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OZET

Geobacillus kaustophilus bakterisinin genomunda bulunan, dizisi bilinen
Pta’larabenzerlik gosterdiginden fosfotransasetilaz geni (EutD) oldugu tahmin edilen
(GK3415, KEGG Database) ~1000 b¢’lik gen, uygun primerler kullanilarak PCR
yontemiyle cogaltilip, pET28a(+) vektérindeki Ndel ve EcoRI klonlama bélgelerine
aktarildi. DNA dizini analize gonderilerek belirlendi. EutD genini iceren pET28a(+)
vektord, E. coliBL21 (DE3) hicrelerine transfer edilip, IPTG ile induklenerek
ekspresyonu saglandi, Ni-NTA afinite kolonu ile saflastirildi. Rekombinant proteinin
Pta aktivitesi 100-300 pmol.min*mg™ protein olarak 6lculdi. Optimum sicaklik
30-35°C ve optimum pH degeri 7.5 bulundu.

Karakterizasyon calismalari sonucunda da Pta’in ileri reaksiyon substratlari,
asetil-fosfat ve CoA icin Kn ve ke dederleri sirasiyla 284 uM, 153 s ve 207uM,
171 s geri reaksiyon substratlari, fosfat ve asetil-CoA icin Ky ve ket deQerleri
sirastyla 3.5mM ve 39 s™ ve 93uM ve 23 s olarak bulundu. Aktivite lizerine bazi
iyonlarin ve hiicre enerji metabolizmasinda 6énemli rol oynayan bazi metabolitlerin
etkileri de incelendi. K* ve NH," iyonlari Pta aktivitesini arttirirken, Na* iyonunun
inhibe ettigi goruldi. ATP ve a-ketoglutarat, Pta aktivitesini inhibe ederken, pirlivat
ve NADH aktiviteye etki etmemektedir. Farkli tamponda ve pH degerlerinde
o-ketoglutarat ve ATP etkisi ayrica incelendi. ATP inhibisyonu farkl tampon ve pH
degerlerinde farkhlik gostermemektedir. o-Ketoglutarat ise HEPES (pH7.5) ve
MOPS (pH 7.5) tampon co6zeltilerinde %30 oraninda inhibe ederken, Tris-HCI
(pH 7.5) tampon c¢ozeltisinde %90 oraninda inhibe ettigi gortlmustir; Tris-HCI
tamponu pH 8.0 ise %30 oraninda inhibe etmektedir. Negatif yukli
a-ketoglutaratin  Pta’da baglandigi bodlgedeki rezidulerin  pozitif yikleri ile
elektrostatik etkilestigini ve artan pH ile nétr hale gegerek baglanmanin zayifladigini

gOstermektedir.

Anahtar Kelimeler: G. kaustophilus, fosfotransasetilaz, eutD geni, kinetik analiz,

a-ketoglutarat, karakterizasyon.



SUMMARY

The eutD gene in the genome of Geobacillus kaustophilus GK3415 was
amplified using PCR with appropriate primers. The PCR product was subcloned into
the Ndel and EcoRI cloning sites of pET28a(+) expression vector. DNA sequence
was confirmed by DNA sequencing. The pET28a(+) vector containing the eutD gene
was transformed into E. coli BL21 (DE3) competent cells. The over expression of
there combinant protein was achieved by IPTG induction, was purfied using Ni-NTA
affinity column. Pta showed moderate activity (100-300 umol.min'mg®). The
optimum pH, temperature were 7.5, 30-35 °C, respectively.

The Kkinetic parameters of there combinant Pta were determined in the
forward direction, the Kp, keat Vvalues for acetyl-phosphate, CoA were 284uM,
1535 and 207 pM, 171s™, respectively. In there verse direction, the Kp, keat values
for phosphate, acetyl-CoA were 3.5 mM, 39s™ and 93 uM, 23s™ respectively. Effects
of some ions, some metabolites, playing central role in cellular energy metabolism
have been in vestigated. K*, NH,4" ions enhance the Pta activity, whereas Na" ion was
inhibitory. The enzyme was significantly inhibited by ATP, a-ketoglutarate but not
markedly affected by pyruvate, NADH. The inhibition by o-ketoglutarate was 30%
in HEPES, MOPS buffers (pH7.5) and 90% in Tris-HCI buffer (pH 7.5); the
inhibition was 30% when the pH of Tris-HCI was 8.0. These results indicate that
some positive residues on Pta are involved in the inter action with a-ketoglutarate, a
negatively charged molecule, that with increasing pH, the inter action decreases due
to loss of the charge on the positive residues.

Key Words: G. kaustophilus, phosphotransacetylase, eutD gene, kinetic analysis,

o-ketoglutarate, characterization.
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TESEKKUR

Oncelikli olarak bu tez calismasini yapma olanagini bana veren, gerekli alt
yaplyl saglayan, fikir ve onerileriyle bana yol gosteren, destegini ve yardimlarini
hicbir zaman esirgemeyip bilgisi ile bu calismanin olusmasinin yolunu agan saygi
deger danisman hocam Dog. Dr. Ali TURKAN’a sonsuz tesekkiir ederim.

Ayrica tez savunmamda jiri Gyeligimi yapan Prof. Dr. Melek OZKAN’ave
Prof. Dr. Aziz TANRISEVEN desteklerinden dolayi ¢ok sukranlarimi sunarim.

Ayrica Prof. Dr.Ayhan CELIK ve cok degerli laboratuvar arkadaslarima da
vermis olduklari desteklerden ve yardimlardan dolayr herbirine tek tek tesekkdr
ederim.Tez ¢alismamda yardim, bilgi ve destegini esirgemeyen her pes edisimde
tekrar beni motive eden, umut ve azim asilayan arkadasim Kiibra EKSILER’e ayrica
minnetlerimi sunarim.

Son olarak da beni buglnlere kadar getiren, desteklerini hicbir zaman
esirgemeyen, attigim her adimda arkamda olan aileme, gbstermis oldugu
fedakarliklar ve sabrindan 6tlrli sevgili esime ve en umutsuz anlarimda gulticuk
sesleri ve 1sil 1s1l bakan gozleri ile bana gii¢c veren hayatimin anlamlari yasam

kaynagim ¢ocuklarima sonsuz tesekkdrlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Fosfotransasetilaz (Pta, EC 2.3.1.8), asetat kinazla (AckA) birlikte bakterilerde
ATP sentezi ve asetil-CoA’nin asetata déntsumunde 6nemli rol oynar [Latimer et al.,
1993]. Pta, asetil-CoA’dan asetil grubunun tasinimini geri donusimli olarak
katalizler ve bunun sonucunda asetilfosfat ile CoA olusur (1.1) [Matsuyama et al.,
1994], [Shin et al., 1999]. Asetil-CoA (Ac-CoA) bitiin anabolik proseslere dogrudan
katilan metabolik bir ara trtindur [Wolfe, 2005].

Pta

CH3COS-CoA + HPO,” CHsCOOPO5> + CoA-SH (1.1)

Asetil-fosfat ve ADP, asetat kinaz tarafindan asetat ve ATP’ye cevrilebilir (1.2)
[Matsuyama et al., 1994], [Shin et al., 1999].

AckA

CH3;COOPOs* + ADP CH3COO + ATP (1.2)

Fosfotransasetilaz  enzimi  bakteri ve arkea domainine ait birgok
mikroorganizmadan izole edilip, biyokimyasal Ozellikleri karakterize edilmistir.
Aerobik ve anaerobik bakterilerin metabolizmalarinda ve anaerobik karbon
dongisiinde bu enzimin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir [lyer et al., 2004],
[Lawrence et al., 2006], [Matsuyama et al., 1994].

Bugiine kadar yapilan calismalar, Pta’nin farkli mikroorganizmalardan elde
edilen iki turindn oldugunu ortaya c¢ikarmistir: Ptal ve Ptall. Ptal, eutD geniyle
kodlanmis ve yaklasik 350 rezidlye sahipken, Ptall pta geniyle kodlanmis ve
yaklasik 700 rezidiuden olusmaktadir [Lundie and Ferry, 1989], [Campos-Bermudez
et al., 2010]. Bazi mikroorganizmalar bu genlerin her ikisini de icermektedir.
Ptall’nin C-terminal domaini katalitik domaindir ve Ptal ile ylksek homoloji
gostermektedir. Ptall’nin N-terminal domaini regulator domaindir. Bu sayede
NADH, ATP ve pirlivat gibi allosterik effektorlerin aktiviteye etkisinde rol oynar
[Brinsmade and Escalente-Semerena, 2007], [Campos-Bermudez et al., 2010]. Ptal
sinifindan olan B. subtilis Pta, adenin nukleotidleri, ATP, AMP ve ADP tarafindan
inhibe edilirken pirtivat ve NADH tarafindan inhibe edilmedigi gorilmastir [Thomas

1



and Hoch, 1973]. Yildiz ve arkadaslari (ropatojen olan Staphylococcus
saprophyticus bakteri genomundan klonlayip rekombinant olarak elde ettikleri Ptal
icin o-ketoglutaratin allosterik bir inhibitér oldugunu rapor etmislerdir [Yildiz vd.,
2012].

Bugiine kadar, Myceliophthora thermophila, Bacillus subtilis ve
Streptococcus pyogens Ptal’in kristal yapilari aydinlatilmis ve bunlarin homodimer
yapida olduklar ve benzer katlanma gosterdikleri belirtilmistir [lyer et al., 2004],
[Xu et al., 2004]. Her ¢ kristal yapida a-heliks/p plakalari ile muhtamelen substrat
baglanma bdlgesini olusturarak homodimer bir yapi icermektedir [Becker et al.,
2009], [Khyami-Horani et al., 1996]. U¢ boyutlu yapilari belirlenen bu Pta’lar diger
Ptal’ler icin bir model teskil etmekte ve yonlendirilmis mutasyon c¢alismalarinda
rezidulerin yerlerini tahmin etmede kullaniimaktadir.

Pta aktivitesinin, bazi patojenik bakterilerin virtilans etkisi icin 6nemli rol
oynadigi bilinmektedir. Welch ve arkadaslari Pta-Ack A yolaginin, tahminen asetil-
fosfat ve asetil-CoA Uzerinden, patojen E. coli CFT073’0n farelerin idrar yollarinda
kolonize olmasi ve patojenik etki gostermesinde rol oynadiklarini rapor etmistir
[Anfora et al., 2008]. Asetil-fosfatin global sinyal fonksiyonuna sahip oldugu ve
100°den fazla genin ekspresyonunda etkili oldugu gosterilmistir [Wolfe, 2005].
Farmakolojik alanda 6zellikle Staphylococcus aureus gibi antibiyotk direnci bulunan
patojenik bakterilerin yasamsal faaliyetlerinde énemli yer tutan Pta, bu bakterilere
karsi ilag gelistirmede hedef olarak secilmektedir [Morya et al., 2012]. Bu
labaratuvarda, diger bir Uropatojen olan S. saprophyticus bakterisinden Ptal geni
(eutD) klonlanip, E. coli’de rekombinant olarak dretilip biyokimyasal 6zelikleri ve
kinetik mekanizmasi aydinlatiimistir [Yildiz, 2011].

Geobacillus (eski ismi Bacilli) ¢ok cesitli alttiirleri olan ve bazi altturleri
ekstrem kosullarda (collerde, cok sicak termal sularda, kutuplarda, okyanus
diplerinde) yasayabilen bir bakteri sinifidir. Bu hcreler ekstrem iklim kosullarina
adapte olduklart igin, onlardan elde edilen enzimler de genis aralikta, ekstrem
kosullarda olagandisi 6zellikler gosterir [Alkan et al., 1997], [Bora et al., 2008]. G.
kaustophilus, Pasifik Okyanus’un en derin ¢ukuru olan Mariana Trench’in dip
noktasindan alinan tortu (sediment) drneklerinden izole edilmistir; optimal buyiume
sicakhigl 60 °C olarak belirlenmis olup, 74 °C’ye kadar bilyiime gosterebilmektedir

[www.ncbi.nlm.nih.gov]. Geobacillus sinifina ait tdrler icin yapilan calismalar



neticesinde genis pH araliinda (pH 2-12), genis sicaklik araliginda (5-78 °C) ve
genis tuz oraninda (%0-30) yasayabildikleri gorulmustir [Takami et al., 2004].
Bu 6zelliklerinden dolayi bu bakterilerden elde edilen enzimler biyoteknolojik

alanda kullanilabilecek potansiyele sahiptirler.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Bu tez calismasinda, G. kaustophilus genomundan Ptal’i kodlayan eutD
geninin klonlanip, enzimin E. coli’de rekombinant olarak tretilmesi ve biyokimyasal
Ozelliklerinin aydinlatiimasi amaglanmistir.

Literatirde G. kaustophilus Pta Uzerine yapilmis herhangi bir ¢alisma heniz
yoktur. G. kaustophilus Pta’in karakterizasyonunun belirlenmesi ile literatirdeki
boslugun doldurulmasi ve sonraki calismalara 1sik tutmasi yoénunden Kkatkisi
olacaktir. Ozellikle proteinlerde yapi ve fonksiyon calismalari, daha sonra olasi tibbi
alanda kullanimina aciklik getirilebilecek calismalara temel teskil etmektedir.

Laboratuvarimizda Pta, pirlivat dehidrogenaz enzim kompleksi (PDC) aktivite
olcimlerinde, asetil-CoA/CoA rejenerasyonunda kullaniimaktadir. Daha 6nce, bu
deneylerde SIGMA’dan satin aldigimiz Pta kullaniimaktaydi. Ancak bu enzim hem
pahali hem de aktivitesinin disik olmasi sebebiyle ekonomik degildi. Rekombinant
olarak elde ettigimiz Pta bu baglamda ¢cok daha ekonomik olmaktadir. Ayrica, asetil-
CoA/CoA rejenerasyonu gerektiren diger biyoteknolojik alanlarda da kullanim
potansiyeli vardir.

Bu calismada, G. kaustophilus bakterisinde bulunan dizi benzerligi sebebi ile
Fosfotransasetilaz geni (EutD) oldugu tahmin edilen gen, pET28a(+) vektoriine
aktarilarak klonlanmis, Ni-afiniti kolonu ile saflastirillmis ve Kp, ke deQerleri
hesaplanmis, optimum pH ve sicaklik deQerleri bulunarak cesitli tuzlarin ve

metabolitlerin aktiviteye olan etkileri izlenerek karakterize edilmistir.



2. KONU iLE iLGiLi CALISMALAR

2.1. Asetat Metabolizmasi

Asetat Metabolizmasi bilesenleri ve ara drunleri 1940’larin  baslarinda
kesfedilmis ve 1950 yilindan sonra karakterize ¢alismalari baslanmistir. Glnumuizde
asetil-CoA olarak bilinen aktive edilmis asetatin merkez metabolizmanin donim
noktasinda yer alan yiksek enerjili ara drin oldugu bilinmektedir (Sekil 2.1)
[Barnard et al., 2004], [Bentley, 2004], [Kennedy, 2001], [Semenza, 2001], [Wolfe,
2005].
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Sekil 2.1: Asetil-CoA merkez metabolizmanin donim noktasinda yer alan yuksek
enerjili ara ardin.

1990’larin baslarinda asetat metabolizmasi yeniden ilgi odagi olmustur. Bu
cezbedici alanda daha cok asetil-fosfat tizerine yogunlasiimistir. Asetil-fosfat, asetat
birikim yolunun global sinyal fonksiyonuna sahip yiksek enerjili ara Griniduir
[McCleary et al., 1993], [Wanner, 1993], [Wolfe, 2005]. Gunumuz calismalari
gosteriyor ki; asetil-fosfat, nitrojen 6ziimsemesi, ozmoregulasyon, kamg¢i biogenezi,
pilus toplamasi, kapsul biyosentezi, biofilm gelistirme ve patojenezinde etkili oldugu
kadar, cesitli duzenleyici hucresel islevlerde de dnemli gorevlere sahiptir [Bang et
al., 2000], [Bang et al., 2002], [Heyde et al., 2000], [Liu et al., 2001], [Ninfa et al.,
20001, [Pericone et al., 2003], [Prohinar et al., 2002], [Wolfe et al., 2003].



Asetil-CoA, sitrik asit dongusu ve glukoz sentezi basta olmak (izere sisteme
karbon saglayan 6nemli bir metabolik molekuldir. Eksikligi veya yetersizliginde tim
metabolik faaliyetler zarar gorir [Kornberg et al., 1957]. Bitki ve bazi bakteriler,
mantarlar ve omurgasizlar sitrik asit déngistnan farkli formlarini kullanarak énemli
reaksiyonlarinda kullanilmak izere asetil-CoA kullanirlar. Bunun icin Sekil 2.2°de
kullanilan yollar gosterilmistir [Ensign, 2011]. Bdylece her canli zor cevresel
sartlarda dahi yasamsal faaliyetlerini stirdiirmek icin bu enerji yollarindan kendi igin
uygun olanini tercih eder [Khomyakova et al., 2011], [Ensign, 2011].
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Sekil 2.2: Asetat asimilasyonundaki metabolik yollar. Birden fazla enzim igeren
adimlar ve ara basamaklar kesikli oklar ile gosterilmistir. (D) Genisletilmis bélge
azotlu bilesikler iceren reaksiyonlari gosterir.

S. enterica’da asetat/propionat kinaz ve Pta aktiviteleri, etanolamin ve 1,2-
propanediol katabolizmasi ile iliskilidir [Clark and Cronan, 1996], [Palacios, 2003],

[Brinsmade, 2004].

dongusinde amonyak bilesiklerini

saglamaktadir [Ensign, 2011].
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2.1.1. Asetat Olusum Evreleri

Hicrenin cevreye asetat salgilamasi olarak bilinen asetojenez, piruvati asetil-
CoA’ya donustirmek icin gerekli olan CoA’nin geri dontstmdi ve glikoliz tarafindan
tiketilen NAD™"In yeniden retilmesi gerektigi icin gerceklesir.

Asetojenez; bitun TCA dongusu tamamlanmadigi zaman, hiicredeki karbon
akisi, hucrenin veya diger merkez metabolik yollarin kapasitesini astigi zaman olusur
[Chang et al., 1999], [el-Mansi and Holms, 1989], [Farmer and Liao, 1997], [Holms,
1996], [Holms, 1986], [Kessler and Knappe, 1996], [Lee, 1996], [Majewski and
Domach, 1990], [Rossman et al., 1991], [Varma and Paulson, 1994], [Xu et al.,
1999]. Boylece, asetat salgilamasi, karisik - asit fermentasyonu boyunca anaerobik
sekilde olusur [Bock and Sawers, 1996]. Bunun yani sira asetojenez, hiicre;
solunumunu inhibe eden, asiri glukoz varhginda olusur [Holms, 1996], [Holms,
1986], bu davranisa Crabtree etkisi denmektedir [Crabtree, 1929], [Doelle et al.,
1982], [Luli and Strohl, 1990], [Rinas et al., 1989]. Asetojenez, “yiksek akis”
metabolizmanin bir sonucu olarak dusinulse de, son zamanlarda yayinlanan
calismalarda, asetat saliniminin; TCA dongusinin 2-ketoglutarat dehidrogenaz
(KGDH) tarafindan, daha yiuksek hicre yogunluguna daha hizhi ulasmaya izin
verdigi icin olustugu rapor edilmektedir [El-Mansi, 2004].

Asetat yikimi E. coli’de Pta (asetil-CoA: Pi asetiltransferaz; EC 2.3.1.8)
[Matsuyama et al., 1994] ve AckA (ATP: asetat fosfotransferaz; EC 2.7.2.1) [Lee et
al., 1990] enzimleri tarafindan katalizlenmektedir. AckA, asetil-fosfat ve ADP’yi,
asetat ve ATP’ye geri donistimli olarak katalizlerken; Pta, asetil-CoA ve inorganik
fosfati, asetil-fosfat ve CoA-SH’a geri dontsumli olarak katalizlemektedir (Sekil
2.3) [Rose et al., 1954], [Wolfe, 2008], [I. Hu et al, 2010]. Bu sonucu olarakta; asetat
yikimi karbon ve fosforlari enerji metabolizmasi ile bir araya getirmektedir [Wanner,
1992], [Wanner, 1996]. Bu yolak propionil-CoA ve propionat arasinda donisumu de
saglamaktadir [Rose et al., 1954].
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Sekil 2.3: Merkez metabolik yollar. Glikoliz metabolizmasi (mavi), NAD+
bagimli bir sekilde glukoz asetil-CoA donusimu. PTA-AckA yolu (kirmizi), asetat
baskalasmasi gerektirir. Enzim PTA (phosphotransacetylase) asetil-CoA ve
inorganik fosfati ( Pi) CoA donusturir ve yuksek enerjili asetil fosfat ara yolunu
olusturur. Enzim ACKA (asetat kinaz) asetil- P ve ADP kullanarak asetat ve ATP
dondstlrir. Asetat hiicre yapisinda serbestce yayilir. Asetat asimilasyon (yesil)
yuksek afiniteli ACS enzim (asetil -CoA sentetaz ) gerektirir. Asetil-CoA takviyesi
NAD+ bagimh trikarboksilik asit (TCA) déngusu (turuncu). ATP-sitrat liyaz (ACL)
ile ATP ve CoA kullanilarak TCA dongusu icinde sitrat oksaloasetat (OAA), ADP,
Pi ve asetil-CoA donusturir (mor). GAPDH, gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz,
PDH, pirlvat dehidrogenaz.

Metabolik sistemden Pta’nin c¢ikartiimasi ile yeni bir metabolik diizenlenme
meydana gelir (Sekil 2.4). Merkezi metabolizmasinda ilgili genlerin ve enzim
faaliyetlerinin analizi pirlvat/asetil-CoA birikimine neden olmasi ile bu
dizenlenmelerin aydinlatilmasina 1sik tutmustur. Genel olarak, gen ifadesi, enzim
aktiviteleri ve metabolik verileri iyi ifade edilir. Ancak, dizenlenmeler tim
hlcrelerde ayni sonuglari vermeyebilir. PDH (pirtivat dehidrogenez) kompleksi, ayni
operon icinde bulunan ¢ yapisal gen (aceEF, IpdA ve bir regulator (pdhR) geni)
tarafindan kodlanir. Bu operon, karmasik transkripsiyonel bir diizenlemeye sahiptir
[Cunningham et. al., 1998], [Spencer et.al., 1985]. PDH aktivitesi NADH [Hansen et.
al., 1966] ve asetil-CoA [Schwartz et. al., 1970] duzenlenmesine baghdir. Piriivat
birikiminin bir sonucu olan asetil-CoA birikimi ile PDH kompleksi inhibe olur.
PdhR’nin PDH operonun aceEF ve IpdA promoter gruplarina baglanmasini dnledigi
bilinmektedir [Quail et. al., 1995], [Saier et al., 1996], [Castafio-Cerezo et al., 2009].
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Sekil 2.4: Pta cikartiima sonrasi E. coli’de metabolik agda meydana gelen
degisiklikler. Pta ¢ikariimasinin sonucu olarak Laktat Uretilir ve laktat dehidrogenaz,
nLDH ve iDLDH birlesik etkisi ile ATP Uretilir. Ayrica, pirudat birikimi sonucu
PDH operon aktive olacaktir. Katilan enzimler Ack, asetat kinaz; PTA,
phosphotransacetylase; PDH (aceEF; LPD) pirtivat dehidrogenaz gosterilmektedir.

2.1.2. Asetat Metabolizmasinda Pta Enziminin Onemi

Dogada hemen hemen tim canlilar metabolik islevlerinde asetati kullanirlar.
Dogada bol bulunan kisa zincirli bir yag asididir. Hayvan ve insanlarda sindirim
yolunda ve toprakta asetat konsantrasyonu cok yiksek seviyelerde bulunabilir
[Buckel, 1999], [Cummings et al., 1987]. Butun hucreler asetati metabolik
islevlerinde kullanmadan Once aktive ederler. Prokaryotik hicreler asetati asetil-
CoA’a cevirmekte iki farkli yol izlemislerdir (Sekil 2.5) [Starai et al., 2004].
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Sekil 2.5: Asetatin donisum yolaklari. Dusuk afinite yolak >30 mM asetat
konsantrasyonu; yiiksek afinite yolak <10 mM asetat konsantrasyonu ifade eder.

Prokaryotlar, bu yolaklart  kombine ederek, cevredeki asetatin
konsantrasyonunu énemsemeden karbon ve enerji kaynagi olarak kullanmaktadirlar.
Dusuk afiniteli yolakta asetat kinaz/fosfotransasetilaz enzimleri gorev almaktadir.
Asetatl asetil-fosfat ile asetil- CoA’ya aktive etmektedirler [Brown et al., 1977].
Ack/Pta sistemi cevrede yiksek konsantrasyonda asetat oldugu zaman (>30 mM)
prokaryotlar tarafindan kullanilmaktadir. Birgok bakteri, hiicrede kullanilan ve ayni
zamanda olusan CoA seviyelerini sabit tutmak ve elde ettikleri enerjiyi korumak igin
Ack/Pta’nin geri donusebilirligini kullanmaktadirlar. Asetil-fosfat; enerjiyi korumak
icin yaygin olarak kullanilmasinin yaninda ayrica, iki bilesenli dizenleyici
sistemlerde gen ekspresyonunun diizenlenmesine de yardimci olmaktadir [McCleary
et al., 1993], [McCleary et al., 1994], [Bentley, 2000], [Wolfe et al., 2003], [Wanner
etal., 1992].



2.1.3. Farkh Kaynaklardan Elde Edilen Pta Enzimi ve
Karsilastirilmasi

Farkli mikroorganizmalardan elde edilen Pta’lar Gzerine yapilan calismalar
sonucunda, Pta’nin iki farkl tirindn oldugu ortaya ¢ikmistir (Ptal ve Ptall). Ptal
sinifi eutD geniyle kodlanmis ve yaklasik 350 rezidlye sahiptir. Ptall sinifi ise pta
geniyle kodlanmis ve yaklasik 700 rezididen meydana gelmistir [Lundie and Ferry,
1989], [Campos-Bermudez et al., 2010]. Bazi mikroorganizmalar bu genlerden birini
icerirken bazilari ise her ikisini de icermektedir. Ptall’nin C-terminal domaini
katalitik domaindir ve ayni zamanda Ptal ile homoloji géstermektedir. Pta’nin N-
terminal domaini regilatér domain olmasi sebebi ile NADH, ATP ve pirivat gibi
allosterik effektorlerin aktiviteye etkisinde rol oynar [Brinsmade and Escalente-
Semerena, 2007], [Campos-Bermudez et al., 2010]. Ptal sinifindan olan B. subtilis
adenin nukleotidleri, ATP, AMP ve ADP tarafindan inhibe edilirken pirlvat ve
NADH tarafindan inhibe edilmedigi rapor edilmistir [Thomas and Hoch, 1973].
Yildiz ve arkadaslari tGropatojen olan S. saprophyticus bakteri genomundan klonlayip
rekombinant olarak elde ettikleri Ptal’in ATP tarafindan inhibe edilirken pirtivat ve
NADH tarafindan inhibe edilmedigi rapor etmislerdir [Y1ldiz vd., 2012].

M. thermophila, B. subtilis ve S. pyogens bakterilerinin sahip oldugu Ptal
kristal yapilari aydinlatilmistir. Fakat Ptall’nin  kristal yapisi henuz netlik
kazanmamistir [lyer et al., 2004], [Xu et al., 2005]. B. subtilis ve S. pyogens
genomlari asetat kinaz (ackA) genine sahiptirler; fakat pta geni bulundurmazlar. ackA
ve eutD genleri kromozomda uzak yerlerde bulunmaktadir [Presecan-Siedel et al.,
1999], [Shin and Park, 1999]. Ayrica pta geni ackA geniyle birlikte Escherichia coli
ve Salmonella enterica kromozomlarinda tek bir operon olarak yer almistir
[Brinsmade and Escalente-Semerena, 2004]. S. enterica ve E. coli’den klonlanip
karakterize edilen eutD geninin ylksek Pta aktivitesi bulunmaktadir [Brinsmade and
Escalente-Semerena, 2004], [lyer et al., 2004].
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Simdiye kadar Ptal kristal yapilar aydinlatilmis B. subtilis, M. thermophila ve
S. pyogenes’in  homodimer vyapida olduklari ve benzer katlanma yaptiklari
goralmustir. BLAST arastirmalarina gore Pta (zerine yapilan calismalardan biriside
S. Saprophyticus Pta’dir. S. saprophyticus bakterisinden elde edilen Pta aminoasit
dizisi ile M. thermophila, S. pyogenes ve B. Subtilis bakterilerinden elde edilen
Pta’larin aminoasit dizileri karsilastirildiginda sirasi ile % 45, % 55, % 67 oraninda
dizi benzerligi gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 2.6). Yapi ve fonksiyon icin en
yakin benzerlige sahip olan B. subtilis Pta’sidir [Yildiz vd., 2012]..
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Sekil 2.6: S. saprophyticus Pta’nin M. thermophila, S. pyogens ve B. subtilis Pta’lariyla
dizi uyumu. Dizilerin izerindeki mavi bar ve kirmizi oklar B. subtilis Pta’nin sirasiyla

a-heliks ve B-plakasi. Mor ve turuncu gosterilen reziduler lyer ve arkadaslari tarafindan

yaptlan 32 prokaryotik Pta dizisi boyunca siralanmasina dayanan korunmus rezidulerdir.

Farkl organizmalardan elde edilen Pta enziminin molekdler agirliklari, spesifik

aktivite, Ky deQerleri ile bazi metallere karsi olan 0Ozellikleri Tablo 2.1°de

gosterilmektedir [Lundie and Ferry, 1989].
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Tablo 2.1: Farkli kaynaklardan elde edilen Pta’in 6zelliklerinin karsilastiriimasi.

Spesifik

. M .. K o
Organizma ' Aktivite " . Metal Etkileri
(kDa) (Unit/mg)? CoAS Ac-P;
. . K", NH,4 uyarir;
Bacillus subtilis 90 1.371  0.096 0.480 MnZ* ve Ca2* inhibe
eder.
Bradyrhizobium  NR® 8-12° NR° NR® K* uyarir; Na*,
japonicum AsO,>inhibe eder.
2+ . +
e i b b Fe“" gerekli; Na’,
C. acidiurici 63-75 710 NR NR AsO. > inhibe eder.
. K", NH,4 gerekli;
C.Kkluyveri 60 196 0.12 0.6-1.3 Na*, Li* inhibe eder.
C. d b b 2+ . 3
thermoaceticum 88 123 NR NR Mg"" uyarir; AsQ,
birbirinden ayirir.
E.coli 120-150 333 0.32 3 (NH4)2S04, KPO,
inhibe eder.
Lactobacillus b K*, NH4, Rb™ uyarir;
fermenti 68 1124 0.00 NR ca’*, Mg**, Ba** ve
Li* inhibe eder.
. K*, NH,4 gerekli;
M. thermophila  43-52 2496  0.090 0.170 Na*, AsO,Finhibe
eder.
. K*, NH,4 uyarir; Na*,
R. palustris 55-57 32 0.15 4.70 Li* ve Mg?* inhibe
eder.
7585 g2 NR®  NR® MU VeATPile

V. alcalescens

inhibisyon geri
cevrilir.

#Bir unite, dakikada olusan asetil-CoA’nin 1umol’diir.

b Degerler rapor edilmemistir.

°Bir Uinite, dakikada olusan 1 pumol asetil-CoA’dir, hiicre ekstratindaki aktivite.
¢ Alt Uinite molekiiler agirh§ 22.000 Da homotetramer olarak saflastiriimis enzim.
® Alt tinite molekiler agihg 32.000-40.000 Da olan dimer olarak saflastirilan enzim.
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2.2. Pta Enzimi

2.2.1. Yapi Fonksiyon Calismalari

Pta enzimlerinin kristalize edilme c¢alismalarina 2001 yilinda Xu ve
arkadaslarinin S. pyogenes Pta enzimini kristalize etmesi ile baslanmistir. Bunu 2003
yilinda lyer ve arkadaslarinin M. thermophila Pta enzimini kristalize etmesi
izlemistir. Kristalize edilen bu Pta enzimi Uzerine 2005 yilinda Lawrence ve
arkadaslari tarafindan yapi fonksiyon belirleme calismasi yapiimistir. Bu ¢alismada
Pta enzimi igin ilk kez ¢alisma mekanizmasi Onerilmistir (Sekil 2.9). 2005 yilinda Xu
ve arkadaslari B. subtilis’ten elde ettikleri fosfotransasetilazi kristalize etmisler ve

Pta’nin yapi, fonksiyon ¢alismalarina 1sik tutmuslardir (Sekil 2.7) [Xu et al., 2005].

Sekil 2.7: B. subtilis’ten elde edilen eutD geninin yapisi. B. Subtilis’ten elde edilen
dimer Pta’nin yapisi. Monomerlerden biri Kirmizi renkli domain I ve yesil renkli
domain Il diger momomer domain | (=211) ve domain Il (mavi) ile gosterilmektedir.

1997 wyilinda, Madeline ve ekibi M. thermophila’dan elde ettikleri
fosfotransasetilazin arginin ve sistein reziduleri Uzerine calismislardir. Yapilan bu
calismada dizide yer alan Cys™®, Cys?”’, Cys** Cys*® rezidiilerini alanin ile
degistirmisler ve enzim icin kinetik parametrelerin takibini yapmislardir. Bu calisma

° rezidustiniin

sonucunda enzim aktivitesi ve enzim kararlihg icin sadece Cys™
gerekli oldugu belirlenmistir. Cys™® rezidistiniin serin ile yer degistirildigi zaman
aktivitede dnemli miktarda artis oldugu gériilmiistiir. Cys®* rezidusiiniin kataliz icin

gerekli olmadigi ancak enzimin aktif bolgesinde yer aldigi belirtilmistir.
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Pta yapisinda bulunan Arg®?®, Arg®’, Arg*®, Arg®’, Arg®™ rezidiileri glutamin

310 razidistiniin

310

ile yerleri degistirilmis ve yapilan kinetik ¢alismalar sonucunda Arg
enzim aktivitesi icin gerekli oldugu belirlenmistir. Katalitik 6neme sahip Arg
rezidisinin Pta’nin aktif bolgesinde bulunarak asetil fosfatin fosfat grubuyla
etkilesim icinde oldugu, metil grubunun ise Phe*, Leu®, Phe®® 11e?*” ve 11e**
reziddleri ile hidrofobik etkilesim icinde oldugu ifade edilmistir [lyer and Ferry,
2001]. Arg®" rezidisiinin CoA’nin 3-fosfatiyla tuz kopriisii olustururken Arg™*
rezidustiniin CoA’nin 5-fosfatiyla etkilesime girdigi vurgulanmistir [lyer and Ferry,
2001]. Arg®” ve Arg™® rezidustiniin CoA ile etkilesim icinde oldugunu daha sonra
yapilan ¢alismalarda lizin, alanin, glutamik asit ve glutamin ile yer degistirilmis ve
her bir yer degistirme sonunda yapilan kinetik analizler ile ispatlamistir [lyer and
Ferry, 2001].

Pta monomerinin ikincil yapi elemanlari yan zincirleri ve aktif bolge reziduleri

399 CoA sulfhidril gruptan 4A uzakta bulunur ve bu

Sekil 2.8°de gosterilmistir. Ser
nedenle madde katalizorti olarak katilmaz. CoA’nin katalitik bdlgeye baglanmasi
muhtemeldir. Ser*®, Arg®®, Asp®® rezidiileri CoA cevresine yakin konumlanmis

310 tam

olmalari sebebi ile katalitik potansiyel reziddler oldugu belirtilmistir. Arg
olarak 32 pta dizisi ile korunmaktadir. R310Q mutasyonu ile katalitik bdlgede rol
oynadigi saptanmistir. Ayrica farkl yan zincirlerdeki yonelimler ile konformasyonel
esneklikte de rol aldigi gortlmektedir. Asetil fosfatin pozisyonunu optimize etmek
ve CoA’nin karbonil gruplarina niikleofilik atak yapmaktadir. Ser*®® dogrudan
baglayici gérevinde degildir. Nukleofil olarak gorev yapar ve hidrojen bagi olusturur.
Ancak yine de tam olarak fonksiyonu agiklanamiyor. Asp®® katalitik olarak gorev
aldig1 mutasyonlarla desteklenmistir. CoA’nin tiyol grubuna girisimde bulunur. Tiyol
grubu da dogrudan asetil fosfatin karbonil karbonuna atakta bulunur [Lawrence et al.,

2005].
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Sekil 2.8: EutD gen monomerinin aktif bolgesi.

Fosfotransasetilaz icin Onerilen katalitik mekanizma aminoasitlerin yerlerinin
degistirilmesi sonucunda elde edilen kinetik bilgiler, enzimin kristal yapilarindan
elde edilen enzim aktif bolge bilgileri ve enzim icin yapilan kinetik ve mekanizma
calismalari verileri kullantimistir.

Sekil 2.9°da adenin halkasi ile Asp®™, Pro®®, GIy'”®, Ala™ ve Ser'”™®
rezidllerinin olusturdugu grupta kalan CoA arasindaki katalitik iliski ve enzim ile
CoA arasindaki hidrojen baglari goriilmektedir. One siiriilen bu mekanizma baz
katalizli gerceklesmektedir. Asp®'® rezidistinin CoA’nin silfidril grubunun
protonunu koparmasiyla asetil fosfatin karbonil karbonuna dogrudan atak yapiimasi
saglanarak asetil-CoA olusumu gerceklesmektedir. Daha sonra olusan PO,* iyonu
Asp*® rezidiistinden proton kopararak fosfatin negatif yiklerinden biri dengeye
ulasir ve protonlanmaya hazir grup haline gelir [Lewendon et al., 1990], [Wu, 2003].

Yapilan calismalar sonucunda tahmini Pta mekanizmasi olusturulmustur.
Genetik ve fiziksel calismalar Pta'nin yaygin etkilesimini gostermek igin devam
etmektedir. Ayrica spesifik bolgedeki mutasyon calismalari sirdirtlmektedir
[Canovas et al., 2009].
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Sekil 2.9: M. thermophila bakterisinden elde edilen Pta’nin katalizledigi reaksiyon
icin Lewendon ve arkadaslari tarafindan énerilen katalitik mekanizma. a)
Substratlarin enzimin aktif bélgesine baglandigi andaki durumu. b) Negatif yikIi
gegi§ hali. ¢) Enzimin aktif bolgesine Uriinlerin baglandigi andaki durumu. Burada
Lys®’ ve GIn*** arasinda meydana gelen hidrojen bagi kesikli gizgiyle gosterilmistir.

16



2.2.2. Kinetik Calismalari

Kinetik calismalar ilk defa 1972 yilinda Pelroy ve Whiley tarafindan
Viellonella alcalescens’ten elde edilen Pta Uzerine yapilmistir. V. alcalescens’ten
elde edilen Pta’nin bitln substratlari icin Michaelis-Menten kinetik reaksiyonu geri
donistimli olarak kataliz ettigini rapor etmistir.

Pta tarafindan katalizlenen geri reaksiyonun (asetil-CoA + fosfat - asetil-
fosfat + CoA) hizinin ileri reaksiyonun (asetil-fosfat + CoA - asetil-CoA + fosfat)
hizindan 6.5 kat daha fazla oldugunu gosterilmistir. Pta’nin katalizledigi ileri ve geri
reaksiyonun substratlari i¢in gorinir K, degerlerini belirlemislerdir. Geri
reaksiyonun substratlari olan asetil-CoA ve fosfat icin gorinir Ky, degerleri sirasiyla
8.6 uM ve 9.3 mM, ileri reaksiyonun substratlari olan CoA ve asetil fosfat’in gorinur
K degerleri ise sirasiyla 0.33 mM ve 0.59 mM olarak belirlemislerdir.

Pta’nin Kkatalizledigi ileri ve geri reaksiyonun mekanizmasinin Griin
inhibisyonu deneyleri sonucunda random (rastgele) bi-bi mekanizmasiyla
gerceklestigi bildirilmistir. Ayrica yapilan ¢alismalar sonucunda enzimin adenozin
trifosfat (ATP) ve adenozin difosfat (ADP) tarafindan inhibe edildigi fakat pirtvat ve
indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid’in (NAD™) enzim aktivitesine herhangi
bir etkisinin olmadigi vurgulanmistir. Yapilan calismada ATP’nin inhibitor tlrQ
belirlenmis ve asetil fosfat icin yarismasiz inhibitdrken CoA igin yarismali inhibitor
oldugu bildirilmistir. ATP ve ADP’nin inhibisyon etkisinin MgCl, ilavesi ile ortadan
kaldirildigi rapor edilmistir [Pelroy and Whiteley, 1972].

1973’te Thomas ve Hoch Pta’yr farkh bir organizma olan B. subtilis’ten
saflastirmislar ve enzimin molekdl agirhigini 90 kDa olarak hesaplamislardir. B.
subtilis’ten saflastirilan Pta’nin Mn®* ve Ca?* ile inhibe olurken, K* ve NH," ile
aktive edildigi ifade edilmistir. Pta’in propiyonil-CoA ve butiril-CoA’y1 substrat
olarak kullandigi belirtilmis; fakat bu iki substrata olan ilginin asetil-CoA’ya olan
ilgiden daha az oldugu bulunmustur. Yapilan inhibisyon calismalari sonucunda ATP,
ADP ve AMP’nin enzimi inhibe ettigi pirtivat ve indirgenmis piridin ntkleotidlerinin
ise herhangi bir etkisinin olmadigi deneylerle ispatlanmistir. Ayrica palmitil-CoA’nin
CoA icin yarismali inhibitor oldugu gosterilmistir [Thomas and Hoch, 1973].

Lawrence ve Ferry 2005 yilinda Pta’yr M. thermophila’dan klonlamis ve
molekdl agirhgini 71 kDa olarak belirlemislerdir. Enzimin daha 6nce ¢ozelti iginde
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monomer halde bulundugu belirtilmesine ragmen [Latimer and Ferry, 1993] yapilan
bu calismada enzimin ¢ozelti icinde dimer halde bulundugu rapor edilmistir. Pta’nin
katalizledigi reaksiyonun mekanizmasini incelenmis ve baslangi¢c hizlari dlcuimleri
sonucu reaksiyonun mekanizmasinin ping-pong olmadigr bulunmustur. Yapilan
calismalar sonucunda bulunan Michaelis sabitleri asetil fosfat i¢in 186 M, CoA igin
65 uM, asetil-CoA ic¢in 96 uM ve fosfat icin 742 uM olarak belirlenmistir. Ayrica Kcat
degeri 1500 s olarak hesaplanmistir. Bu degerler elde edilen diger Pta’larin kinetik
sabitleriyle benzerlik gdstermektedir [Lawrence and Ferry, 2005].

Pta’nin katalizledigi reaksiyonun mekanizmasinin random (rastgele) veya order
(siralt) oldugunu belirlemek icin M. thermophila’dan elde edilen Pta ile Urin
inhibisyonu deneyleri yapilmistir. Deneyler substratlardan birinin konsantrasyonu
doygun ve doygun olmayan konsantrasyonlarda sabit tutulup diger substrat ve
inhibitorin konsantrasyonu degistirilerek yapilmistir. Bu sonuclar dogrultusunda M.
thermophila Pta’nin katalizledigi reaksiyonun mekanizmasinin random (rastgele) bi-
bi mekanizmasi oldugu bulunmustur [Lawrence and Ferry, 2005].

Yildiz ve arkadaslari Gropatojenik bir bakteri olan S. saprophyticus
genomundan klonlayip, E. coli’de rekombinant olarak Urettikleri Ptal’in Kinetik
mekanizmasini incelemislerdir [Yildiz vd., 2012].

Simdiye kadar, sadece E. coli ve S. enterica’dan elde edilen Ptall’lerin NADH,
ATP ve pirtvat tarafindan dizenlendigi belirtilmistir [Brinsmade and Escalente,
2007], [Compos et al., 2010].

Ilk kez TCA dongiisiiniin hiz belirleyici enzimlerinden biri olan o-ketoglutarat
dehidrogenaz  kompleksinin  (0-KGDC) substrati olan a-ketoglutarat’in S.
saprophyticus Pta aktivitesini ileri ve geri reaksiyonda allosterik olarak inhibe ettigi
gordlmastar. Ayrica yapilan calismalar sonucunda a-ketoglutarat inhibisyonunun
sigmoidal 06zellik gosterirken, ATP inhibisyonunun hiperbolik 6zellik gosterdigi
goraldu [Yildiz vd., 2012], [Y1ldiz, 2011].
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Bu tez c¢alismasinda kullanilan; Primerler Integrated DNA Technologies,
restriksiyon enzimleri BioLabs Inc., eksprasyon vektori pET28a(+) Merck, MOPS
sodium salt (M9024), Sodium dodecyl sulfate (L4509), Agarose (A9539), Bradford
reagent (SIB6916), Imidazole (I1-0125), Potassium chloride (12636), Potassium
phosphate (16H1604), Dithiothreitol, Asetyl phosphate (057K5317), Pyruvate
(105K0723) ve o-Ketoglutarate (105K5304) Sigmadan; ATP (00911EE) Sigma
Aldrich, TEMED (1.10732), Triton X-100 (1.08603), Yeast extract granulated
(1.03753.0500), Peptone (1.07213.1000), Acrylamide(8.00830.1000) ve Sodium
chloride Merck’ten; 5,5’-Dithiobis (2-nitro benzoic acid) Alfa Aesar’dan, IPTG
(12992) Qiagen, Asetyl-Coenzyme A trilithium salt Applichem’den; Tris-HCI
(648317) Calbiochem’den, Acrylamide:N,N-methylene bis acrylamide (01706), Agar
(05040), Kanamycin sulphate (60615), Peptone Fluka’dan; Coenzyme A Trilithium

salt Calbiochem’den temin edilip calismalarda kullaniimistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

inolab WTW Series pH 6lger, Heidolph MR 3004 safety manyetik karistirici,
Varioklav Typ 300 Otoklav, Sartorius Basic marka tarti, Mikro 120 Hettich
Zentrifugen santrifiij, Heidolph Promax 2020 GFL 1080 marka su banyosu, Excella
E25 marka calkalamali inkubatdr, New Brunswick Scientific Ultra Low Temprature
Freezer U410 premium marka -80 °C dondurucu, Beckman Coulter Allegra 64R
marka santrifilj, Indesit TN5 (TK) marka -20 °C sogutucu, Spectromax Plus 384

(Moleculer Devices) kullaniimistir.
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3.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Besiyerleri

Bu tez calismasinda kullanilan ¢ozelti ve besiyerlerinin hazirlanislart EK-A’da

verilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. G. kaustophilus Bakterisindeki EutD Geninin Klonlanmasi

3.2.1.1. Primer Dizayni

G. kaustophilus bakterisinin KEGG Databas’de verilen eutD geninin DNA baz
dizi sekuansi dikkatli bir sekilde incelenerek, bakteri kromozomundan ¢ogaltmak
icin kullanilacak primerlerin DNA baz dizileri belirlenmistir. PCR Urtinuniin vektore
ligasyonunu kolaylastirmak amaci ile yapiskan u¢ aciga ¢ikacak sekilde primerlere 5’
ucuna Ndel endoniikleaz, 3' ucuna EcoRI endonikleazina ait tanima dizileri (Ndel
icin, 5-CATATG-3’; EcoRl i¢in, 5-GAATTC-3) ilave edilmistir.

EcoRI ve Ndel endonikleazlari; gen bolgesi icerisinde tanima bolgesine sahip
olmamasi ve vektor DNA (zerinde c¢oklu klonlama bolgesinde kesim yapan
enzimlerden olmalari gibi 6nemli unsurlar g6z 6nlinde bulundurularak secilmistir.

Bu kriterler gbz oninde bulundurularak dizayn edilen ve G. kaustophilus
genomundan eutD genini ¢ogaltmak icin kullanilacak olan primer dizileri 5- GAT
TGG CAT ATG ACA ACC GAT TTA TTT ACG GCA-3’ (ileri primer) ve 5- TTC
GCC GAA TTC TTA CTC CCC AAG CGA CTG -3 (geri primer) seklindedir.
Baslama ve sonlandirma kodonlari bold olarak gosterilmistir. Endoniikleaz kesim

enzim bolgeleri Ndel (ileri primer) ve EcoRI (geri primer) italik olarak gosterilmistir.

3.2.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Deneyi

Reaksiyon hazirlanmadan 6nce reaksiyon bilesenleri tek tek incelenerek, stok
kontaminasyonunun énlenmesi amaciyla ginlik kullanimlar icin steril mikrosantrifij
tiplerine paylastirildi. Ginlik stoklar hazirlandiktan sonra mimkin oldugu kadar

steril sartlarda ve buz uzerinde, en son enzim ilave edilecek sekilde PCR reaksiyonu
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hazirlandi. EutD geninin ¢ogaltilmasi icin hazirlanan PCR reaksiyonu bilesenleri

Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: EutD geninin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR reaksiyonu bilesenleri.

. Son
Cinsi
Konsantrasyon (25uL)
Kalip DNA 7.5ng/ yL
ileri Primer 1uM
Geri Primer 1uM
dNTP Karisimi 1uM
Reaksiyon Tamponu
y! p 1M
(Tag buffer)
Tag DNA Polimeraz/MgCl, lu

Deiyonize Su

0.5 mL’lik mikrosantrifuj tlplnde Tablo 3.1 gibi hazirlanan reaksiyon karisimi
daha dnce programlanmis olan PCR cihazinin 6rnek bloguna yerlestirilerek program

calistirildi. PCR Thermal Cycler programi asagidaki Tablo 3.2°da verilmistir.

Tablo 3.2: EutD geninin ¢ogaltilmasi icin uygulanan PCR programi.

Program Gruplari Sicaklik (C) Siire (dakika) Doéngii Sayisi

1 95 5 1
94 0.5

2 50 0.5 5
72 1.5
94 0.5

3 58 0.5 25
72 1

4 72 5 1

5 4 60 1
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%1’lik agaroz jelde eutD genine ait oldugunu disundugumiz band
gozlemlendi. Daha sonra DNA kesiminde kullanilmak iizere -20 "C’de saklandi
(Sekil 4.2).

3.2.1.3. EutD Geninin EcoRI ve Ndel Endoniikleazlar ile Kesimi

PCR reaksiyonu sirasinda primerlerle birlikte EcoRI ve Ndel kesim bdélgeleri
de yerlestirilerek DNA’nin her iki ucunda yapiskan ug elde edildi. EutD geninin Ndel
ve EcoRI endonukleazlar ile kesim reaksiyon bilesenleri Tablo 3.3 de verilmistir.

Tablo 3.3: EutD geni kesim reaksiyonu bilesenleri.

o Son
Cinsi
Konsantrasyon (50uL)
Pta 65 ng/ uL
Reaksiyon Tamponu (EcoRI) 1X
Ndel 0.25u
EcoRl 0.5u
Deiyonize Su

Reaksiyon buz Uzerinde hazirlandiktan sonra 37 °C’e ayarlanmis su
banyosunda 3 saat bekletilerek ¢iftli kesim yapildi.

Kesim drdndndn izolasyonu igin kesim reaksiyonun hepsi % 1’lik agaroz jelde
elektroforeze tabi tutuldu ve jelden saflastirma yapildi. Daha sonra ligasyonda

kullaniimak tizere -20 °C’de saklandi.
3.2.1.4. pET28a(+) Klonlama Vektdrinin izolasyonu

EutD geninin klonlanmasi icin pET28a(+) klonlama vektori kullanildi. Bu
vektorin secilme nedeni, klonlama bolgesinin 5 ucunda His-Tag bdlgesinin
bulunmasidir. Boylece, Ni-NTA kullanilarak protein saflastirilmasi saglanmis

olacaktir. Kullanilan pET28a(+)’a ait vektor haritasi Sekil 3.1’de gosterilmistir.
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Sekil 3.1: Klonlama vektort pET28a(+)’nin vektor haritasi.

E.coli Topl0 hicrelerinden pET28a(+) vektorinin izolasyonu igin, LB/Kan
plaklarindan pET28a(+) iceren E.coli Topl10 koloni se¢imi yapildi. Steril kirdanla
secilen koloni 5 mL LB/Kan sivi besiyerine batirilarak, 37 °C’e ayarlanmis
inkubatérde gece boyu biyimeye birakildi. Sabah buyldyen hicre kultirinden
pET28a(+) klonlama vektort plazmit izolasyon kiti (Sigma Aldrich) protokoli
kullanilarak izole edildi.

izole edilen pET28a(+) klonlama vektoriiniin gorintiilenmesi ve miktar tayini
icin %1’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu.

3.2.1.5. Klonlama Vektoriiniin Ndel ve EcoRl Endoniiklazlari ile
Kesimi

Izolasyonu yapilan ve miktari belirlenen pET28a(+) vektoriinin Ndel ve EcoRl

endonukleazlar ile kesilerek diiz zincir haline getirildi. Kesim reaksiyon bilesenleri
Tablo 3.4’de verilmistir.
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Tablo 3.4: pET28a(+) vektorinin kesim reaksiyonu bilesenleri.

o Son
Cinsi
Konsantrasyon (50uL)
pET28a(+) vektor 420 ng/ pL
Reaksiyon Tamponu (EcoRI) 1X
Ndel 0.25u
EcoRl 0.5u
Deiyonize Su

Reaksiyon buz (izerinde hazirlandiktan sonra 37 °C’e ayarlanmis su
banyosunda 3 saat bekletilerek ciftli kesim yapildi.

Kesim rlndndin izolasyonu igin kesim reaksiyonun hepsi % 1’lik agaroz jelde
elektroforeze tabi tutuldu ve jelden saflastirma yapildi. Daha sonra ligasyonda

kullaniimak Uizere -20 °C’de saklandi.

3.2.1.6. EutD Geninin pET28a(+) Vektort ile Ligasyonu

EcoRI ve Ndel endonlkleazlari ile kesilen pET28a(+) klonlama vektori ile G.

kaustophilus eutD geni ligasyonu i¢in Tablo 3.5 reaksiyon bilesenleri hazirlandi.

Tablo 3.5: pET28a(+) vektori ile eutD geninin ligasyon reaksiyon bilesenleri.

o Son
Cinsi
Konsantrasyon (20 uL)

Pta/EcoRI-Ndel 149.2 ng/pL
pET28a(+)/EcoRI-Ndel 50 ng/pL
T4 Ligaz Tamponu 1X
T4 Ligaz 05u
Deiyonize Su

Elde edilen ligasyon reaksiyonu 16 “C’de su banyosunda 1 gece inkiibe edildi.
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3.2.1.7. pET28a(+)-Pta Plazmitinin E.coli ToplO0 Bakterisine
Transferi

E.coli Top 10 bakterisinden kompetant hicre hazirlandi  (Ek-A).
Transformasyon islemi icin, kompetent E.coli Top 10 bakterisi bulunduran
mikrosantrifuj tlpl buz Gzerine alindi. Ligasyon karisimi ilave edilerek hafifce
pipetlendi ve karisim homojen hale getirildi. Buz Gzerinde en az 30 dk bekletildi.
42 °C’de 90 saniye tutuldu ve hemen tekrar buz 0zerine alindi. Antibiyotik
icermeyen LB sivi besiyerleri eklenerek 37 °C’de 1 saat streyle inkibat6rde tretildi.
Daha sonra konsantre edilerek 30 pg/mL kanamisin iceren LB agar plaklarina steril
cam boncuk ile yayma yontemiyle ekildi. 37 “C’ye ayarlanmis inkiibatére ertesi giine

kadar Uremeye birakildi.

3.2.2. Rekombinant E.coli Kolonilerinin Se¢imi ve Kontroli

3.2.2.1. Transformasyon Uriiniiniin PCR Analizi ile Kontrolii

Transformasyon plaginda gelisen kolonilerden steril kiirdan yardimi ile secildi.
Tablo 3.1’deki reaksiyon bilesenlerinin bulundugu PCR tipine kalip DNA yerine
steril kurdan ile secilmis koloni ilave edildi ve Tablo 3.2’deki PCR programi

uygulandi. % 1’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak gorinttlendi (Sekil 4.3).

3.2.2.2. Transformasyon Urininin EcoRI ve Ndel Endoniikleazlar
Ile Kesimi ve KontrolU

Steril kiirdanla secilen kolonilerden agorose jelde istenen bandi veren koloni,
LB/Kanamisin sivi besiyerine ekilip, 37 °C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi,
izolasyonu yapilarak elde edilen plazmid EcoRI ve Ndel endoniikleazlar ile Tablo
3.4’deki gibi kesime tabi tutuldu. %21’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak
goruntalendi (Sekil 4.4).
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3.2.2.3. Dizi Analizi

DNA dizi analizi icin konsantrasyonu 80 ng/uL olan pET28a(+)-Pta plazmit
orneginden dizi analizi i¢in RefGen Firmasina (ANKARA) gonderildi (Sekil4.5).
KEGG veri bankasinda verilen G. kaustophilus eutD gen dizisi (GK3415) ile G.
kaustophilus genomundan klonladigimiz eutD gen dizisinin (Gkpta) dizi
karsilastirmasi yapildi (Sekil 4.6). Ayrica B. subtilis, M. thermophila, S. pyogenes
aminoasit dizileri ile G. kaustophilus bakterisinden elde ettigimiz aminoasit dizisinin

karsilastirilmasi yapildi (Sekil 4.7).

3.2.3. Protein Ekspresyonu ve Saflastiriimasi

3.2.3.1. Protein Ekspresyonu

pET28a(+)-Pta plazmit ekspresyonu icin E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine
transfer edildi. Son konsantrasyonunda 30 pg/mL kanamisin iceren LB mediumun
lizerine pET28a(+)-Pta tasiyan BL21 (DE3) kolonilerinden segilerek 37 °C’de 1 gece
inkibasyona birakildi.

Kulturlerden alinan 10 mL, son konsantrasyonunda 30 Hg/mL kanamisin iceren
1000 mL LB medium besiyerlerine ekilerek 180 rpm’de 30 °C’de sirekli takibi
yapilarak ODggo deQeri 0.6-0.8 oluncaya kadar inkubasyona birakildi. Son
konsantrasyonu 0.25 mM olacak sekilde IPTG (izopropil-p-D-tiyogalaktozid)
eklenerek induklendi. Belirli araliklar ile ekspresyonun kontroli igin drnek alindi ve
buz iizerinde bekletildi.  Santrifujlendi (4000 rpm, 4°C, 10 dak.) ve hemen
kullanilmayacak olan yas peletler -80 °C’de saklandi.

Ekspresyon kontrolu igin buz Uzerinde beklettigimiz érnekler %10’luk SDS-
PAGE’de gorintilendi (Sekil 4.9).
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3.2.3.2. Protein Saflastiriimasi

Ekspresyonu gerceklestigi gozlenen ve -80 °C’de pellet seklinde saklanan
hicrelerden alindi. Hicreyi pargalamak igin sonikasyon islemine hazirlandi.

Sonikasyon yapmadan ©Once hiicre duvarinin parcalanmasi igin alinan yas
pelete 20 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, pH 7.5 iceren tampon, lizozim (1 mg/1 g yas
pelet) ve son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde PMSF ilave edildi. Agzi kapah
bir sekilde 5 dakikada bir karistirarak oda sicakliginda yaklasik yarim saat bekletildi.
Yogunlugunu arttirmak icin yarim saat buz (zerinde 5 dakikada bir karistirilarak
bekletildi. Kivamin yogunlugu hiicre ¢eperi parcalanmasinin ne kadar iyi oldugunun
bir gostergesi olarak referans alindi.

Sonikasyon islemi “45 saniye parcalama 2 dakika buz tzerinde bekleme”
olacak sekilde 10 dongl seklinde yapildi. Yogun kivamin bu islem sonrasinda
kaybolmasi sonikasyon isleminin yeterli oldugunu gostergesi olarak kabul edildi.
3500 rpm’de 20 dakika santrifiijleme islemi yapildi. Hucre ekstrati icerisindeki
olabilecek kiiglik kalintilar uzaklastirmak amaciyla stizgec¢ kagidindan gecirildi.

Proteini saflastirmak amaci ile kullanilan igerisinde 2 ml rezin bulunan Ni-
affinite kolonunu rejenere edildi (Ek-1) ve kolonu dengelemek amaci ile kolon 5 mM
imidazol iceren tampon A (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM KCI) ¢ozeltisinden
gecirildi. Dengelenen kolona drnek yiiklendi ve tim o6rnegin kolondan gec¢mesi
saglandi. 5 mM imidazol iceren tampon A c¢ozeltisi kullanilarak 1. yikama islemi
yapildi. Kolon c¢ikisi falkonda toplandi. 20 mM imidazol iceren tampon A ¢ozeltisi
kullanilarak 2. yikama islemi yapildi. 200 mM imidazol iceren tampon A ¢ozeltisi
kullanilarak 1’er ml seklinde 20 fraksiyon olacak sekilde yiiksek saflikta Hisg-Pta
protein elde edildi. Fraksiyonlar %10’luk SDS-PAGE ile analiz edildi (Sekil 4.10).
Bradford Metodu kullanilarak serum albumin (BSA) kullanilarak protein miktar
analizi yapildi (Ek-A).

Ayrica His-tag trombin (Sigma-Aldrich, USA) ile Kkesilerek ortamdan
uzaklastirildi. Fakat protein aktivitesi 6nemli miktarda dustugi igin Hise-Pta olarak

karakterizasyon ¢alismalarina devam edildi.
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3.2.4. Karakterizasyon Calismalari

Elde ettigimiz Hise-pta aktivitesinin varhigini  kontrol edebilmek igin
literatiirdeki 6lcuim standardi uygulandi [Lawrence et al.,2005].

3.2.4.1. ileri Reaksiyon ve Geri Reaksiyon Aktivite Tayini

lleri reaksiyon icin; Hise-Pta aktivitesi, spektrofotometrik yontemle 233 nm’de
zamana karsi (toplam 120 sn) Asetil-CoA’nin olusumu takip edilerek 25 °C’de
Spectromax Plus 384 spektrofotometresiyle 6lcildii  (€233:m=5,55 mM™.cm™).
Substratlar ve enzim tampon B (50 mM Tris-HCI, pH 7.5) icinde hazirlandi ve
reaksiyon hazirlanirken buz Gzerinde tutuldu. Reaksiyon karisiminin toplam hacmi
100 pL olacak sekilde tampon C (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM KCI, 2 mM
DTT), 2 mM asetil-fosfat, 0.2 mM CoA ve 0.012 pg enzim kullanilarak aktivite
olcimleri takip edildi.

Geri reaksiyonu icin; Pta’nin katalizledigi geri reaksiyonun (Asetil fosfat
olusumu) hizi 25 °C’de 412 nm’de (€4120m=136 mM™.cm™) Spectromax Plus 384
spektrofotometresiyle takip edildi. Substratlar ve enzim tampon B (50 mM Tris-HCI,
pH 7.5) icinde hazirlandi ve reaksiyon hazirlanirken buz Gzerinde tutuldu. Reaksiyon
karisiminin toplam hacmi 100 pL olacak sekilde tampon D (50 mM Tris-HCI, pH
7.5, 150 mM KCI), 0.2 mM DTNB, 0.2 mM asetil-coenzim A (Ac-CoA), 4 mM
inorganik fosfat (P;) ve 0.012 pg enzim kullanilarak aktivite 6l¢timleri takip edildi.

3.2.4.2. Enzim Miktarinin Baslangi¢ Hizina Etkisi

Enzim miktarini seri halde seyreltmek icin enzim dilisyon tamponu olarak
50 mM Tris-HCI pH 7.5 olarak hazirlandi. Enzimimiz bu hazirlanan tampon ile 1/10,
1/20, 1/30, 1/40, 1/50, 1/70, 1/100, 1/125, 1/150, 1/200 oranlarinda olacak sekilde
seyreltildi. Reaksiyon bilesimi son konsantrayonlari 3 mM asetil-fosfat, 0.2 mM
CoA olarak belirlendi. Enzim aktivite 6l¢imlerinde tampon C (50 mM Tris-HCI, pH
7.5, 150 mM KCI, 2 mM DTT) kullanildi. 233 nm’de 6lctimler alinarak veriler
grafige aktarildi (Sekil 4.11).
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3.2.4.3. ileri ve Geri Reaksiyonlar icin K, Degerinin Belirlenmesi

Pta’nin subsratlarina olan ilgi dizeyini belirlemek amaci ile Kp ve Vpax
degerleri belirlendi. ikinci substrat doygun konsantrasyonda sabit tutuldugunda elde
edilen K, degerleri degisken substrat icin gorinir K., degerini vereceginden deney
kosullar1 buna gére hazirlandi.

G. kaustophilus Pta ileri reaksiyonu igin coenzim A (CoA) ve asetil fosfat (Ac-
Pi) olmak Uzere iki substrati vardir. Pta’nin katalizledigi ileri reaksiyonun (asetil-
CoA olusumu) hizi 25 °C’de 233 nm’de asetil-CoA’nin olusumu Spectromax Plus
384 spektrofotometresiyle takip edildi.

CoA konsantrasyonu 0.5 mM’da sabit tutulup, son konsantrasyonu 0.05-7 mM
arasinda degisen cesitli derisimlerde asetil-fosfat hazirlandi. Toplam reaksiyon hacmi
100 pL olarak belirlendi. Reaksiyon tamponu olarak tampon C kullanildi. Reaksiyon
enzim ilavesiyle baslatildi. Reaksiyon hazirlanirken buz (zerinde tutuldu.
Reaksiyonun uygun sicakliga gelmesi icin yaklasik 3 dakika bekletildi ve 233 nm’de
reaksiyon takip edildi (Sekil 4.12).

Asetil-fosfat konsantrasyonu 4 mM’da sabit tutulup, son konsantrasyonu 0.05-
0.7 mM’a kadar cesitli derisimlerde Co-A hazirlandi. Toplam reaksiyon hacmi
100 pL olarak belirlendi. Reaksiyon tamponu olarak tampon C kullanildi. Reaksiyon
enzim ilavesiyle baslatildi. Reaksiyon hazirlanirken buz (zerinde tutuldu.
Reaksiyonun uygun sicakhga gelmesi icgin yaklasik (¢ dakika bekletildi ve
233 nm’de reaksiyon takip edildi (Sekil 4.13).

Pta’nin geri reaksiyonu icin asetil-coenzim A (Ac-CoA) ve inorganik fosfat
(P;) olmak Uzere iki substrati vardir. Pta’nin katalizledigi geri reaksiyonun (Asetil
fosfat olusumu) hizi 25 °C’de 412 nm’de (€ 4120m=136 mM™.cm™) Spectromax Plus
384 spektrofotometresiyle takip edildi. Reaksiyon hazirlanirken substratlar ve enzim
buz lzerinde tutuldu. Reaksiyonun uygun sicakliga gelmesi icin yaklasik 3 dakika
bekletildi.  Substratlardan birinin  konsantrasyonu sabit tutulup digerinin
konsantrasyonu degistirilerek reaksiyon takip edildi.

Inorganik P; konsantrasyonuna bagli Pta aktivitesi icin, reaksiyon tampon D
(50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM KCI) tamponunda, enzim miktari 0.012 pg olup,
Ac-CoA ve DTNB konsantrasyonlari sirasiyla 0.5 mM ve 0.2 mM’da sabit tutulup
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0.5-50 mM arasinda inorganik P; konsantrasyonu degistirilerek 25 “C’de takip edildi
(Sekil 4.14).

Ac-CoA konsantrasyonuna bagli Pta aktivitesi icin, reaksiyon tampon D
tamponunda, enzim miktari 0.012 pg olup, inorganik P; ve DTNP miktari sirasiyla
5 mM ve 0.2 mM’da sabit tutulup 0.025 mM’dan 10 mM’a kadar Ac-CoA miktarlari
degistirilerek 25 °C’de izlendi (Sekil 4.15).

3.2.4.4. pH’In Aktiviteye Etkisi

pH etkisini incelemek icin 50 mM asetat (pH 4.5-5.5 i¢in), 50 mM MOPS (pH
6.3-7.0 icin), 50 mM Tris (pH 7.3-9.0 i¢in), 50 mM glisin (pH 9.5-10.0 icin)
tamponu kullanildi. Reaksiyon 0.012 pg enzim, 0.2 mM CoA, 2 mM asetil-fosfat
varhginda 25 °C’de gergeklestirildi (Sekil 4.16).

3.2.4.5. Sicakhgin Aktiviteye Etkisi

Sicakhigin etkisini incelemek icin 10 °C’den 80 °C’e kadar sicaklik degisiminde
enzim (0.012 pg) ve substrat miktarlan (asetil-fosfat, 2 mM, CoA, 0.2 mM) sabit
tutularak reaksiyon izlendi. Su banyosu kullanilarak istenilen sicaklik degisimleri
kontrol altinda tutuldu (Sekil 4.17).

3.2.4.6. Farkli Tuzlarin Aktiviteye Etkisi

KCI, NH4CIl, (NH4).S04, NaCl, KPO, tuzlarinin Pta aktivitesine etkileri
incelendi. Her tuz icin 1 M stok soliisyonu hazirlandi (EK-1). Reaksiyon bilesimi son
konsantrayonlari 2 mM asetil-fosfat, 0.2 mM CoA olarak belirlendi. Enzim aktivite
Olcimlerinde 2 mM DTT iceren tampon B kullanildi. Enzim ilavesi ile reaksiyon
baslatildi. Reaksiyon hazirlanirken buz iizerinde tutuldu. Reaksiyonun 25 °C gelmesi
icin yaklasik 3 dakika bekletildi ve 233 nm’de reaksiyon takibi yapildi. 5 mM’dan
100 mM’a kadar farkh tuz konsantrasyonlari varliginda aktivite degisimi incelendi
(Sekil 4.18).
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3.2.4.7. Bazi Metabolitlerin ileri ve Geri Reksiyonlarda Aktiviteye
Etkisi

Substratlar, ATP, pirivat, NADH ve a-ketoglutarat tampon D’de hazirlandi.
Reaksiyonlar hazirlanirken substratlar ve metabolitler buz (zerinde tutuldu.
Reaksiyon tamponu olarak tampon C kullanildi. Reaksiyon 25 °C’ de 233 nm’de
reaksiyon takip edildi.

Pta’nin katalizledigi ileri reaksiyon icin CoA ve Ac-P; konsantrasyonlari
sirastyla 200 uM ve 500 uM’da sabit tutuldu. Pta’nin katalizledigi geri reaksiyon igin
0.2 mM DTNB, Ac-CoA ve P;jkonsantrasyonlari sirasiyla 200 UM ve 4 mM’ da sabit
tutulup 25 °C’de 412 nm’de reaksiyon takip edildi. Reaksiyon tamponu olarak
tampon D kullanildi. NADH konsantrasyonu 0, 0.5, 1, 2 ve 3 mM (Sekil 4.19),
pirtivat 0, 5, 10 ve 15 mM (Sekil 4.20), a-ketoglutarat konsantrasyonu 0, 2, 4, 8, 10,
15, 20 ve 25 mM (Sekil 4.21) ve ATP konsantrasyonu 0, 0.5, 1, 2 ve 3 mM
(Sekil 4.22) olarak degistirerek reaksiyon hacmi 100 pL olarak sabitlendi. 5 pL
enzim (0.012 pg/pL) kullanildi.

3.2.4.8. ATP ve a-Ketoglutarat inhibisyonuna Tamponlarin Etkisi

Pta’nin inhibitéri olan a-ketoglutarat’in (Sekil 4.23) ve ATP’nin (Sekil 4.24)
Tris (50 mM Tris, 150 mM KCI, 2 mM DTT, pH 7.5), HEPES (50 mM HEPES,
150 mM KCI, 2 mM DTT, pH 7.5) ve MOPS (50 mM MOPS, 150 mM KCI, 2 mM
DTT, pH 7.5) tamponlarinda aktiviteye etkileri incelendi. CoA 200 uM ve Ac-P;
500 pM’da konsantrasyonlarda sabit tutulup reaksiyon 25 °C’de 233 nm’de takip
edildi. Ayrica farkli pH degerlerindeki ayni tampon icindeki a-ketoglutarat’in ve
ATP’nin Pta inhibisyonuna etkisi incelendi.
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4. SONUC

4.1. G. kaustophilus EutD Geninin Klonlanmasi

G. kaustophilus eutD geninin genomik DNA’dan PCR ile cogaltilarak

pET28a(+) ekspresyon vektoriine klonlama asamalari

gosterilmistir.

Ozetle Sekil 4.1°de

EcoRl

pET28a(+)
5369 bp

EcoRI ve Ndel
Restriksivon
Enzimleri

Ndel

2516 kbpGeobacillus kaustophilus, genomik DNA

|

PCR - - - -
ileri-geri primer

l Tag DNA Polimeraz

PCR URUNU

~

EcoRI ve Ndel
Restriksiyon Enzimleri

EcoRl

Nefel mmmm—
el "1 000 bp Gipta

Ligasvon

| T4 DNA Ligaz

1000 bp Gipta

6319 bp
pET28a-Pta

Sekil 4.1: G. kaustophilus eutD geninin pET28a (+) vektoriine klonlama asamalari.

G. kaustophilus eutD genine ait PCR Uriini ve pET-28a(+) vektorinin Ndel ve

EcoRI restriksiyon enzimleriyle kesiminden elde edilen (riin agaroz jelde analiz
edildi (Sekil 4.2). Sekil 4.2°den de gorilecegi tzere, beklenildigi gibi, eutD geni igin
yaklasik 1000 b¢ (baz cifti) banti ve pET-28a(+) vektorl igin de yaklasik 5500 bg

banti elde edildi.
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Sekil 4.2: G. kaustophilus eutD genine ait PCR riinii ve pET-28a(+) vektori agaroz
jel (%1) analiz sonucu. 1, pET28a(+) vektori; 2, DNA belirteci;
3 ve 4, PCR urunu (eutD genine ait)

G. kaustophilus eutD genine ait PCR urinu ve pET-28a(+) vektorii Ndel ve
EcoRI restriksiyon enzimleriyle kesiminden sonra T4 Ligaz enzimi ile bolim
3.2.1.6’da belirtildigi sekilde ligasyonu gerceklestirildi. Ligasyon Grind, E.coli

Topl0 kompetent hiicrelerine aktarildi.

4.2. pET28a-GkPta Plazmitin E. coli’ye Transformasyonu,
Koloni PCR ve Endontikleaz Analizleri

G kaustoplius eutD geni iceren pET28a vektoru (pET28a-GkPta) E.coli Top 10
kompetent hicrelerine aktarildi. Transformasyon sonunda elde edilen kolonilerden
birkag tane segilerek koloni PCR yapildi. Koloni PCR urunleri %1’lik agaroz jelde
analiz edildi (Sekil 4.3). Sekil 4.3’den de gorulecegi Uzere, beklenildigi gibi, eutD
geni icin yaklasik 1000 b¢ bantlar elde edildi.
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Sekil 4.3: G. kaustophilus eutD genine ait koloni PCR drinlerinin gorintilenmesi.
1, DNA belirteci; 2-4, secilen kolonilerin PCR trtnleri (eutD genleri).

Koloni PCR sonucu beklenen bantlari veren kolonilerden 1 tane segilerek
kanamisin (30 pL/mL) iceren LB (Leuria Bertani) sivi besiyerinde biyitildi. izole
edilen plazmit Grint Ndel ve EcoRI endonikleazlarla kesime tabi tutuldu.
pET28a(+) vektoriin ayni endonikleazlarla kesim Grlnd, eutD geni, pET28a(+)-
GkPta plazmiti ve pET28a(+)-GkPta plazmiti kesim drlnleri % 1’lik agaroz jelde
analiz edildi (Sekil 4.4). Sekil 4.4’de de goruldigu Uzere, pET28a(+)-GkPta
plazmitinin teorik olarak 6000-6500 b¢ arasinda olmasi beklenilen banti, yaklasik
olarak bu degerlerde elde edildi. pET28a(+)-GkPta plazmiti kesim Uriini de yaklasik
1000 b¢ ve 5500 bg bantlar olmak Uzere iki bant olarak elde edildi.
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Sekil 4.4: pET28a(+)-GkPta plazmitinin EcoRI ve Ndel endonikleazlarla kesim
urtinlerinin agaroz jel (%1) analiz sonucu. 1, pET28a(+) vektord; 2, eutD geni; 3,
pET28a(+)-GkPta plazmiti; 4, DNA belirteci; 5, pET28a(+)-GkPta plazmitinin
EcoRI ve Ndel endontkleazlarla kesim Gring.

4.3. Klonlanan G. kaustophilus EutD Geninin DNA Dizi
Analiz Sonucu ve Amino Asit Sekuansinin Diger Pta
Dizileri lle Karsilastiriimasi

4.3.1. Dizi Analiz Sonucu

Klonladigimiz G. kaustophilus eutD geninin sekuans analiz sonucu Sekil
4.6’da verilmistir. Sekil 4.6°da goruldugu gibi ilk 48 baz pET28a(+) vektoriine aittir.
EutD genine ait kisim 49. bazdan itibaren baslamaktadir. Ayrica, kodladigi amino
asit dizisi alt kisimda verilmistir. Dizi analiz sonucunda elde edilen dizi

kromotogramlari Ek-B’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.5: Dizi analizi sonucu belirlenen Pta aminoasit dizisi. ilk 48 baz pET28a(+)
vektoriindeki His-tag aminoasid dizisine aittir. G. kaustophilus eutD genine ait kisim
49. bazdan itibaren baslamaktadir. Ayrica, kodladigi aminoasit dizisi alt kisimda

verilmistir.
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Bu sonuclar, KEGG veri bankasinda [http://www.genome.jp/kegg/keggl.html]

verilen G. kaustophilus genomundaki Pta aminoasit dizisi ile karsilastirildiginda;

61 247

Leu®* rezidiistiniin vyerini histidin, Gly*® rezidiisiinin yerini triptofan, Glu

rezidiistiniin yerini ise glisin rezidusunun aldigi gortlmustir (Sekil 4.6). Ug boyutlu

yapida Leu®, az korunmus o-heliks-3 ile 3 arasindaki loop bélgesinde; Gly'®,

yiiksek korunmus B5 ile o-heliks7 arasindaki loop bélgesinde; Glu**’, korunmamis

o-heliks-10 ile a-heliks-11 arasindaki loop bélgesinde yer almaktadir. Leu®, Gly'*

247

ve Glu“"" rezidilerinin fonksiyonlari heniiz bilinmemektedir.

K3415 MITDLFTALKAKVTGT GRKI VFPEGTDDRI LTAASRLATEQVLRPI VLGDEQAI RVKAAA 60
Gkpt a MITDLFTALKAKVTGTGRKI VFPEGTDDRI LTAASRLATEQVLQPI VLGDEQAVRVKTAA 60
&K3415 LGLPLEGVEI VNPRRYGGFDEL VSAFVERRKGKVTEETARELLFDENYFGTMLVYTGAAD 120
Gkpt a BGLPLEGVEI VTPRRYGGFDEL VSAFVERRKGKVTEETAREL LFDENYFGTM_LVYTGAAD 120
Xk kkkkkkk Kk . EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREREREEEEEEEEEEREREERESRESRESS]
GK3415 GLVSGAAHSTADTVRPALQ | KTKPGVRKTSGVFI MVRGDEKYVFADCAI NI APNSQDLA 180
Gkpt a GLVSIIAAHSTADTVRPALQ | KTKPGVRKTSGVFI MVRGDEKYVFADCAI NI APNSQDLA 180
K3415 El AVESARTAKMFGLKPRVAL L SFSTKGSASSPETEKVVEAVRLAKEVAPDLI LDGEFQF 240
Gkpt a El AVESVQTAKMFGLKPRVAL L SFSTKGSASSPETEKVVEAVRLAKEMVAPEL | LDGEFQF 240
K3415 DAAFVPEVAKKKAPDSVI QGDANVFI FPSLEAGNI GYKI AQRLGGFEAVGPI LQGLNKPV 300
Gkpt a DAAFVPBVAKKKAPDSVI QGDANVFI FPSLEAGNI GYKI AQRLGGFEAVGPI LQGLNKPV 300
R EEEEIEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEREREEEEREREREEEEEEEEEEEEEESEESEESSE]
K3415 NDL SRGCSAEDAYKLALI TAAQSLGE 326
Gkpt a NDL SRGCSAEDAYKLALI TAAQSLGE 326

Sekil 4.6: KEGG veri bankasinda verilen G. kaustophilus Pta aminoasit dizisi
(GK3415) ile G. kaustophilus genomundan klonladigimiz Pta aminoasit dizisinin
(Gkpta) karsilastirmasi.
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4.3.2. G. kaustophilus Pta Dizisinin Diger Pta Dizileri ile
Karsilastirilmasi

Kristal yapisi bilinen B. subtilis, M. thermophila, S. pyogenes bakterilerinden
elde edilen Pta ile G. kaustophilus bakterisinden elde edilen Pta arasindaki dizi
benzerligi CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignment programi ile incelenmistir.
Buna gore G. kaustophilus Pta dizisi, B. subtilis Pta ile % 73, M. thermophila Pta ile
% 44, S. pyogenes Pta ile % 59 oraninda dizi benzerligi gostermistir. Yapi ve

fonksiyon icin en yakin benzerlige sahip olan B. subtilis Pta’sidir (Sekil 4.7).

ol p1 02 B2 a3
B.subtilis R FOTVOERVAGKDVRT VEPEGL DB L EAVEKL AGNKVL NPT VI GNENET QAKAK 58
G kaust ophi | us - MITDLFTALKAKVTGTGRKI VFPEGTDDRI L TAASRLATEQUL QP! VL GDEQAVRVKTA 59
S. pyogenes MBI RSLFGGLREKI LGKNVKI VFPEGNDERVVRAAARL KFEGLLEP! | LGQSEEVRALLT 60
M t her mophi | a - - WTFLEKI SERAKKLNKTI ALPETEDI RTLQAAAKI LERG ADI VLVGNEADI KALAG 58
B3 p4 a4 a5 a6
B.subtilis ELNLTLGGVKI YDPHTYEGVEDL VQAFVERRKGK- ATEEQARKALLDENYFGTM.VYKGL 117
G kaust ophi | us AHGLPLEGVE! VTPRRYGGFDEL VSAFVERRKGK- VTEETARELLFDENYFGTMLVYTGA 118
S. pyogenes KLGFADQDYTI | NPNEYADFDKVKEAFVEVRKGK- ATLEDADKVLRDVNYFGVMLVKMAL 119
M t her nophi | a DLDLSKA- - KI VDPKTYEKKDEY!I NAFYEL RKHKG TLENAAEI MSDYVYFAVMVAKLGE 116
85 o7 86 B7 B8
B.subtilis ADGVSCAAHSTADT VFPALQ) | KTKEGVKKTSOVET VARG - - - - - EEQWFADCA Nl 171
G kaust ophi | us ADGLVSWAAHSTADTVRPALQ | KTKPGVRKTSGVFI MVRG - - - - - DEKYVFADCA NI 172
S. pyogenes ADGWSGAI HSTADTVRPALQI | KTKPG SRTSGVFLMNREN- - - - TSERYVFADCAI NI 175
M t her mophi | a VDGVVSGAAHSSSDTL RPAVQ VKTAKGAALASAFF | SVPDCEYGSDGTFLFADSGWE 176
a8 B9 a9
B.subtilis APDSODL AET Al ESANTAKNEDI E- PRVAML SFSTKGSAKSDETERVADAVKT AKEKAPE 230
G kaust ophi | us APNSQDLAEI AVESVQTAKMFGLK- PRVALL SFSTKGSASSPETEKVWEAVRLAKEMAPE 231
S. pyogenes DPTAGELAEI AVNTAETAKI FDI D- PKI AM. SFSTKGSGKAPQUDKVREATE! ATGLNPD 234
M t her mophi | a MPSVEDVANI AVI SAKTFELLVQDVPKVAM. SYSTKGSAKSKLTEATI ASTKLAQELAPD 236
a0 el B10 al2 B
B.subtilis L TL DGEF CF DAAFVPSVAEKKAPDSE] KGDANVEVFPSL EAGNT G/ AGRLGNFEAVGP 290
G kaust ophi | us LI LDGEFQFDAAFVPGVAKKKAPDSVI QGDANVFI FPSLEAGN GYKI AQRLGGFEAVGP 291
S. pyogenes LAL DGEL QFDAAFVPETAAI KAPDSAVAGQANTFVFPDL QSGNI GYKI AQRLGVFDA! GP 294
M t her nophi | a I Al DGEL QVDAAI VPKVAASKAPGSPVAGKANVFI FPDLNCGNI AYKI AQRLAKAEAYGP 296
B2 P13 al3

B.subtilis T OO VPV SREONAE VYNL ALT TARGAL - - - - 323

G kaust ophi | us | LQGLNKPVNDL SRGCSAEDAYKLAL | TAAQSLGE- - 326

S. pyogenes | LQGLNKPVNDL SRGSSAED! YKLAI | TAAQAI ESQG 331

M t her nophi | a | TQGLAKPI NDOLSRGCSDED! VGAVAI TCVQAAGQDK 333

Sekil 4.7: B. subtilis, M. thermophila, S. pyogenes Pta aminoasit dizileri ile G.

kaustophilus bakterisinden elde ettigimiz Pta aminoasit dizisinin karsilastiriimasi.
Dizi tzerindeki mavi gizgiler ve kirmizi oklar B. subtilis’in ikinci yapi elementlerini
(o-helix ve B-strand) gosterir, az ve yiksek korunmus diziler sirasi ile mor ve turuncu
olarak isaretlenmistir.
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4.4. Protein Ekspresyonu ve Saflastirmasi

4.4.1. Pta Ekspresyonu

pET28a(+)-Pta vektorinu tasiyan E. coli BL21 (DE3) hucrelerinde Pta’nin
zamana karsi ekspresyonu Bolim 3.2.3.1’de bahsedildigi gibi takip edilerek gerekli
olan optimum zaman belirlendi. Sekil 4.8’den de goriilecedi gibi 30 “°C’de IPTG ile

indiklendiginde zamanla ekspresyonu artmakta ve 4 saatte maksimum dizeye

ulasmaktadir.
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Sekil 4.8: E.coli BL21 (DE3) hiicrelerindeki ekspresyonu gerceklesen G.
kaustophilus Pta’nin SDS-PAGE jelinde goruntusi. M, Belirtec , (66-43-30 kDa); 1,
IPTG 0ncesi; 2, IPTG sonrasi 1. saat; 3, IPTG sonrasi 2. saat; 4, IPTG sonrasi 3. saat;

5, IPTG sonrasi 4. saat.

4.4.2. Protein Saflastirilmasi

His-tag iceren rekombinant proteinlerin saflastiriimasi, sonikasyon islemi ile
hicre pargalandiktan sonra Ni-NTA afinite kolonu ile gergeklestirildi. Elde edilen
Hisg-Pta SDS-PAGE ile analiz edildi (Sekil 4.9). His-tag iceren rekombinant Pta’nin
hesaplanan molekiler agirhigr 37422.3 Da’dur. Bu sonuglara gore, hesaplanan ve

SDS-PAGE jelden tahmin edilen molekuler agirliklari birbirine yakindir.
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Sekil 4.9: E.coli BL21 (DE3) hucrelerinden Pta enziminin Ni-NTA afinite kolonu
ile saflastiriimasinin SDS-PAGE jelinde géruntusi. M, protein belirteci, (66-43-30
kDa); 1, kolon 6ncesi 0rnek; 2, kolon sonrasi 6rnek; 3, 5 mM imidazol i¢eren tampon
A ile yikama sonrasi 6rnek; 4, 20 mM imidazol iceren tampon A ile yikama sonrasi
ornek; 5-12, 200 mM imidazol igeren tampon A ile sirasiyla toplanan 6rnekler.

Kullanimdan 6nce saflik diizeyi SDS-PAGE (%10) analizi ile kontrol edildi
ve yaklasik % 80 saflikta oldugu gorildi (Sekil 4.10).

Ayrica Hise-Pta icerdigi His-tag kismi trombin (Sigma-Aldrich, USA) ile
kesilerek ortamdan uzaklastiriimaya calisildi. Fakat kesme islemi sonrasinda yapilan
SDS-PAGE analizi Pta bandinin kayboldugunu gosterdi. Tahminimizce ticari
trombin icinde kontamine proteazlarin bulundugu ve bu proteazlarin Pta’yr kestigi
dustinilmektedir. Ayrica aktivite olgimlerinde protein aktivitesinin de 6nemli

miktarda azaldi§i gozlendiginden Hisg-Pta ile karakterizasyon calismalarina devam
edildi.

: pta
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Sekil 4.10: Saflastirlan Hisg-Pta’nin SDS-PAGE jelindeki gorintisi. M, protein
belirteci (66-43-30 kDa); pta, Hiss-Pta.
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4.5. Karakterizasyon Calismalari

4.5.1. Enzim Konsantrasyonunun Baslangi¢ Hizina Etkisi

Michaelis-Menten  denkleminde  baslangic  hizi, doygun  substrat
konsantrasyonunda, enzim konsantrasyonu ile direkt orantilidir. Dolayisiyla, kinetik
calismalarinda, ilk Once, enzim miktarinin baslangic hizina etkisi belirlenip,
kullanilacak enzim miktari tayin edildi (Sekil 4.12).

Michaelis-Menten Denklemi esitligi asagida verilmistir.

E+S «—>» ES —>» E+P (4.1)
V = Keat [ES] (4.2)
_ |S] |S
) = ‘,--' — = k. Ny —— =
L ma.\‘h—m e |Sl l"‘mt. [EJI] }\-m & |S] (43)

Bu denkleme gore baslangi¢ hizi substrat konsantrasyonunun yiksek oldugu
durumlarda enzim konsatrasyonu ile dogru orantihdir. Ancak, belli bir enzim
konsantrasyonundan sonra bu dogru orantt kayboluyor. Yiksek enzim
konsantrasyonunda substrat azalmasi (substrate depletion) hizli gergeklestiginden
dolayr baslangic hizini 6lgmek zorlasmaktadir. Michaelis-Menten denkleminde
Olcilen baslangic hizidir. Baslangic hiz 6l¢limi, substrat azalmasinin baslangi¢
substrat miktarinin 0 ile %10’u kadar oldugu zaman gerceklesir. Daha fazla enzim
ekledikce aktivite Olcim zaman diliminde subsrat azalmasi daha hizli
gerceklesecektir.

Enzim konsantrasyonunun baslangi¢ hizina etkisini goérebilmek icin yapilan
deney sonucunda alinan 6lcumler, enzim miktari ve aktivite grafigi olusturularak
degerlendirilmistir (Sekil 4.11). Bu grafikte de goruldigu tzere yaklasik 0.02 pg yani
0.5 nM enzim konsantrasyonuna kadar baslangi¢c hizi lineer artmaktadir. Bu
noktadan sonra enzim miktariyla aktivite arasindaki lineer iliski, bu deney sartlarinda
da literaturde oldugu gibi kaybolmaktadir. Bu sonuclara gore, ayni deney sartlarinda,
ortamda enzim konsatrasyonu 0.25-0.5 nM olarak kullanilmasi uygun goruldu ve

bundan sonraki deneylerde, aksi belirtilmedigi takdirde, bu miktar ile devam edildi.
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Sekil 4.11: Enzim miktarina baglh olarak aktivite baslangi¢ hiz grafigi. Reaksiyon
bilesimi son konsantrasyonlari 3 mM asetil-fosfat, 0.2 mM CoA olarak belirlendi.
Reaksiyonlar 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM KCI, 2 mM DTT tampon
ortaminda 233 nm’de takip edildi.

45.2. ileri ve Geri Reaksiyonlar Icin Kinetik Parametrelerin
Belirlenmesi

Pta’nin subsratlarina olan ilgi dizeyini belirlemek amaci ile asetil-fosfat ve
CoA substratlarina olan ilgisini gosteren Ky ve ke degerleri belirlendi. ikinci
substrat doygun konsantrasyonda sabit tutuldugunda elde edilen K., degerleri
degisken substrat icin gorinir K., degerini verir. Bu baglamda deney kosullar
hazirlandi.

Pta’nin asetil-fosfata karsi olan Ky, ve kear degerleri Kisim 3.2.4.2°de belirtildigi
gibi gerceklestirilen 6lglimler sonucundaki veriler ile olusturulan Sekil 4.12,
Michaelis-Menten denklemine “nonlineer” fit edilerek, sirasiyla, 0.284 mM ve 230
umol min™ mg™? olarak bulunmustur. BRENDA database’de bilinen Pta’lar icerisinde
asetil-fosfata karsi olan K, degerleri 0.024-22.5 mM arasinda degismektedir. Pta
enzimine en yakin dizi benzerligi gosteren B. subtilis’in asetil fosfata karsi olan Ky,
degeri 0.53 mM ve Kea/Kn degeri 5.11x10° M™ s olarak bulunmustur [Xu et al.,
2005]. Yapmis oldugumuz 6él¢timler sonucunda G. kaustophilus Pta’nin asetil-fosfata

kars! kea/Km dederi de 5.11x10° M s olarak bulunmustur.
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Sekil 4.12: Asetil fosfat konsantrasyonuna bagli Pta enziminin ileri reaksiyon

spesifik aktivitesi. Reaksiyon 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM KCI, 2 mM DTT
tamponunda, enzim miktari 0.012 pg, CoA konsantrasyonu 0.5 mM’da sabit tutulup,
asetil fosfat konsantrasyonu 0.05-7.0 mM arahiginda degistirilerek 25 “C’de takip

edildi. Veriler Hiperbol denkleme fit edilerek kinetik parametreler bulundu.

Pta’nin CoA igin Kp, ve Vinax degerleri, Sekil 4.13 Hill denklemine “nonlineer”
fit edilerek, sirasiyla, 207 pM ve 257 umol min™ mg™ olarak bulundu (Hill katsayisl,
1.6 £0.2). BRENDA database verilerine gore bilinen Pta’larin CoA’a olan K

degerleri 30-1694 uM arasinda degismektedir. B. subtilis Pta’nin CoA igin Ky, degeri

1.3 UM ve kea/Knm degeri 1.27x10° M s olarak bulunmustur [Xu et al., 2005].

Yapmis oldugumuz 6lciimler sonucunda G. kaustophilus Pta’nin CoA’ya karsi olan
keat/Kim degeri 8.56x10° M s olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.13: CoA konsantrasyonuna bagli Pta enziminin ileri reaksiyon spesifik
aktivitesi. Reaksiyon 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM KCI, 2 mM DTT
tamponunda, enzim miktari 0.012 pg, asetil-fosfat konsantrasyonu 4 mM’da sabit
tutulup 50-700 pM arasinda CoA konsantrasyonu degistirilerek 25 °C’de takip edildi.
Veriler Hill denkleme fit edilerek kinetik parametreler bulundu.

Pta’nin inorganik fosfata karsi olan Ky ve Vinax deQerleri, Sekil 4.14’teki veriler
hiperbol denkleme nonlineer fit edilerek, sirasiyla, 3.5 mM ve 59 pmol min™ mg™

olarak bulunmustur.
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Sekil 4.14: inorganik fosfat konsantrasyonuna bagli Pta enziminin geri reaksiyon
spesifik aktivitesi. Reaksiyon 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM KCI, 0.2 mM
DTNB tamponunda, enzim miktari 0.012 pg, Ac-CoA konsantrasyonu 0.5 mM’da
sabit tutulup 0-50 mM arasinda inorganik fosfat konsantrasyonu 25 °C’de
degistirilerek gerceklestirildi. Hiperbol denkleme fit edilerek kinetik parametreler
bulundu.
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Pta’nin asetil-CoA’a karsi olan Ky, ve Vmax degerleri, Sekil 4.15°teki verilerin Hill

denklemine nonlineer fit edilerek, sirasiyla, 0.093 mM ve 35 pmol min™ mg™? olarak

bulundu (Hill katsayisi, 1.2 +£0.1).
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Sekil 4.15: Ac-CoA konsantrasyonuna bagli Pta enziminin geri reaksiyon spesifik
aktivitesi. Reaksiyon 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM KCI, 0.2 mM DTNB
tamponunda, enzim miktari 0.012 pg olup, KH,PO,4 pH 7.5°ta iken konsantrasyonu
10 mM’da sabit tutulup 25-1000 pM arasinda Ac-CoA konsantrasyonu degistirilerek
25 °C’de gerceklestirildi. Hill denkleme fit edilerek kinetik parametreler bulundu.

Elde edilen tiim degerler tablo 4.1’de toplandi. keat (57) Ve keat/Km (M™ s) degerleri

hesaplanarak G. kaustophilus Pta enziminin substratlarina olan ilgisi belirlendi.

Tablo 4.1: G. kaustophilus Pta icin kinetik parametreleri.

Substrat Cesitleri Kn (MM) Vi (umol min™ mg™) Keat (57 Keat! K (M7 7
ileri reaksiyon
Asetil fosfat 0.284 £ 0.03 230+ 4 153.3+£2.6 5.11x10°
CoA 0.207 £ 0.016 257 £ 15 171.3£9.9 8.56x10°
Geri reaksiyon
Fosfat 3.5+0.7 59 +3.5 39.33+2.3 1.12x10°*
Asetil CoA 0.093 £ 0.017 3H+3 23.33+1.9 2.59x10°
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4.5.3. pH’In Aktiviteye Etkisi

Enzimin aktif bolgesi, substrat baglanmasini ve reaksiyonun katalizlenmesini
muimkun kilacak iyonik bicimde ya da iyonik gruplardan olusacak bir konformasyon
verecek bir sekilde olusmustur. pH’daki degismeler bu iyonlasabilen gruplarda ve
dolayisiyla konformasyonel yapida degisiklige neden olarak katalizin hizini
etkileyebilmektedir. Bunun disinda substrat molekili de iyonlasabilen gruplar
icerebilir ya da substratin iyonlasabilen sekli enzime baglanarak katalize ugrayabilir.
Bu da reaksiyonun hizini etkiler. Bu nedenle bu calismada, pH’in Pta aktivitesine
etkisi incelendi. Yapilan calismalar sonucunda G. kaustophilus Pta’nin aktivitesi igin
optimum pH 7.5 olarak belirlendi. (Sekil 4.16). Enzim pH 7.0-8.0 araliginda yiksek
aktivite gosterebilmektedir. pH 8.5 sonrasinda aktivite blylk miktarda azalmaktadir.
Dizi benzeri olan B. subtilis Pta icin optimum pH degeri 7.5°dir [BRENDA

database].

120 -

100 8

80

60 -

% Aklivite

40

20

Sekil 4.16: pH’in Pta aktivitesine etkisi. Kullanilan tamponlar: 50 mM asetat
(pH 4.5-5.5), 50 mM MOPS (pH 6.3-7.0), 50 mM Tris (pH 7.3-9.0), 50 mM glisin
(pH 9.5-10 i¢in) tamponu kullanildi. Reaksiyon 0.012 pg enzim, 0.2 mM CoA, 2 mM
asetil-fosfat varhginda 25 °C’de izlendi. %100 aktivite degeri 220 unit/mg’dir.
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4.5.4. Sicakhgin Aktiviteye Etkisi

Kimyasal reaksiyonlarin hizi sicakligin artmasi ile artar. Sicakliktaki artis
reaktant molekullere daha fazla kinetik enerji saglar, bu da birim zamanda daha fazla
sayida Uretken carpisma ile sonuclanir. Enzim katalizli reaksiyonlar da benzer tarzda
davranir. Ancak ylksek sicakliklarda enzimler denatiirasyona ugrar ve aktivitesini
yitirir. Bu nedenle, her enzim icin optimum sicakligin belirlenmesi énem arz
etmektedir.

Yapilan calismalar sonucunda G. kaustophilus Pta’nin aktivitesi igcin optimum
sicakligi 30 - 35 °C olarak belirlendi (Sekil 4.17). Enzimin aktivitesi 60 “C’den sonra
biylk oranda azalmaktadir. Dizi benzeri B. subtilis Pta icin sicaklik calisitimamistir,
fakat termofilik bakteri M. thermopila icin optimum sicaklik degeri 45 °C olarak
bildirilmistir [BRENDA database]. Ayrica S. saprophyticus Pta icin optimum
sicaklik 30-35°C olarak belirtilmistir [Aksoy, 2010]. Ancak enzimatik reaksiyonlarda
tim molekiller arasi etkilesim de 6nemlidir. Bir enzimin en iyi aktivite gosterdigi pH
degeri farkli ortam sicakliklarindan etkilenerek degisiklik gosterebilir. Bu kosullar
g6z oniine alinarak 30-35 °C sicaklikta pH degerlerimiz 7.0-7.5 arasindadir. Buradan
sonraki sicaklik artislariyla birlikte belirli bir pH diismesi de gortilmustir. 50-80 °C
de pH 7.0-6.5’e kadar dusmastur. Buradaki aktivite dusmesinde bir miktar pH
degisimininde katkisi vardir. Tris-HCI tamponunun sicaklija gére degismi yapilan
hesaplamalar neticesinde ApK, dederi -0.028 pH unit/°C olarak bulunmustur.
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Sekil 4.17: Sicakhgin Pta aktivitesine etkisi. Reaksiyon 50 mM Tris-HCI pH 7.5,
150 mM KCI, 2 mM DTT tamponu icerisinde 2 mM asetil-fosfat, 0.2 mM CoA ile
0.012 ug enzim olacak sekilde, 10-80 C arasinda sicaklik artisinda takip edildi.

4.5.5. Farkli iyonlarin Aktiviteye Etkisi

Literatiirde, simdiye kadar biyokimyasal 6zellikleri rapor edilen tim Pta
aktivitelerinin NH,*, K iyonlarinin varhginda arttii, fakat Na* varhginda inhibe
oldugu rapor edilmistir [Yildiz vd., 2012]. Bu calismada, rekombinant olarak elde
ettigimiz G. kaustophilus Pta aktivitesi tUzerine bu iyonlarin etkilerini incelemek icin
KCI, NH4CI, (NH4)2S04, NaCl, KPO, (pH 7.5) tuzlari kullanildi (Sekil 4.18).
Cahismalar sonucunda (NH4),SO; tuzu, dusik konsantrasyonlarda aktiviteyi
arttirirken  yilksek konsantrasyonlarda enzim inhibisyonuna neden olmaktadir.
Yuksek konsatrasyonlarda, (NH;),SO,4 tuzunun Pta’nin ¢ozundrlugini dasurdigi
dustinulmektedir. Diger yandan, KCI ve NH,CI tuzlarinin konsantrasyonu arttikca
enzim aktivasyonunun arttigi gortlmektedir (Sekil 4.18). Ayrica, KyPO, tuzu, disik
konsantrasyonlarda aktiviteyi arttirirken yiksek konsantrasyonlarda enzim
inhibisyonuna neden olmaktadir. Fosfat Uriin oldugu icin, ylksek konsantrasyonda
urtin inhibisyonu gergeklesmektedir.

Yukarida belirtildigi gibi Na® iyonunun farkli migroorganizmalardan elde
edilen Pta’larin aktivitelerini inhibe ettigi rapo edilmistir [Lundie and Ferry, 1989].
Bu calismada da NaCl’in rekombinant Pta aktivitesini inhibe ettigi acikca
gorulmaustdr (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: Farkl iyonlarin Pta aktivitesine etkisi. Reaksiyon bilesimi son
konsantrasyonlari 2 mM asetilfosfat, 0.2 mM CoA olacak sekilde, 50 mM Tris-HCI,
pH 7.5, 2 mM DTT iceren tamponda, 5-100 mM’a kadar degisen tuz konsantrasyonlari
varliginda, 25 °C’de ve 233 nm’de enzim aktivite degisimi incelendi. Reaksiyonda
kullanilan %100 enzim aktivitesi ortalama 100 unit/mg protein olarak 6l¢uldd.

NaCl’ln inhibisyon etkisi KCI varhginda daha azdir, fakat NaCl

konsantrasyonu arttikga inbibisyon etkisi de artmaktadir. Bu da, Na* iyonlarinin K
iyonlarinin baglandigi bélgeye baglanarak inhibe ettigini gostermektedir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19: NaCl’in KCI varhiginda ve yoklugunda Pta aktivitesine etkisi.
Reaksiyon bilesimi son konsantrasyonlari 2 mM asetilfosfat, 0.2 mM CoA olacak
sekilde, 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 2 mM DTT iceren tamponda ve 50 mM Tris-HClI,
pH 7.5, 2 mM DTT ve 150 mM KCI iceren tamponda 5-100 mM’a kadar degisen
NaCl konsantrasyonlari varhginda, 25 °C’de ve 233 nm’de enzim aktivite degisimi
incelendi. Reaksiyonda kullanilan %100 enzim aktivitesi ortalama 100 unit/mg
protein olarak 6l¢uldu.

4.5.6. Bazi Metabolitlerin ileri ve Geri Reaksiyonlarda Aktiviteye
Etkisi

Hicrelerin enerji diizeyi ATP ve NADH varligiyla iliskilidir. ATP ve NADH’
in fazla olmasi hiicrenin yeterince enerjiye sahip oldugunun bir gostergesidir. Y iiksek
ATP ve NADH konsantrasyonunun enerji metabolizmasinda gorevli olan enzimlerin
inhibisyonuna sebep oldugu yapilan calismalar sonucunda gézlenmistir [Yildiz vd.,
2011]. Buglne kadar farkli mikroorganizmalardan elde edilen Ptal sinifi enzim
aktivitelerinin ATP tarafindan inhibe edilirken NADH’in aktiviteye etkisi olmadigi
belirtilmistir [Yildiz vd., 2012]. Bu amagla Ptal sinifi enzimi olan G. kaustophilus
Pta aktivitesine ATP, pirivat, NADH ve o-ketoglutarat gibi enerji metabolizmasinda
bulunan metabolitlerin etkisini inceledik.

Substrat  konsantrasyonlari K, civarlarinda tutulup, farkli NADH
konsantrasyonlarinda aktivite dlcimi yapildi. Sekil 4.20°dan da goruldugi gibi bu

metabolitin Pta aktivitesine kayda deger bir etkisi bulunmamaktadir.
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Sekil 4.20: NADH’in Pta aktivitesine etkisi. Ileri reaksiyon icin CoA ve Ac-P;
konsantrasyonlari sirasiyla 200 UM ve 500 uM’da, geri reaksiyonda Ac-CoA ve Pi
konsantrasyonlari sirasiyla 200 UM ve 4 mM’da sabit tutulup NADH konsantrasyonu
0.5-3 mM olarak degistirilerek reaksiyon takip edildi. ileri reaksiyon i¢in %100
enzim aktivitesi ortalama 100 unit/mg protein olarak ol¢tldi. Geri reaksiyon igin
%100 enzim aktivitesi ortalama 50 unit/mg protein olarak 6l¢uldu.

Ayni sekilde, pirivatin Pta aktivitesine etkisi incelendi. Sekil 4.21°den de

goruldugu gibi pirtivatin da G. kaustophilus Pta’nin katalizledigi hem ileri hem geri

reaksiyonlara énemli bir etkisinin olmadigi goralda.
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Sekil 4.21: Piriivat’in Pta aktivitesine etkisi. ileri reaksiyon icin CoA ve Ac-Pi
konsantrasyonlari sirasiyla 200 UM ve 500 uM’da, geri reaksiyon i¢in Ac-CoA ve Pi
konsantrasyonlari sirastyla 200 UM ve 4 mM’da sabit tutulup Pirlivat konsantrasyonu

5-20 mM arasinda degistirilerek reaksiyon takip edildi. ileri reaksiyon igin %100
enzim aktivitesi ortalama 100 unit/mg protein olarak ol¢uldi. Geri reaksiyon igin
%100 enzim aktivitesi ortalama 50 unit/mg protein olarak 6l¢uldu.

Metabolizmada 6nemli olan o-ketoglutarat’in da farkli konsantrasyonlarda
Pta aktivitesine etkisi incelendi. CoA ve Ac-P; konsantrasyonlari Kg civarinda
tutularak reaksiyon takip edildi. Ayrica a-ketoglutarat inhibisyonunun sigmoidal oldugu
goruldi (Sekil 4.22). Sekil 4.22°de goruldugu gibi 15 mM a-ketoglutarat varliginda
G. kaustophilus Pta’nin katalizledigi reaksiyonu % 100 inhibe ettigi izlendi.
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Sekil 4.22: a-Ketoglutarat’in Pta aktivitesine etkisi. ileri reaksiyon icin CoA ve
Ac-P; konsantrasyonlari sirasiyla 200 pM ve 500 uM’da, geri reaksiyon icin Ac-CoA
ve Pjkonsantrasyonlari sirasiyla 200 uM ve 4 mM’da sabit tutulup a-ketoglutarat
konsantrasyonu 2-25 mM olarak degistirilerek reaksiyon takip edildi. ileri reaksiyon
icin %100 enzim aktivitesi ortalama 100 unit/mg protein olarak 6l¢tldu. Geri
reaksiyon icin %2100 enzim aktivitesi ortalama 50 unit/mg protein olarak él¢ulda.

ilaveten 6nemli metabolitlerden olan ATP’nin de farkli konsantrasyonlarda
G. kaustophilus Pta’nin aktivitesine etkisi incelendi. ATP’nin inhibisyon etkisinin
hiperbolik 6zellik gosterdigi ve 2 mM ATP’nin Pta aktivitesini yaklasik % 60 inhibe
ettigi goruldu (Sekil 4.23). Yildiz ve arkadaslar1 S. Saprophyticus Pta icin ATP’nin
Ac-P; icin yarismasiz inhibitér, CoA icin ise yarismal inhibitor oldugu belirlendi

[Yildiz, 2011].
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Sekil 4.23: ATP’nin Pta aktivitesine etkisi. ileri reaksiyon icin CoA ve Ac-P;
konsantrasyonlari sirasiyla 200 yM ve 500 uM’da, geri reaksiyon i¢in Ac-CoA ve P;
konsantrasyonlari sirasiyla 200 uM ve 4 mM’da sabit tutulup ATP konsantrasyonu
0.5-3 mM olarak degistirilerek reaksiyon takip edildi. ileri reaksiyon i¢in %100
enzim aktivitesi ortalama 100 unit/mg protein olarak olctldi. Geri reaksiyon igin
%100 enzim aktivitesi ortalama 50 unit/mg protein olarak 6él¢tlda.

4.5.7. Tamponlarin ATP ve a-Ketoglutarat inhibisyonuna Etkisi

Pta’nin inhibitori olan a-ketoglutarat’in ve ATP’nin Tris, HEPES ve MOPS
tamponlarinda aktiviteye etkileri incelendi. inhibitorlerin enzimler tizerine etkileri
calismalarinda dogru inhibisyon etkisini gérmek icin substrat konsantrasyonu Kp,
civarinda tutulmaktadir. Bu calismada da CoA ve Ac-P; konsantrasyonlari daha énce
belirledigimiz K., degerleri civarinda sabit tutulup, farkh konsantrasyonlardaki
o-ketoglutaratl ortamlarda Pta’nin Kkatalizledigi ileri reaksiyona tampon etkisi
calisildi.

Tris, HEPES ve MOPS tampon ¢ozeltileri pH 7.5’te sabit tutulup, 10mM
o-ketoglutaratli ortamda Pta’nin katalizledigi ileri reaksiyonu sirasi ile yaklasik %90,
%30 ve %30 oraninda inhibe ederken, 15 mM a-ketoglutarath ortamda her (¢
tamponda da yaklasik %100 inhibe ettigi goraldiu (Sekil 4.24). o-Ketoglutarat, iki
karboksillik gruba sahip olup negatif yikli bir molekildir. Buna gore; Pta’ya
inhibisyon etkisi elektrostatik etkilesime dayandigi tahmin edilmektedir. HEPES ve
MOPS sulfat grubu icermektedir. Boylece bu tamponlar a-ketoglutaratin etki ettigi
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Pta sarmalindaki pozitif yuklu rezidilere etki ederek inhibisyon etkisini

azaltmaktadir.
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Sekil 4.24: a-Ketoglutarat’in Pta aktivitesine HEPES, MOPS ve Tris tampon
cozeltilerinde etkisi. Tris (50 mM Tris, 150 mM KCI, 2 mM DTT, pH 7.5), HEPES
(50 mM HEPES, 150 mM KCI, 2 mM DTT, pH 7.5) ve MOPS (50 mM MOPS,
150 mM KCI, 2 mM DTT, pH 7.5) tamponlarinda, CoA ve Ac-Pi konsantrasyonlari
sirastyla 200 pM ve 500 pM’da sabit tutulup a-ketoglutarat konsantrasyonu
0-15 mM olarak degistirilerek reaksiyon takip edildi. ileri reaksiyon icin %100
enzim aktivitesi ortalama 110 unit/mg protein olarak olculdi.

Ayrica, Tris tamponunda pH’in a-ketoglutarat inhibisyonuna etkisini
gorebilmek icin iki farkli pH degerinde (pH 7.5 ve pH 8.0) dlctiimler yapildi. 10 mM
o-ketoglutarat dlctimlerinde pH 7.5’ta Pta %90 civarinda inhibe olurken pH 8.0’de
%30 civarinda inhibe oldugu goéruldd. Bu inhibisyon orani 15 mM a-ketoglutarat
konsantrasyonunda ise pH 7.5 ortaminda %2100 ve pH 8.0 ortaminda %50 olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.25). Bu ¢alisma ileriki zamanlarda mutasyon calismalari ile

aydinlatiimasi gereken noktalardan bir tanesini olusturmaktadir.
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Sekil 4.25: o-Ketoglutarat’in Pta aktivitesine farkli pH’larda Tris tamponundaki
etkisi. Tris (50 mM Tris, 150 mM KCI, 2 mM DTT, pH 7.5), Tris (50 mM Tris,
150 mM KCI, 2 mM DTT, pH 8.0) tamponlarinda, CoA ve Ac-Pi konsantrasyonlari
sirasiyla 200 uM ve 500 pM’da sabit tutulup a-ketoglutarat konsantrasyonu
0-15 mM olarak degistirilerek reaksiyon takip edildi. ileri reaksiyon igin %100
enzim aktivitesi ortalama 110 unit/mg protein olarak olculdi.

ATP’nin farkh konsantrasyonlarinin Pta aktivitesine etkisi HEPES, MOPS ve
Tris tamponlari kullanilarak incelendi. ATP’nin her (i¢ tampon ortaminda da Pta’nin

katalizledigi ileri reaksiyonu yaklasik % 50 oraninda inhibe ettigi ve farkli tampon

ortamlarindan énemli él¢lide etkilenmedigi goraldi (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26: ATP’nin Pta aktivitesine HEPES, MOPS ve Tris ortaminda etkisi.
Tris (50 mM Tris, 150 mM KCI, 2 mM DTT, pH 7.5), HEPES (50 mM HEPES,
150 mM KCI, 2 mM DTT, pH 7.5) ve MOPS (50 mM MOPS, 150 mM KCI, 2 mM
DTT, pH 7.5) tamponlarinda, CoA ve Ac-P; konsantrasyonlari sirasiyla 200 uM ve
500 pM’da sabit tutulup ATP konsantrasyonu 0-2 mM arasinda degistirilerek
reaksiyon takip edildi. ileri reaksiyon icin %2100 enzim aktivitesi ortalama
110 unit/mg protein olarak 6l¢uld.

Ayrica 2 mM ATP konsantrasyonunda pH 7.5 Tris tamponlu ortamda yapilan
takiplerde Pta’nin %50 civarinda inhibe olurken, pH 8.0 Tris tamponlu ortamda %30
oraninda inhibe oldugu izlenmistir (Sekil 4.27). Bu c¢ahisma ileriki zamanlarda
mutasyon calismalari ile pH etkisinin aydinlatilmasi gereken noktalardan bir tanesini

olusturmaktadir.
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Sekil 4.27: ATP’nin Pta aktivitesine farkli pH’larda Tris tamponundaki etkisi.
Tris (50 mM Tris, 150 mM KCI, 2 mM DTT, pH 7.5), Tris (50 mM Tris, 150 mM
KCI, 2 mM DTT, pH 8.0) tamponlarinda, CoA ve Ac-Pi konsantrasyonlari sirasiyla

200 uM ve 500 pyM’da sabit tutulup ATP konsantrasyonu 0-2 mM olarak
degistirilerek reaksiyon takip edildi. ileri reaksiyon icin %100 enzim aktivitesi
ortalama 110 unit/mg protein olarak 6l¢uld.
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5. GENEL DEGERLENDIRME

Bu calismada, G. kaustophilus bakterisi genomunda oldugu bilinen eutD geni
klonlanmis, E.coli’de rekombinant olarak Uretilip saflastirildiktan sonra karakterize
edilmistir. Bu sonuglar, KEGG veri bankasinda verilen G. kaustophilus genom

haritasinda verilen eutD gen dizisi ile karsilastirildiginda; Leu®* rezidustiniin yerini

247

Histidin, Gly'®® rezidustniin yerini Triptofan, Glu**’ rezidiisiiniin yerini Glisin

rezidustintin aldigi gorilmustir (Sekil 4.7). Ug boyutlu yapida Leu®, az korunmus o-

heliks-3 ile B-plaka3 arasindaki loop bélgesinde; Gly'*

247

, Yuksek korunmus B-plaka5
ile o-heliks7 arasindaki loop bolgesinde; Glu™’, korunmamis a-heliks-10 ile
o-heliks11 arasindaki loop bolgesinde yer almaktadir. Leu®, Gly®® ve Glu*
rezidilerinin fonksiyonlari hentiz bilinmemektedir. Ancak, bu rezidilerin loop
bolgelerinde bulunmalari sebebi ile yukaridaki mutantlarin fonksiyonda ve
regllasyonda degisikliklere neden olma ihtimali vardir. Bu rezidilerin mutasyon
calismalariyla enzimin yapi ve fonksiyonuna etkilerinin incelenmesi bu konuya 1sik
tutacaktir.

Klonladigimiz Pta’nin amino asit dizisiyle, kristal yapilari aydinlatiimis (g
bakterinin (M. thermopila, B. subtilis, S. pyogenese) Pta amino asit dizileri,
CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignment programiyla karsilastirildi; buna goére
G. kaustophilus Pta dizisi, B. subtilis Pta ile %73, M. thermophila Pta ile %44, S.
pyogenes Pta ile %59 oraninda dizi benzerligi gdstermistir. Bu sonuclara gore yapi
ve fonksiyon icin en yakin benzerlige sahip olan B. subtilis Pta’dir (Sekil 4.8).
Kristal yapilari bilinen Pta’larin sekonder ve U¢ boyutlu yapilarinin ayni oldugu
bildirilmistir [Xu et al. 2005]. Buna gore; elde edilen G. kaustophilus Pta’nin ikincil
ve Uglncul yapilarinin da ayni oldugu distnulmektedir.

Karakterizasyon c¢alismalari sonunda Pta enziminin bulunan kinetik parametre
degerleri (Tablo 4.1) ile literatlirde simdiye kadar analizi yapilmis bilinen Pta’larin
degerleri [BRENDA database] Kkarsilastirildiginda, verilen degerler arasinda kaldigi
saptanmistir. Geobacillus sinifina ait tlrler genis pH araliinda (pH 2-12)
yasamlarini devam ettirirler [Takami et al., 2004], bu bakterilerden elde edilen Pta
enzimi icin de optimum pH degeri 7.5 olarak bulundu; pH 8.5 ve sonrasinda aktivite
biylk miktarda azalmakta oldugu gozlendi (Sekil 4.16). Dizi benzeri olan B. subtilis
Pta icin ise de optimum pH degeri 7.5 verilmistir [BRENDA database]. Bu durumun
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aydinlatiimasi icin yapi-fonksiyon calismalarinda hticre ici iyon etkilerinin ayrintili
calisiimasi gerekmektedir.

Yiksek sicakliklarda enzimler denatlirasyona ugrar ve aktivitesini yitirir. Bu
nedenle, her enzim icin optimum sicakhigin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.
G. kaustophilus Pta icin optimum sicaklik 30-35 °C olarak bulundu (Sekil 4.17).
Enzimin aktivitesi 60 °C’den sonra bilyik oranda azalmaktadir. Aktivite
deneylerinde, Tris-HCI kullanildigr i¢in sicaklikla pH degerinin diisecegi ve bundan
dolay! aktivitenin de disecegi beklenmektedir. Tris-HCI tamponunun sicakliga gore
degisimi yapilan hesaplamalar neticesinde -0.028 pH unit/°C olarak bulunmustur. Bu
kosullar g6z 6niine alinarak 30-35 °C sicaklikta pH degerlerimiz 7.5 civarinda iken
sicaklik artislariyla birlikte bu pH degeri 6.5 kadar dismektedir. Dizi benzeri B.
subtilis Pta icin sicaklik calisiimamistir, fakat termofilik bakteri M. thermopila igin
optimum sicakhk 45 °C olarak bildirilmistir [BRENDA database]. Ayrica S.
saprophyticus Pta icin optimum sicaklik 30-35 °C olarak belirtilmistir [Aksoy, 2010].
Genis sicaklik araliginda (5-78 °C) yasayabilen [Takami et al., 2004], termofilik G.
kaustophilus bakterisinden elde edilen Pta enziminin de termofilik 6zellikte olmasi
beklenmesine karsin sonuclar bunu desteklememektedir. Optimum blyume sicakligi
60 °C olan G. kaustophilus bakterisi icinde yer alan Pta’nin termal stabilitesini hiicre
icerisindeki diger etmenler tarafindan saglanmasi s6z konusu oldugu tahmin
edilmektedir.

Literatirde simdiye kadar biyokimyasal olarak karakterize edilmis Pta’lar igin
cesitli tuzlarin aktive veya inhibisyon edici rolu oldugu bilindiginden dolayi, aktivite
Uzerine tuzlarin etkileri arastirildi. Bu amacla KCI, NH4Cl, (NH4).S04, NaCl, KyPO4
tuzlar kullanildi (Sekil 4.18). (NH,4),SO, tuzu, dusik konsantrasyonlarda aktiviteyi
arttirirken  yuksek konsantrasyonlarda enzim inhibisyonuna neden oldugu
goralmastir. Yuksek konsantrasyonda “salting out” meydana geldigi icin aktivite
dusmektedir. KCI ve NH4Cl tuzlarinin konsantrasyonu arttikca enzim
aktivasyonunun arttigr ve NH,4CI tuzu distk konsantrasyonlarda daha etkili oldugu
gozlendi. Ayrica, KPO, tuzu, disuk konsantrasyonlarda aktiviteyi arttirirken ytksek
konsantrasyonlarda enzim inhibisyonuna neden olmaktadir (Sekil 4.18). Fosfat ayni
zamananda 0rin oldugu icin, yiksek konsantrasyonda (riin inhibisyonu
gerceklesmektedir [Yildiz vd., 2012]. Literatlrde iyon etkisi olarak bir de NaCl
calistimistir ve Pta aktivitelerinin inhibisyonuna neden oldugu rapor edilmistir

[Lundie and Ferry, 1989]. Diger bakteri genomlarindan elde edilen Pta aktiviteleri
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yaklasik %100 oraninda inhibe olurken G. kaustophilus bakteri genomundan elde
edilelen Pta aktivitesi %40 oraninda inhibe olmaktadir. Bunun sebebi, okyanus
derinliklerinde ekstrem sartlarda yasayan G. kaustophilus bakterisinin cevresel
faktorlere karsi direng gostermesinin bir sonucu olarak dustnilmektedir. KCI
varliginda inhibisyon etkisi daha azdir. Bu da, Na’ iyonlarinin K iyonlarinin
baglandi§i bolgeye bagdlanarak inhibe ettigini gostermektedir.

Ptal sinifindan olan B. subtilis Pta, adenin nikleotidleri, ATP, AMP ve ADP
tarafindan inhibe edilirken pirivat ve NADH tarafindan inhibe edilmedigi
goralmustir [Thomas and Hoch, 1973]. G. kaustophilus Pta aktivitesine
metabolizmada 6nemli rol oynayan piriivat, NADH, ATP ve o-ketoglutarat gibi
metabolitlerin etkisi de incelendiginde, NADH ve pirlivatin Pta aktivitesine kayda
deger bir etkisi bulunmadigi, a-ketoglutarat ve ATP’nin ise inhibe ettigi goruldd.
Yildiz ve arkadaslari, Uropatojen olan S. saprophyticus bakteri genomundan
klonlayip rekombinant olarak elde ettikleri Ptal igin a-ketoglutaratin allosterik bir
inhibitor oldugunu rapor etmislerdir [Yildiz vd., 2012]. Bu c¢alismada da Pta’nin
inhibitori olan o-ketoglutarat’in ve ATP’nin farkli tamponlarda ve pH’larda
aktiviteye etkileri incelendiginde ATP’nin her (¢ tampon ortaminda da Pta’nin
katalizledigi reaksiyonu benzer oranda inhibe ettigi rapor edildi. a -Ketoglutarat’in
ise HEPES (pH 7.5) ve MOPS (pH 7.5) tampon cozeltilerinde Pta’nin katalizledigi
reaksiyonu %30 oraninda inhibe ettigi gorulirken, Tris (pH 7.5) tamponunda yapilan
takiplerde %90 civarinda inhibe oldugu bulunmustur. a-Ketoglutarat’in ve ATP’nin
pH 7.5 ve pH 8.0 deki etkisinde ise ATP pH degisimininden fazla etkilenmezken,
o-ketoglutarat, pH 7.5 ve pH 8.0 Tris tamponlarinda %50 oraninda inhibisyon farki
olusturdugu izlendi. 2 karboksilik grubu iceren ve negatif yukli olan a-ketoglutaratin
Pta ile elektrostatik etkilesim yaparak, baglandigi bélgedeki rezidilerin pozitif yukli
oldugunu (His velveya Lys rezidlleri) ve artan pH ile notr hale gectikleri igin
baglanmasinin zayifladigini gostermektedir. Mutasyon calismalari yapilarak yapi
fonksiyon bakimindan bu durumun aydinlatilmasi bu ¢alismanin devami niteliginde
ongoralip, kimyasal mekanizmasinin aydinlatilmasi agisindan énem tasimaktadir.

Literatiirde G. kaustophilus Pta (izerine yapilmis bir calisma heniiz yoktur. Ug
boyutlu yapilar belirlenen Pta’lar diger Ptal’ler icin bir model teskil etmekte ve
yonlendirilmis mutasyon calismalarinda rezidilerin yerlerini tahmin etmekte
kullaniimaktadir [Becker et al. 2009]; [Khyami-Horani et al., 1996]. Patojenik

bakterilerin yasamsal faaliyetlerinde 6nemli yer tutan Pta, bu bakterilere karsi ilag

61



gelistirmede hedef olarak secilmektedir [Morya et al., 2012]. Ayrica, asetil-
CoA/CoA rejenerasyon deneylerinde de ticari olarak siklikla kullaniimaktadir. Bu
calismadaki sonuclarin literatiirdeki boslugun dolduracak ve ileriki ¢calismalara 151k

tutacaktir.
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EKLER

Ek A: Aciklamalar

e Besiyeri ve Hazirlanmasi

LB (Luria-Bertani) broth besiyeri: Pepton (10 g/L), maya ekstrakt (5 g/L),
NaCl (5 g/L) distile su igerisinde ¢Ozilerek pH 7’ ye ayarlanir ve 1’ye tamamlanir.
Otoklavda 121°C’ta 15 dakika sterilize edilir.

e SDS-PAGE‘de Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

% 10’luk APS Cozeltisi: Amonyum persulfat (0.1 g) tartilarak 1 mL saf suda
cozilur. Cozelti taze hazirlanmahdir.

% 10’luk SDS Cozeltisi: Sodyum dodesil stlfat (5 g) tartilarak bir miktar saf
suda ¢Ozulir ve hacim 50 mL’ye tamamlanir.

% 30’luk Akrilamid Cozeltisi: Akrilamid (30 g ) ve bis-akrilamid (0.8 g)
tartilarak ve hacim 100 mL’ye tamamlanir.

1.5 M Tris Tampon (pH 8): Tris (36.34 g) tartilarak bir miktar saf suda ¢ozulir
ve pH 8’e ayarlanir. Destile suyla hacim 200 mL’ye tamamlanir.

1 M Tris Tampon (pH 6.8): Tris (1.11 g) tartilarak bir miktar saf suda ¢ozulr
ve pHsi 6.8’e ayarlanir. Destile suyla hacim 100 mL’ye tamamlanir.

SDS Yuriitme Tamponu: Tris (3.03 g), glisin (14.04 g) ve SDS (1 g) tartilarak
bir miktar saf suda ¢ozllur, hacim saf su ile 1 L’ye tamamlanir.

6X Ornek Yiikleme Tamponu: Bromophenol blue (6 mg), Tris tampon (0.9
mL, 1 M, pH 6.8), gliserol (3.75 mL) , SDS (4.5 mL, % 10 (wt/vol)), destile su (2.1
mL) karistirilarak hazirlanir. Hazirlanan c¢ozeltiden 375 pL tuplere aktarilir.

Kullanilacagl zaman mikrotiipe, 125 pL B-merkaptoetanol ilave edilir.
e Jel Boyama Cozeltisi

250 mL metanol, 50 mL asetik asit ve 0.5g Coomassie brilliant blue destile su

ile 500’ mLye tamamlanir.
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e Lizozim Cozeltisi

10 mg lizozim 1mL 50mM Tris-HCI (pH 8) tamponunda hazirlanir.

e 100 mM IPTG Cozeltisi:
0.12 g IPTG steril su ile 5 mL’ye tamamlanir. -20 °C’de saklanir.

e Ni kolonu Rejenerasyonu Kimyasallari ve islem Sirasi
— 10xRezin hacmi (RH) dl su
— 10 x RH Stripping the Ni** buffer
— 10x RH dl su
— 10 x RH 1,5M NaCl ¢ozeltisi
— 10x RH dI su
— 10 x RH 1M NaOH ¢0zeltisi
— 10x RH dI su
— 10 x RH %30 luk isopropanol
— 10x RH dl su
— 5x RH 0.2M NiSO, ¢ozeltisi
— 5x RHdlsu
— 10 x RH Buffer A ¢ozeltisi

e Top 10/ BL21(DE3) Kompetant Hiicre Hazirlama

Kompetant hiicre hazirlamak igin, oncelikle E.coli Top 10/BL21(DE3)
bakterisinin -80 stogundan 5ul 1 gece 6nce 5 ml hacimli LB sivi besiyerine ekilerek
37 °C’ye ayarlanmis inkUbatérde Uremeye birakildi. Ertesi giin, Gremis olan
kiltirden 50 ml hacimli LB sivi besiyerinde %1 olacak sekilde inokdle edildi ve
37 °C’de ODgoonm Yaklasik 0.4 oluncaya kadar (2.5-3.0 saat) uretildi. Bakteri kulttr
4500 rpm’de 10 dk santrifujlenerek pelet haline getirildi. Sivi kisim uzaklastirilarak
bakteri peleti 2 ml soguk 0.1 M CaCl; ile ¢6zilmus ve buz tzerinde 30 dk inkiibe
edilmistir. Bakteri kdltird 4500 rpm’de 10 dk santrifujlenerek pelet haline
getirilmistir. Stpernatant dokulerek bakteri peleti 1000 pl soguk 0.1 M CaCl, ile
tekrar ¢cozildi. Bakteri kilturt sterilmikrosantrifiyj tiplerine 50’er pl olacak sekilde

paylastirilarak kullanima hazir hale getirildi.
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e Kullanilan Tampon Cozeltiler

Tampon A, 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM KCI icermektedir.

Tampon B, 50 mM Tris-HCI, pH 7.5 icermektedir.

Tampon C, 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM KCI, 2 mM DTT igermektedir.
Tampon D, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM KCI icermektedir.
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¢ Kilonladigimiz G. kaustophilus EutD Geninin Dizi Kromotogramlari
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Sekil A1.1: T7 Promoter ile yapilan klonladi§imiz G. kaustophilus eutD geninin dizi
kromotogramlari.
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Sekil A1.1: Devam.
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R T A A AT T T AT A G T AL T G T AT TAAT T TG GO AT D A G AT O T C GRA T CC T O TAC GO TG R ACGBCATC R TO GOCE GO A
i e N i) Mg A A A58 2w

T A G G G ACA LA TG GT TR T R O G C E TAT AT E G CE G A A TCAC D G ATU LG G AAGAT CEGE CTOGE CAC T TC G EGCT OA TG
1w M TR I8N e s} L1 438

MG CGCTTE T T I GGG TG G G TA TG G TR G A G T T TE G O G G G AT TE T TR GG CUC CATETC C TTEGCATHGCAC CAT IO T
435 il 44 Al ATH 4 Ea i it

GOHRGUGE MGGTGUETCAADIGG O TCAACC TAC TACT GGG CTEEC TICCTAAT GUA GAGTC GCA TAAG GOAGAGET G TOG A GAAT O
nm A 48 =n A AT B £

Sekil A1.2: T7 Terminater ile yapilan klonladigimiz G. kaustophilus eutD geninin
dizi kromotogramlari.
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TTA AACCAGG TAACG TT A TAC GATE TOME AG
A b T

Sekil A1.2: Devam.
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