatif organizmalar i¢in ekspresyon vektorli olarak yapilandirilmasi

calismalart ileri ¢galigmalar olarak diisiiniilebilir.
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8. EKLER

EK.1
LOCUS 1032 bp DNA linear BCT 11-MAR-2010
DEFINITION Geobacillus pallidus strain AC6 flagellin, complete sequence.
ACCESSION GU991850
ORGANISM Geobacillus pallidus
Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Bacillaceae; Geobacillus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1032)
AUTHORS Sevim,E., Belduz,A.O. and Helmann,J.D.
TITLE Promotor architechure of flagellin gene (hag) expressed at high-level in Geobacillus
pallidus AC6 and Isolation and Purification of Geobacillus pallidus AC6 flagellar-
specific transcription factor (sigma D)
FEATURES Location/Qualifiers
promoter 92..95
/note="-35 element"
promoter 111..117
/note="-10 element"
mRNA 125..1032
RBS 191..197
gene 205..1032
/gene="hag"
CDS 205..1032
/gene="hag"

/codon_start=1
[transl_table=11
/product="Flagellin"

/translation="MRINHNISALNTYRQLSFNNTQTAKNLEKLSSGYR INRAGDDAAGLA I SEKM
RGQIRGLEMAQKNAQDG I SL IQTAEGAL TETHAI LQRMRELAVQAANDTNVSADRTA 1QDE IDALV
SEINRIAGNTEFNTQNLLDGTFSGKKFH IGANSGQS I TVT IGTMNANALGTTSLK IASVKVDTVTN
ANAATTATDKAIEQVSTERSKLGA IQNRLEHT INNLGATSENL TAAESR IRDVDMAKEMMEFTKNN
ILTQAAQAMLAQANQVPQGVLQLLR"

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

ggtctgaagc
aaaaaagtcc
acatgtaaag
caacaattca
taccgccaac
ggctaccgca
cgcggccaaa
atccaaactg
ctcgctgtgce
gaaattgatg
caaaatctat
caatctatta
aaaattgcta
gataaagcaa
ttagaacata
cgaatccgcg
acccaagcag
ttgcttcgat

tgtaaaaatc
cattttttct
agcagcggcg
aggaggaaaa
tttcatttaa
tcaaccgcgce
ttcgcggact
ctgaaggagc
aagcagcgaa
cgcttgtttc
tagacggaac
cagtaacaat
gtgttaaagt
ttgaacaagt
ctattaacaa
atgtagatat
cacaagcaat
aa

gtaaccaaac
tttcagccta
gccgacgegy
aatcatgaga
caacacacaa
tggcgacgat
ggaaatggcy
tctaacagaa
tgatacaaac
tgaaatcaat
tttttctggt
tggaactatg
ggataccgtt
atcaacagaa
cttgggagct
ggcaaaagaa
gcttgctcag

aaggatgttc
ttaaacatca
ctcttttcat
atcaaccaca
actgcaaaaa
gcagcaggtc
caaaaaaatg
actcatgcca
gtatctgctg
cgtatagcag
aaaaaattcc
aatgcaaatg
acaaatgcaa
cgttctaaac
acttcagaaa
atgatggaat
gcaaatcaag

aaccatttta
aaaaaacaat
accacacgga
acatctcggc
accttgaaaa
ttgcgatctc
ctcaagacgg
tccttcaacg
accgtactgc
gtaatacaga
acatcggagc
cattaggaac
atgcagctat
ttggtgcaat
acttgacagc
ttacgaaaaa
tacctcaagg

tttttctatt
ccgatataaa
cgtggaaaaa
gttaaacact
actttcttcc
tgaaaaaatg
catttcttta
tatgcgtgag
cattcaagat
atttaacaca
caatagtgga
aacatcttta
cacagctatt
tcaaaaccgt
agcggaatcc
caatatcctt
ggttcttcaa
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EK.2
LOCUS  bankit1343642 866 bp DNA linear BCT 16-APR-2010
DEFINITION Geobacillus pallidus AC6 RNA-Polymerase sigma subunit SigD.
ACCESSION HM126480
VERSION
KEYWORDS
SOURCE Geobacillus pallidus
ORGANISM Geobacillus pallidus
Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Bacillaceae; Geobacillus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 866)
AUTHORS Sevim,E., Belduz,A.O. and Helmann,J.D.
TITLE Promoter Architecture of the Geobacillus pallidus ACG flagellin
(hag) gene high-level expressed
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 866)
AUTHORS Sevim,E. and Belduz,A.O.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (16-APR-2010) Biology, Science, Rize 53100, Turkey
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..866
/organism="Geobacillus pallidus"
/mol_type="genomic DNA"
[strain="AC6"
/db_xref="taxon:33936"
/note="PCR_primers=fwd_name: SigDF2, rev_name: SigDR2"
RBS 75..81
gene 90..860
/gene="SigD"
CDS 90..860
/gene="SigD"

/codon_start=1
[transl|_table=11
/product="SigmaD"

/translation=""MVQSMTLNDERVYWDKWFRHRDQDAGNMLVKKYMPLVRYHVSRISVG
LPKNVDKDDL I SFGLMGLYDALEKFDPTRDLKFDTYASFRIRGAILDGLRKEDWLPRSFRE
KAKKVEAAIERLEQKYHRNVTPNEVAEELGMTPEEVVHVVNENFFANVLS IDEQLHDQEEG
EQMN IVLKDDKTLTPEEHLLKEELFEHLTKL ISQLNDKEQLVLSLFYKE
ELTLTEIGNVLNLSTSRISQUIHSKALYKLKGTLVKLLS"

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

aattcattca
attgacattt
gggtgtactg
aaaaatatat
atgtcgataa
aatttgaccc
ccattcttga
aaaaagtgga
atgaagttgc
acttttttgc
agatgaacat
aggaattatt
tattaagctt
tgtccacttc
tcgttaagct

ttttgacgat
tagaaggagg
ggacaagtgg
gccgettgte
agatgattta
tacacgggat
cggactaagg
agcagccatt
agaagaattg
caatgtcttg
tgtccttaag
tgagcattta
gttttataaa
gagaatttcg
tttatcttaa

tcgcaccgtc
aaaaaggcaa
tttcgtcacc
cgctatcatg
ataagttttg
ttaaaattcg
aaagaagatt
gagcggttgy
ggtatgacac
tcaattgatg
gatgataaaa
acaaaattga
gaagagctga
caaattcatt
aaagaa

aatcttggag
tggtccaatc
gtgatcaaga
tcagtcgtat
gattgatggg
atacgtatgc
ggcttccaag
agcaaaaata
ccgaagaagt
aacaattgca
cattaactcc
tctcacaatt
cattaacaga
cgaaagcatt

tgaagcaaat
gatgacactg
tgcgggcaac
ttcagtgggt
attatatgat
atccttccge
aagttttcgg
tcatcgcaat
cgttcatgtc
tgaccaagaa
ggaagagcat
aaacgataag
gataggaaac
atataaatta

atagccggag
aatgatgaaa
atgctcgtca
cttccaaaaa
gcactggaaa
atacgcggag
gaaaaagcaa
gtgacgccta
gtcaatgaaa
gaaggggaac
ctgttaaaag
gagcagctcg
gtgctgaatt
aaaggaacgc
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1980 yilinda Zonguldak’da dogdu. Ilk okulu Zonguldak Bahgeli Evler Ilkogretim
Okulunda, orta Ogretimini Rize Mehmet Akif Ersoy Ortaokulu ve Rize Lisesi’nde
tamamladi. 1998 yilinda Karadeniz Teknik Universitesi Rize Fen-Edebiyat Fakultesini
kazandi. 2002 yilinda ayn1 fakiilteden Biyolog tinvani ile mezun oldu, ayn1 y1l Karadeniz
Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiinde Yiiksek Lisans programma basladi. 2005
yilinda KTU Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji ABD’nda “Rize Ili ve Cevresindeki igme
Sularindan Izole Edilen Escherichia coli Suslarinda Aktarilabilir Direng ve TEM-Tipi -
Laktamaz Genlerinin Aragtirilmasi” tezi ile yiiksek lisans egitimini tamamladi. Ayni yil
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31.08.2008 tarihleri arasinda Avrupa Birligi ERASMUS Ogrenci Degisimi Programi
kapsaminda Belgika’nin Ghent Universitesi, Faculty of Bioscience Engineering,
Department of Biochemical and Microbial Technology, Laboratory of Industrial
Biotechnology and Biocatalysis’de bulundu. 10.09.2009-10.09.2010 tarihleri arasinda
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