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G_, cDNA’simin pTrcHis Sistemine Alt-Klonlanmasi

[Subcloning of G_, cDNA into pTrcHis System]
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OZET

Heterotrimerik GTP-baglayici proteinler, membrani yedi kez kateden hiicre yuzey
reseptorleri ile etkileserek, hiicre icinde farkli fizyolojik yanitlarin olugsmasina katki-
da bulunurlar. G proteinleri ¢ altbirimden olusurlar: alfa, beta ve gama. GTP-bag-
lama ve G-protein tipleri aras1 6zgunliikten alfa altbirimi sorumludur. Memeli beyin
dokusunda ve merkezi sinir sisteminde en yaygin bulunan heterotrimerik G-protein
tipi olan G proteininin iglevi tam olarak agikliga kavugturulamamistir.
Gunumuzde proteinlerin iglevsel 0zelliklerini agiga ¢ikarmak i¢in X-151n kristalogra-
fisi ve NMR gibi ¢esitli yapisal tekniklerden yararlanilmaktadir. Bu yapisal teknik-
lerin hepsi yuksek saflikta ve derisimde proteine ihtiya¢ gostermektedir. Bu ¢aligma-
da yapi-islev ¢aligmalarinda kullanilmak tizere yuksek miktarda saf protein eldesini
mumkiin kilacak bir ekspresyon sisteminde proteinin rekombinant olarak uiretilmesi
amaglanmugtir. Aranan Ozelliklerde protein elde edebilmek i¢in G, cDNA dizisi,
ticari olarak uretilmis “Xpress System Protein Purification” (Invitrogen) icerisinde
yer alan pTrcHis-2A vektoriine alt-klonlandi. Bu vektor ilgilenilen dizinin C-ucuna
ekledigi histidin etiketi sayesinde proteinin tek asamada afinite kromatografisi ile
saflagtirilmasini mumkin kilmaktadir. PCR yontemi ile ¢cogaltildiktan sonra agaroz-
dan saflagtirlan G, cDNA’s1 restriksiyon enzimleri ile kesildi ve ayni restriksiyon
kesim enzimleri ilegkesilmi§ olan vektor ile T4 DNA ligaz enzimi kullanilarak bir-
birine yapistirildi. Boylelikle olugturulan yeni vektor 6zel bir E.coli soyu olan ve
CaCl, yontemiyle alict duruma getirilmig TOP10 (Invitrogen) hiicrelerine 1s1 soku
yontemiyle aktarildi. G, cDNA’sinin varligi restriksiyon kesim jelde enzimleri ile
goruntilendi ve pTrcHis-2A vektortine dogru yonelimle yerlestigi ve PCR sonrasi
¢ogaltilan dizide bir mutasyon olmadig1 dizi analizi ile dogrulandi. Olusturulan bu
yeni vektorde ekspresyon duzeyinin beklenildigi gibi yuksek olmasi durumunda
saflagtirilma yapilacaktir.

Anahtar Kelimeler: G-protein ekspresyonu, G -proteini, pTrcHis vektort

ABSTRACT

Heterotrimeric G-proteins participate in a diverse set of physiological responses by
coupling seven-transmembrane cell surface receptors. G-proteins consist of three
subunits: alpha, beta and gamma. The alpha subunit, which contains binding sites
for guanine nucleotides and has intrinsic GTPase activity, confers G-protein spe-
cificity.

The function of G_,, the most abundant heterotrimeric G-proteins in mammalian
brain tissue and central nervous system, has not been elucidated yet. Many structural
techniques such as X-ray crystallography and NMR are employed to analyse func-
tional features of proteins. All of these techniques require protein in high concentra-
tion and purity. In this study, G, cDNA was subcloned into the pTrcHis-2A vector
to produce high levels of pure recombinant protein for structure-function studies.

G_  cDNA sequence was subcloned to the vector pTrcHis-2A, which is a component
of the commercial “Xpress System Protein Purification” (Invitrogen) kit. This vector
allows purification of over-expressed protein in a one-step affinity chromatography
by adding histidine residues to its C-terminal. G , cDNA was amplified with PCR
and isolated from agarose, then cut with restriction enzymes. The vector was also
cut with the same restriction enzymes and ligated into the G_, cDNA using T4 DNA
ligase. The new construct was transformed into the speciaf E.coli cell line TOP10
produced by Invitrogen. Competent cells were prepared using the CaCl, method,
and transformation was performed by applying the heat shock method. the pres-
ence of G_, cDNA was monitored in agarose gel after restriction enzyme analysis.
The direction of the insert and the nucleotide sequence of the amplified gene were
verified by sequence analysis.
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GIRIS

Heterotrimerik GTP-baglayic1 proteinler, G-protein
kenetli huicre yuzey reseptorleri ile etkileserek, hiicre
icinde farkli fizyolojik yamitlarin olugsmasina katkida
bulunurlar. G proteinleri ti¢ altbirimden olusurlar: o, 3
ve y. GTP-baglama 6zelligine sahip ve ayiric1 0zellikteki
a altbirimleri 4 ailede toplanan en az 16 izoform igerir-
ler. B ve y altbirimleri ise birbirine sikica bagli bir dimer
durumunda bulunurlar ve ancak denatire edici kosul-
larda ayrilabilirler. G, heterotrimerik G proteinlerinin
merkezi sinir sistemi ve beyinde en yaygin bulunan tipi-
dir. Fizyolojik islevi tam olarak bilinmemekle birlikte,
noronal buyuime konilerinde yogun olarak saptanmus (1),
noroendokrin tumorler (2) ve Alzheimer hastaligindaki
olasi rollerine iligkin ¢esitli calismalar yapilmistir (3).
Simdiye dek yurutilen ¢aligmalarin bir ¢ogunda G
proteini alfa altbirimi (G_,) beyin dokusundan saflag-
tirllmustir (4). Ancak bu yontem farkli izoformlarin bir-
likte izole olmasina yol actig1 gibi, elde edilen saflik ve
miktarin yap1 ¢aligmalart icin yeterli duzeyde olmadigi
gozlenmigtir. Bu nedenle G proteinlerinin rekombi-
nant olarak klonlanmasima calisilmigtir. Bu ¢alismada
G,, cDNA dizisinin, ticari olarak uretilmig “Xpress
System Protein Purification” (Invitrogen) sistemine ait
pTrcHis-2A vektorine Ndel-EcoRI kesim bolgelerinden
yararlanarak takilmasi gerceklestirilmistir. Bu vektorler
kontrolu yuksek trc promotorundan yararlanmakta, pro-
teini C-ucu histidin etiketli olarak ve yuksek miktarda
eksprese edebilmektedirler. Histidin etiketi, proteinin
afinite kromatografisi ile tek asamada saflastirilmasini
mumkiin kilmaktadir.

GEREC VE YONTEMLER

Kimyasallar

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’'nda kalip olarak
kullanilan G, cDNA’si pGEM-2 vektori igerisinde
Dr. Randall Reed (John Hopkins Univ.) tarafindan
saglandi. PCR primerleri Synthaid Biotechnologies
Inc. tarafindan sentezlendi. Plazmid izolasyon Kkiti
Qiagen ya da Promega’dan, PCR uriin temizleme Kkiti
ve AgarACE enzimi Promega’dan, T4 DNA ligaz
Boehringer Mannheim’dan, CIAP ve PCR malzemeleri
MBI-Fermentas’tan, diger kimyasallar ise Merck ya da
Sigma Chemical Co.’dan saglanmustir.

G, cDNA’sinin PCR ile ¢ogaltilmas:
G,, cDNA’s1 PCR ile, uygun restriksiyon enzim kesimi

b'(';)lgelerini iceren asagidaki primer dizileri kullanilarak

cogaltildi:

Nde I kesim boélgesini iceren N-ucuna 0zgi1 primer
GGG GCC CAT ATG GGA TGT ACT CTG AGC GCA
GAG

EcoRI kesim bblgesini iceren C-ucuna 6zgu primer
CAG GAC AAG GAA TTC GTA CAA GCC ACA
GCC CCG GAG ATT

Alt cizili diziler enzim kesim bolgelerini igaret etmek-
tedir.

Goa cDNA’s1 50 ul reaksiyon hacminde, 10 mM Tris-
HCI, pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 200 uM
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dNTP, 25 pmol oligoniikleotit primerler, 1 ug kalip
DNA (pGEM-2/G_,) ve 1 birim Taq DNA polimeraz
kullanilarak cogaltildi. PCR dongileri 95°C’ta 1 dak.
denatiirasyon sonrast 1 birim Taq DNA polimeraz’in
eklenmesiyle baglatildi ve her dongu 95°C’ta 1 dak.
denatuirasyon, 63°C’ta 1 dak. tutunma ve 72°C’ta 1 dak.
tamamlama agamalarini icermek uzere 25 dongude ger-
ceklestirildi.

G, cDNA’sinin pTrcHis-2A vektorune takilmasi

PCR ile ¢ogaltilan G_, cDNA’s1 agaroz jelde gozlen-
dikten sonra, preparatif amach bir gel hazirlanarak
80 ul (5-6 ug) ornek jele yuklendi. AgarACE enzimi
(Promega) kullanilarak agarozdan saflastirilan dizi Sac
I (MBI Fermentas) ve EcoRI (ACS) restriksiyon kesim
enzimleri ile kesilerek “PCR sonrasi saflastirma Kkiti”
(Promega) ile temizlendi. Ekspresyon amacrtyla kullani-
lacak plazmid de (pTrcHis-2A) benzer sekilde kesilip,
uclar1 defosforile edildi (CIAP, MBI-Fermentas) ve saf-
lagtirilarak yapistirma reaksiyonuna hazirlandi. Plazmid
izolasyonlart i¢in amaca uygun olarak bazen klasik
alkali izolasyon yontemi (5), daha temiz ornegin gerek-
tigi durumlarda ise Qiagen saflagtirma kiti kullanilarak
gerceklestirildi. Kesilmis ve saflagtirilmis pTrcHis-2A
vektoru (0.125 ng/ul), agarozdan izole edilen ve benzer
sekilde kesilerek saflagtirilan G dizisiyle (0,025 ug/ul)
T4 DNA Ligation Kit (Boehringer Mannheim) kullani-
larak yapistirildi. Reaksiyonda 1 ul T4 DNA ligaz (5
tnite/ul) kullanildi ve yapigma reaksiyonu 5 dak. oda
sicakliginda inkuibasyon ile gergeklestirildi.

Alci hiicre hazirlanmasi ve transformasyon

Olugturulan yeni plazmid CaCl, (50 mM) yontemi ile
alict huicre durumuna getirilmig klonlama hiicrelerine
(TOP 10, Invitrogen) 1s1 soku yontemi ile (42°) aktarildi
(5). Aktarim sonrasi hiicreler 50 ug/ml ampisilin iceren
LB besiyeri dokulmusg petri kaplarina yayildi ve 37°C’ta
gece boyu inkiibe edildi. Buytiyen kolonilerden once
plazmid izolasyonu, sonra restriksiyon enzim kesimi
yapilarak G, cDNA’sini igeren koloniler saptandi. Bu
kolonilerden bir tanesi secilerek izole edilen plazmid,
G, dizisini dogrulamak igin dizi analizine gonderildi.
Dizi analizi SeqLab tarafindan “automated ABI sequen-
cer” kullanilarak gerceklestirildi.

BULGULAR

Yontemler bolumiinde aktarilan sekilde gergeklestirilen
PCR sonucunda elde edilen dizi pargalart Sekil 1’de
gortlmektedir. PCR urtnlerinden bir tanesi segilerek
bu kez preparatif amach olarak, yiksek miktarda jele
yuklendi. Agaroz jel ekstraksiyonu sonrasi ornek mik-
tar1 spektrofotometre dlcimu ile toplam 6.55 ug olarak
belirlendi. Yapistirma reaksiyonu sonras: olusturulan
yeni pTrcHis-2A/G , vektor alict TOP 10 hiicrelerine
aktarildi. Aktarma sonrasi buylityen kolonilerden rasgele
20 koloni toplanarak, G, cDNA’sin1 igeren kolonileri
saptamak amaciyla plazmid izolasyonu yapildi. Plazmid
izolasyonu, alkalin lizis yontemiyle (5) 3 ml’lik gece
boyu kiltuirlerden saflagtirildi. Tum koloniler Sacl ve
EcoRI ile kesilerek iginde G, dizisi bulunan koloniler
%1 agaroz elektoforezi ile belirlendi. Enzim kesimi
yapilan kolonilerin agaroz gel elektroforezi Sekil 2’de
gorulmektedir. Analiz edilen 20 koloninin ikisinde G_,
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Sekil 1  Farkli PCR kosullarinda ¢ogaltilan G, cDNA’sinin agaroz
gel elektroforezi. 1, DNA standartlari (Ecol1301I, MBI Fermentas) ; 2,
DNA kalib1 igermeyen kontrol; 3, 2 ul DNA kalib1 (pGEM-2), 1.5 mM
MgCl,; 4, 4 ul DNA kalibi, 1.5 mM MgCl,; 5, 3 ul DNA kalibi, 750
uM MgCl,; 6, 6 ul DNA kalibi, 1.5 mM MgCl,.

Goo —P

34567
Sekil 2 G_, cDNA’simi igeren kolonilerin saptanmasi. 1, DNA
standartlar;, 2, 7 ve 13 numarali kuyular restriksiyon enzimi ile
kesilmemis kontrol plazmidleri, (3-6) ; (8-12) ve (14-16) numarali
kuyular restriksiyon enzimiyle kesilmis kolonileri gostermektedir. 3 ve
5 numarali kuyularda G, dizisi saptanmigtir.

8 910111213 141516

dizisinin bulundugu gorildi. Bu kolonilerden gliserol
stok olusturuldu. Kolonilerden bir tanesi secilerek, bu
soydan izole edilen plazmid DNA dizi analizine yol-
land1.

DNA dizi analizi sonucu Sekil 3’te goriilmektedir. Dizi
analizi sonucunda G_, cDNA’sinin dogru olarak ¢ogal-
tilmis oldugu ve pTrcHis-2A vektoriine baglanirken pro-
tein okuma cercevesinde kayma olmadig: anlagildi.

Chromas 1.61 File: 14Sayers_.html Sample: 14Sayers#5_pTrcHisF

0 10 20 30

TARTISMA VE SONUC

GTP-baglayict G-proteinleri hiicre zar1 tarafindan alinan
sinyallerin huicre ici sinyallere donusturiilmesinde gorev
alirlar. Bu proteinler huicre zarmin sitoplazmik yuziinde
yer alirlar ve pek ¢ok fizyolojik suirecin gerceklesme-
sinde onemli rol oynarlar. Sinyal ileti sistemlerinin en
az ugte birinin G-proteinleri aracilig: ile gerceklestiril-
digi dusunulmektedir. G, proteini ise G-proteinlerinin
beyinde ve merkezi sinir sisteminde en yaygin bulunan
tipidir.

G, proteininin yapis1 hentiz agikliga kavugturulmamugtir.
Gunumiuzde insan genomunun buyuk ol¢tide ¢oziimlen-
mesi ile bu genom tarafindan kodlanan protein tiplerinin
ve iglevlerinin agiklanabilmesi caligmalari hizlanmigtir.
Bu amagla yurutulen yapi ¢aligmalarina giderek agirlik
verilmistir. Yapi ¢aligmalari proteinlerin ti¢ boyutlu yapi-
lar1 hakkinda bilgi verir. Bu bilgi hastaliklara muidahale
ya da ilag¢ tasarimi gibi konularda buyuk kolaylik sagla-
maktadir.

Proteinlerin i¢ boyutlu yapi analizinin yapilabilmesi
icin kullanilan NMR, X-1s1n kristalografisi, kuicuk a1
sacilmasi, spektroskopi gibi farkli tekniklerden hangisi
secilirse segilsin, bu tekniklerin uygulanmast yuksek
miktarda ve yuksek saflikta proteine ihtiyac gosterir.
Proteinlerin dogal kaynaklarindan yeterli miktarda saf-
lagtirma yapmak ¢ok gii¢ bir islemdir ve ¢ogu zaman
mumkin olamamaktadir. Boyle saflastirllmasi gug
proteinleri prokaryot hiicrelerde ekspresyon vektorleri
araciligi ile rekombinant olarak tretmek mumkundir.
Bu amagla proteinler bazi ekspresyon sistemlerine klon-
lanarak yuksek miktarda sentezlenebilir ve kolaylikla
saflastirilabilirler.

Bu calismada G_, cDNA’s: ticari olarak gelistirilmis
ekspresyon ve saflagtirma sistemlerinden birisi olan
pTrcHis-2A vektorune takilmistir (Invitrogen). Bu
vektor ilgilenilen diziyi histidin reziduleri ile fuzyon
halinde eksprese ederek proteinin afinite kromatografisi
ile saflagtirllmasini mumkun kilmaktadir. pTrcHis sis-
temi hem igerdigi guclu trc promotoru sayesinde etkin
bir transkripsiyonu mumkiin kilmakta, hem de histidin
etiketinin kiicik olmasi nedeniyle, saflagtirma oncesi
etiketin kirtlip atilma zorunlulugu ortadan kalktigindan
verimin digmesi onlenmektedir. Vektoriin diger onemli
ozellikleri lac represoriiniin baglanmasina izin veren lac
operator bolgesini, erken sonlanmalar1 onleyecek rrnB
antiterminasyon bolgesini, fuzyon proteininin kolaylikla
saptanmasini saglayacak myc epitopunu igermesidir.
Caligmanin planlanmasi agamasinda pTrcHis vektor sis-
teminde histidin reziduleri klonlama bolgesinin C-ucuna
takili bulundugundan, dizimizi ¢ogaltmak i¢in kullan-
digimiz primerlerin sonlanma kodonu igcermemesine
dikkat edildi.

Run Ended: Jul 5, 2000 Signal G:232 A:406 T:140 C:159 Page 1 of 1

40 50 60

GA@ATCCGAGCTC ATSGEG ATE TAC TC TGAGCGCAGA GG AGAGNGEGCLGC CC TCG AGCAGMGCA AGGEC GAT

VIV W

Sekil 3 Dizi analizi sonucu saptanan G_, cDNA’s1. Dizinin yalnizca bir bolumii gosterilmistir. Sonuglar Chromas v.1.61 programi kullanilarak

goruntulenmistir.
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Yapilan deneylerin sonucunda G_, cDNA’sinin pTrcHis-
2A vektorune takilmasi basariyla gergeklestirilmis olup,
sonu¢ DNA dizi analizi yontemiyle dogrulanmugtir.
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