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ÖZET

Geobacillus kaustophilus bakterisinin genomunda bulunan, dizisi bilinen

Pta’larabenzerlik gösterdiğinden fosfotransasetilaz geni (EutD) olduğu tahmin edilen

(GK3415, KEGG Database) ~1000 bç’lik gen, uygun primerler kullanılarak PCR

yöntemiyle çoğaltılıp, pET28a(+) vektöründeki NdeI ve EcoRI klonlama bölgelerine

aktarıldı. DNA dizini analize gönderilerek belirlendi. EutD genini içeren pET28a(+)

vektörü, E. coliBL21 (DE3) hücrelerine transfer edilip, IPTG ile indüklenerek

ekspresyonu sağlandı, Ni-NTA afinite kolonu ile saflaştırıldı. Rekombinant proteinin

Pta aktivitesi 100-300 μmol.min-1mg-1 protein olarak ölçüldü. Optimum sıcaklık

30-35⁰C ve optimum pH değeri 7.5 bulundu.

Karakterizasyon çalışmaları sonucunda da Pta’ın ileri reaksiyon substratları,

asetil-fosfat ve CoA için Km ve kcat değerleri sırasıyla 284 μM, 153 s-1 ve 207μM,

171 s-1; geri reaksiyon substratları, fosfat ve asetil-CoA için Km ve kcat değerleri

sırasıyla 3.5mM ve 39 s-1 ve 93μM ve 23 s-1 olarak bulundu. Aktivite üzerine bazı

iyonların ve hücre enerji metabolizmasında önemli rol oynayan bazı metabolitlerin

etkileri de incelendi. K+ ve NH4
+ iyonları Pta aktivitesini arttırırken, Na+ iyonunun

inhibe ettiği görüldü. ATP ve α-ketoglutarat, Pta aktivitesini inhibe ederken, pirüvat

ve NADH aktiviteye etki etmemektedir. Farklı tamponda ve pH değerlerinde

α-ketoglutarat ve ATP etkisi ayrıca incelendi. ATP inhibisyonu farklı tampon ve pH

değerlerinde farklılık göstermemektedir. α-Ketoglutarat ise HEPES (pH7.5) ve

MOPS (pH 7.5) tampon çözeltilerinde %30 oranında inhibe ederken, Tris-HCl

(pH 7.5) tampon çözeltisinde %90 oranında inhibe ettiği görülmüştür; Tris-HCl

tamponu pH 8.0 ise %30 oranında inhibe etmektedir. Negatif yüklüα-ketoglutaratın Pta’da bağlandığı bölgedeki rezidülerin pozitif yükleri ile

elektrostatik etkileştiğini ve artan pH ile nötr hale geçerek bağlanmanın zayıfladığını

göstermektedir.

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

α-ketoglutarat, karakterizasyon.
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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 NdeI 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 μmol.min-1mg-1). The

optimum pH, temperature were 7.5, 30-35 ⁰C, respectively.

The kinetic parameters of there combinant Pta were determined in the

forward direction, the Km, kcat values for acetyl-phosphate, CoA were 284μM,

153s-1 and 207 μM, 171s-1, respectively. In there verse direction, the Km, kcat values

for phosphate, acetyl-CoA were 3.5 mM, 39s-1 and 93 μM, 23s-1 respectively. Effects

of some ions, some metabolites, playing central role in cellular energy metabolism

have been in vestigated. K+, NH4
+ ions enhance the Pta activity, whereas Na+ ion was

inhibitory. The enzyme was significantly inhibited by ATP, α-ketoglutarate but not

markedly affected by pyruvate, NADH. The inhibition by α-ketoglutarate was 30%

in HEPES, MOPS buffers (pH7.5) and 90% in Tris-HCl buffer (pH 7.5); the

inhibition was 30% when the pH of Tris-HCl was 8.0. These results indicate that

some positive residues on Pta are involved in the inter action with α-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,

α-ketoglutarate, characterization.
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1

1. GİRİŞ

Fosfotransasetilaz (Pta, EC 2.3.1.8), asetat kinazla (AckA) birlikte bakterilerde

ATP sentezi ve asetil-CoA’nın asetata dönüşümünde önemli rol oynar [Latimer et al.,

1993]. Pta, asetil-CoA’dan asetil grubunun taşınımını geri dönüşümlü olarak

katalizler ve bunun sonucunda asetilfosfat  ile CoA oluşur (1.1) [Matsuyama et al.,

1994], [Shin et al., 1999]. Asetil-CoA (Ac-CoA) bütün anabolik proseslere doğrudan

katılan metabolik bir ara üründür [Wolfe, 2005].

Pta
CH3COS-CoA  + HPO4

2- CH3COOPO3
2- +  CoA-SH (1.1)

Asetil-fosfat ve ADP, asetat kinaz tarafından asetat ve ATP’ye çevrilebilir (1.2)

[Matsuyama et al., 1994], [Shin et al., 1999].

AckA
CH3COOPO3

2- + ADP CH3COO- + ATP (1.2)

Fosfotransasetilaz enzimi bakteri ve arkea domainine ait birçok

mikroorganizmadan izole edilip, biyokimyasal özellikleri karakterize edilmiştir.

Aerobik ve anaerobik bakterilerin metabolizmalarında ve anaerobik karbon

döngüsünde bu enzimin önemli rol oynadığı bilinmektedir [Iyer et al., 2004],

[Lawrence et al., 2006], [Matsuyama et al., 1994].

Bugüne kadar yapılan çalışmalar, Pta’nın farklı mikroorganizmalardan elde

edilen iki türünün olduğunu ortaya çıkarmıştır: PtaI ve PtaII. PtaI, eutD geniyle

kodlanmış ve yaklaşık 350 rezidüye sahipken, PtaII pta geniyle kodlanmış ve

yaklaşık 700 rezidüden oluşmaktadır [Lundie and Ferry, 1989], [Campos-Bermudez

et al., 2010]. Bazı mikroorganizmalar bu genlerin her ikisini de içermektedir.

PtaII’nin C-terminal domaini katalitik domaindir ve PtaI ile yüksek homoloji

göstermektedir. PtaII’nin N-terminal domaini regülatör domaindir. Bu sayede

NADH, ATP ve pirüvat gibi allosterik effektörlerin aktiviteye etkisinde rol oynar

[Brinsmade and Escalente-Semerena, 2007], [Campos-Bermudez et al., 2010]. PtaI

sınıfından olan B. subtilis Pta, adenin nükleotidleri, ATP, AMP ve ADP tarafından

inhibe edilirken pirüvat ve NADH tarafından inhibe edilmediği görülmüştür [Thomas
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and Hoch, 1973]. Yıldız ve arkadaşları üropatojen olan Staphylococcus

saprophyticus bakteri genomundan klonlayıp rekombinant olarak elde ettikleri PtaI

için α-ketoglutaratın allosterik bir inhibitör olduğunu rapor etmişlerdir [Yıldız vd.,

2012].

Bugüne kadar, Myceliophthora thermophila, Bacillus subtilis ve

Streptococcus pyogens PtaI’in kristal yapıları aydınlatılmış ve bunların homodimer

yapıda oldukları ve benzer katlanma gösterdikleri belirtilmiştir [Iyer et al., 2004],

[Xu et al., 2004]. Her üç kristal yapıda -heliks/ plakaları ile muhtamelen substrat

bağlanma bölgesini oluşturarak homodimer bir yapı içermektedir [Becker et al.,

2009], [Khyami-Horani et al., 1996]. Üç boyutlu yapıları belirlenen bu Pta’lar diğer

PtaI’ler için bir model teşkil etmekte ve yönlendirilmiş mutasyon çalışmalarında

rezidülerin yerlerini tahmin etmede kullanılmaktadır.

Pta aktivitesinin, bazı patojenik bakterilerin virülans etkisi için önemli rol

oynadığı bilinmektedir. Welch ve arkadaşları Pta-Ack A yolağının, tahminen asetil-

fosfat ve asetil-CoA üzerinden,  patojen E. coli CFT073’ün farelerin idrar yollarında

kolonize olması ve patojenik etki göstermesinde rol oynadıklarını rapor etmiştir

[Anfora et al., 2008]. Asetil-fosfatın global sinyal fonksiyonuna sahip olduğu ve

100’den fazla genin ekspresyonunda etkili olduğu gösterilmiştir [Wolfe, 2005].

Farmakolojik alanda özellikle Staphylococcus aureus gibi antibiyotk direnci bulunan

patojenik bakterilerin yaşamsal faaliyetlerinde önemli yer tutan Pta, bu bakterilere

karşı ilaç geliştirmede hedef olarak seçilmektedir [Morya et al., 2012]. Bu

labaratuvarda, diğer bir üropatojen olan S. saprophyticus bakterisinden PtaI geni

(eutD) klonlanıp, E. coli’de rekombinant olarak üretilip biyokimyasal özelikleri ve

kinetik mekanizması aydınlatılmıştır  [Yıldız, 2011].

Geobacillus (eski ismi Bacilli) çok çeşitli alttürleri olan ve bazı alttürleri

ekstrem koşullarda (çöllerde, çok sıcak termal sularda, kutuplarda, okyanus

diplerinde) yaşayabilen bir bakteri sınıfıdır. Bu hücreler ekstrem iklim koşullarına

adapte oldukları için, onlardan elde edilen enzimler de geniş aralıkta, ekstrem

koşullarda olağandışı özellikler gösterir [Alkan et al., 1997], [Bora et al., 2008]. G.

kaustophilus, Pasifik Okyanus’un en derin çukuru olan Mariana Trench’in dip

noktasından alınan tortu (sediment) örneklerinden izole edilmiştir; optimal büyüme

sıcaklığı 60 oC olarak belirlenmiş olup, 74 oC’ye kadar büyüme gösterebilmektedir

[www.ncbi.nlm.nih.gov]. Geobacillus sınıfına ait türler için yapılan çalışmalar
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neticesinde geniş pH aralığında (pH 2-12), geniş sıcaklık aralığında (5-78 oC) ve

geniş tuz oranında (%0-30) yaşayabildikleri görülmüştür [Takami et al., 2004].

Bu özelliklerinden dolayı bu bakterilerden elde edilen enzimler biyoteknolojik

alanda kullanılabilecek potansiyele sahiptirler.

1.1. Tezin Amacı, Katkısı ve İçeriği

Bu tez çalışmasında, G. kaustophilus genomundan PtaI’i kodlayan eutD

geninin klonlanıp, enzimin E. coli’de rekombinant olarak üretilmesi ve biyokimyasal

özelliklerinin aydınlatılması amaçlanmıştır.

Literatürde G. kaustophilus Pta üzerine yapılmış herhangi bir çalışma henüz

yoktur. G. kaustophilus Pta’ın karakterizasyonunun belirlenmesi ile literatürdeki

boşluğun doldurulması ve sonraki çalışmalara ışık tutması yönünden katkısı

olacaktır. Özellikle proteinlerde yapı ve fonksiyon çalışmaları, daha sonra olası tıbbi

alanda kullanımına açıklık getirilebilecek çalışmalara temel teşkil etmektedir.

Laboratuvarımızda Pta, pirüvat dehidrogenaz enzim kompleksi (PDC) aktivite

ölçümlerinde, asetil-CoA/CoA rejenerasyonunda kullanılmaktadır. Daha önce, bu

deneylerde SİGMA’dan satın aldığımız Pta kullanılmaktaydı. Ancak bu enzim hem

pahalı hem de aktivitesinin düşük olması sebebiyle ekonomik değildi. Rekombinant

olarak elde ettiğimiz Pta bu bağlamda çok daha ekonomik olmaktadır. Ayrıca, asetil-

CoA/CoA rejenerasyonu gerektiren diğer biyoteknolojik alanlarda da kullanım

potansiyeli vardır.

Bu çalışmada, G. kaustophilus bakterisinde bulunan dizi benzerliği sebebi ile

Fosfotransasetilaz geni (EutD) olduğu tahmin edilen gen, pET28a(+) vektörüne

aktarılarak klonlanmış, Ni-afiniti kolonu ile saflaştırılmış ve Km, kcat değerleri

hesaplanmış, optimum pH ve sıcaklık değerleri bulunarak çeşitli tuzların ve

metabolitlerin aktiviteye olan etkileri izlenerek karakterize edilmiştir.
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2. KONU İLE İLGİLİ ÇALIŞMALAR

2.1. Asetat Metabolizması

Asetat Metabolizması bileşenleri ve ara ürünleri 1940’ların başlarında

keşfedilmiş ve 1950 yılından sonra karakterize çalışmaları başlanmıştır. Günümüzde

asetil-CoA olarak bilinen aktive edilmiş asetatın merkez metabolizmanın dönüm

noktasında yer alan yüksek enerjili ara ürün olduğu bilinmektedir (Şekil 2.1)

[Barnard et al., 2004], [Bentley, 2004], [Kennedy, 2001], [Semenza, 2001], [Wolfe,

2005].

Şekil 2.1: Asetil-CoA merkez metabolizmanın dönüm noktasında yer alan yüksek
enerjili ara ürün.

1990’ların başlarında asetat metabolizması yeniden ilgi odağı olmuştur. Bu

cezbedici alanda daha çok asetil-fosfat üzerine yoğunlaşılmıştır. Asetil-fosfat, asetat

birikim yolunun global sinyal fonksiyonuna sahip yüksek enerjili ara ürünüdür

[McCleary et al., 1993], [Wanner, 1993], [Wolfe, 2005]. Günümüz çalışmaları

gösteriyor ki; asetil-fosfat, nitrojen özümsemesi, ozmoregulasyon, kamçı biogenezi,

pilus toplaması, kapsül biyosentezi, biofilm geliştirme ve patojenezinde etkili olduğu

kadar, çeşitli düzenleyici hücresel işlevlerde de önemli görevlere sahiptir [Bang et

al., 2000], [Bang et al., 2002], [Heyde et al., 2000], [Liu et al., 2001], [Ninfa et al.,

2000], [Pericone et al., 2003], [Prohinar et al., 2002], [Wolfe et al., 2003].

acCoA
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Asetil-CoA, sitrik asit döngüsü ve glukoz sentezi başta olmak üzere sisteme

karbon sağlayan önemli bir metabolik moleküldür. Eksikliği veya yetersizliğinde tüm

metabolik faaliyetler zarar görür [Kornberg et al., 1957]. Bitki ve bazı bakteriler,

mantarlar ve omurgasızlar sitrik asit döngüsünün farklı formlarını kullanarak önemli

reaksiyonlarında kullanılmak üzere asetil-CoA kullanırlar. Bunun için Şekil 2.2’de

kullanılan yollar gösterilmiştir [Ensign, 2011]. Böylece her canlı zor çevresel

şartlarda dahi yaşamsal faaliyetlerini sürdürmek için bu enerji yollarından kendi için

uygun olanını tercih eder [Khomyakova et al., 2011], [Ensign, 2011].

Şekil 2.2: Asetat asimilasyonundaki metabolik yollar. Birden fazla enzim içeren
adımlar ve ara basamaklar kesikli oklar ile gösterilmiştir. (D) Genişletilmiş bölge

azotlu bileşikler içeren reaksiyonları gösterir.

S. enterica’da asetat/propionat kinaz ve Pta aktiviteleri, etanolamin ve 1,2-

propanediol katabolizması ile ilişkilidir [Clark and Cronan, 1996], [Palacios, 2003],

[Brinsmade, 2004]. Halofilik mikrorganizmalardan Archaea metilaspartat

döngüsünde amonyak bileşiklerini kullanarak zor çevresel şartlara uyum

sağlamaktadır [Ensign, 2011].
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2.1.1. Asetat Oluşum Evreleri

Hücrenin çevreye asetat salgılaması olarak bilinen asetojenez, pirüvatı asetil-

CoA’ya dönüştürmek için gerekli olan CoA’nın geri dönüşümü ve glikoliz tarafından

tüketilen NAD+’ın yeniden üretilmesi gerektiği için gerçekleşir.

Asetojenez; bütün TCA döngüsü tamamlanmadığı zaman, hücredeki karbon

akışı, hücrenin veya diğer merkez metabolik yolların kapasitesini aştığı zaman oluşur

[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]. Böylece, asetat salgılaması, karışık - asit fermentasyonu boyunca anaerobik

şekilde oluşur [Bock and Sawers, 1996]. Bunun yanı sıra asetojenez, hücre;

solunumunu inhibe eden, aşırı glukoz varlığında oluşur [Holms, 1996], [Holms,

1986], bu davranışa Crabtree etkisi denmektedir [Crabtree, 1929], [Doelle et al.,

1982], [Luli and Strohl, 1990], [Rinas et al., 1989]. Asetojenez, “yüksek akış”

metabolizmanın bir sonucu olarak düşünülse de, son zamanlarda yayınlanan

çalışmalarda, asetat salınımının; TCA döngüsünün 2-ketoglutarat dehidrogenaz

(KGDH) tarafından, daha yüksek hücre yoğunluğuna daha hızlı ulaşmaya izin

verdiği için oluştuğu rapor edilmektedir [El-Mansi, 2004].

Asetat yıkımı 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 tarafından katalizlenmektedir. AckA, asetil-fosfat ve ADP’yi,

asetat ve ATP’ye geri dönüşümlü olarak katalizlerken; Pta, asetil-CoA ve inorganik

fosfatı, asetil-fosfat ve CoA-SH’a geri dönüşümlü olarak katalizlemektedir (Şekil

2.3) [Rose et al., 1954], [Wolfe, 2008], [I. Hu et al, 2010]. Bu sonucu olarakta; asetat

yıkımı karbon ve fosforları enerji metabolizması ile bir araya getirmektedir [Wanner,

1992], [Wanner, 1996]. Bu yolak propionil-CoA ve propionat arasında dönüşümü de

sağlamaktadır [Rose et al., 1954].
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Şekil 2.3: Merkez metabolik yollar. Glikoliz metabolizması (mavi), NAD+
bağımlı bir şekilde glukoz asetil-CoA dönüşümü. PTA-AckA yolu (kırmızı), asetat

başkalaşması gerektirir. Enzim PTA (phosphotransacetylase) asetil-CoA ve
inorganik fosfatı ( Pi) CoA dönüştürür ve yüksek enerjili asetil fosfat ara yolunu

oluşturur. Enzim ACKA (asetat kinaz) asetil- P ve ADP kullanarak  asetat ve ATP
dönüştürür. Asetat hücre yapısında serbestçe yayılır. Asetat asimilasyon (yeşil)

yüksek afiniteli ACS enzim (asetil -CoA sentetaz ) gerektirir. Asetil-CoA takviyesi
NAD+ bağımlı trikarboksilik asit (TCA) döngüsü (turuncu). ATP-sitrat liyaz (ACL)
ile ATP ve CoA kullanılarak TCA döngüsü içinde sitrat oksaloasetat (OAA), ADP,
Pi ve asetil-CoA dönüştürür (mor). GAPDH, gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz,

PDH, pirüvat dehidrogenaz.

Metabolik sistemden Pta’nın çıkartılması ile yeni bir metabolik düzenlenme

meydana gelir (Şekil 2.4). Merkezi metabolizmasında ilgili genlerin ve enzim

faaliyetlerinin analizi pirüvat/asetil-CoA birikimine neden olması ile bu

düzenlenmelerin aydınlatılmasına ışık tutmuştur. Genel olarak, gen ifadesi, enzim

aktiviteleri ve metabolik verileri iyi ifade edilir. Ancak, düzenlenmeler tüm

hücrelerde aynı sonuçları vermeyebilir. PDH (pirüvat dehidrogenez) kompleksi, aynı

operon içinde bulunan üç yapısal gen (aceEF, lpdA ve bir regülatör (pdhR) geni)

tarafından kodlanır. Bu operon, karmaşık transkripsiyonel bir düzenlemeye sahiptir

[Cunningham et. al., 1998], [Spencer et.al., 1985]. PDH aktivitesi NADH [Hansen et.

al., 1966] ve asetil-CoA [Schwartz et. al., 1970] düzenlenmesine bağlıdır. Pirüvat

birikiminin bir sonucu olan asetil-CoA birikimi ile PDH kompleksi inhibe olur.

PdhR’nin PDH operonun aceEF ve lpdA promoter gruplarına bağlanmasını önlediği

bilinmektedir [Quail et. al., 1995], [Saier et al., 1996], [Castaño-Cerezo et al., 2009].
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Şekil 2.4: Pta çıkartılma sonrası E. coli’de metabolik ağda meydana gelen
değişiklikler. Pta çıkarılmasının sonucu olarak Laktat üretilir ve laktat dehidrogenaz,

nLDH ve iDLDH birleşik etkisi ile ATP üretilir. Ayrıca, piruüat birikimi sonucu
PDH operon aktive olacaktır. Katılan enzimler  Ack, asetat kinaz; PTA,

phosphotransacetylase; PDH (aceEF; LPD) pirüvat dehidrogenaz gösterilmektedir.

2.1.2. Asetat Metabolizmasında Pta Enziminin Önemi

Doğada hemen hemen tüm canlılar metabolik işlevlerinde asetatı kullanırlar.

Doğada bol bulunan kısa zincirli bir yağ asididir. Hayvan ve insanlarda sindirim

yolunda ve toprakta asetat konsantrasyonu çok yüksek seviyelerde bulunabilir

[Buckel, 1999], [Cummings et al., 1987]. Bütün hücreler asetatı metabolik

işlevlerinde kullanmadan önce aktive ederler. Prokaryotik hücreler asetatı asetil-

CoA’a çevirmekte iki farklı yol izlemişlerdir (Şekil 2.5) [Starai et al., 2004].
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Şekil 2.5: Asetatın dönüşüm yolakları. Düşük afinite yolak >30 mM asetat
konsantrasyonu; yüksek afinite yolak <10 mM asetat konsantrasyonu ifade eder.

Prokaryotlar, bu yolakları kombine ederek, çevredeki asetatın

konsantrasyonunu önemsemeden karbon ve enerji kaynağı olarak kullanmaktadırlar.

Düşük afiniteli yolakta asetat kinaz/fosfotransasetilaz enzimleri görev almaktadır.

Asetatı asetil-fosfat ile asetil- CoA’ya aktive etmektedirler [Brown et al., 1977].

Ack/Pta sistemi çevrede yüksek konsantrasyonda asetat olduğu zaman (>30 mM)

prokaryotlar tarafından kullanılmaktadır. Birçok bakteri, hücrede kullanılan ve aynı

zamanda oluşan CoA seviyelerini sabit tutmak ve elde ettikleri enerjiyi korumak için

Ack/Pta’nın geri dönüşebilirliğini kullanmaktadırlar. Asetil-fosfat; enerjiyi korumak

için yaygın olarak kullanılmasının yanında ayrıca, iki bileşenli düzenleyici

sistemlerde gen ekspresyonunun düzenlenmesine de yardımcı olmaktadır [McCleary

et al., 1993], [McCleary et al., 1994], [Bentley, 2000], [Wolfe et al., 2003], [Wanner

et al., 1992].
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2.1.3. Farklı Kaynaklardan Elde Edilen Pta Enzimi ve
Karşılaştırılması

Farklı mikroorganizmalardan elde edilen Pta’lar üzerine yapılan çalışmalar

sonucunda, Pta’nın iki farklı türünün olduğu ortaya çıkmıştır (PtaI ve PtaII). PtaI

sınıfı eutD geniyle kodlanmış ve yaklaşık 350 rezidüye sahiptir. PtaII sınıfı ise pta

geniyle kodlanmış ve yaklaşık 700 rezidüden meydana gelmiştir [Lundie and Ferry,

1989], [Campos-Bermudez et al., 2010]. Bazı mikroorganizmalar bu genlerden birini

içerirken bazıları ise her ikisini de içermektedir. PtaII’nin C-terminal domaini

katalitik domaindir ve aynı zamanda PtaI ile homoloji göstermektedir. Pta’nın N-

terminal domaini regülatör domain olması sebebi ile NADH, ATP ve pirüvat gibi

allosterik effektörlerin aktiviteye etkisinde rol oynar [Brinsmade and Escalente-

Semerena, 2007], [Campos-Bermudez et al., 2010]. PtaI sınıfından olan B. subtilis

adenin nükleotidleri, ATP, AMP ve ADP tarafından inhibe edilirken pirüvat ve

NADH tarafından inhibe edilmediği rapor edilmiştir [Thomas and Hoch, 1973].

Yıldız ve arkadaşları üropatojen olan S. saprophyticus bakteri genomundan klonlayıp

rekombinant olarak elde ettikleri PtaI’ın ATP tarafından inhibe edilirken pirüvat ve

NADH tarafından inhibe edilmediği rapor etmişlerdir [Yıldız vd., 2012].

M. thermophila, B. subtilis ve S. pyogens bakterilerinin sahip olduğu PtaI

kristal yapıları aydınlatılmıştır. Fakat PtaII’nin kristal yapısı henüz netlik

kazanmamıştır [Iyer et al., 2004], [Xu et al., 2005]. B. subtilis ve S. pyogens

genomları asetat kinaz (ackA) genine sahiptirler; fakat pta geni bulundurmazlar. ackA

ve eutD genleri kromozomda uzak yerlerde bulunmaktadır [Presecan-Siedel et al.,

1999], [Shin and Park, 1999]. Ayrıca pta geni ackA geniyle birlikte Escherichia coli

ve Salmonella enterica kromozomlarında tek bir operon olarak yer almıştır

[Brinsmade and Escalente-Semerena, 2004]. S. enterica ve E. coli’den klonlanıp

karakterize edilen eutD geninin yüksek Pta aktivitesi bulunmaktadır [Brinsmade and

Escalente-Semerena, 2004], [Iyer et al., 2004].
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Şimdiye kadar PtaI kristal yapıları aydınlatılmış B. subtilis, M. thermophila ve

S. pyogenes’in homodimer yapıda oldukları ve benzer katlanma yaptıkları

görülmüştür. BLAST araştırmalarına göre Pta üzerine yapılan çalışmalardan biriside

S. Saprophyticus Pta’dır. S. saprophyticus bakterisinden elde edilen Pta aminoasit

dizisi ile M. thermophila,  S. pyogenes ve B. Subtilis bakterilerinden elde edilen

Pta’ların aminoasit dizileri karşılaştırıldığında sırası ile % 45, % 55, % 67 oranında

dizi benzerliği gösterdiği tespit edilmiştir (Şekil 2.6). Yapı ve fonksiyon için en

yakın benzerliğe sahip olan B. subtilis Pta’sıdır [Yıldız vd., 2012]..

Şekil 2.6: S. saprophyticus Pta’nın M. thermophila, S. pyogens ve B. subtilis Pta’larıyla
dizi uyumu. Dizilerin üzerindeki mavi bar ve kırmızı oklar B. subtilis Pta’nın sırasıyla

α-heliks ve β-plakası. Mor ve turuncu gösterilen rezidüler Iyer ve arkadaşları tarafından
yapılan 32 prokaryotik Pta dizisi boyunca sıralanmasına dayanan korunmuş rezidülerdir.

Farklı organizmalardan elde edilen Pta enziminin moleküler ağırlıkları, spesifik

aktivite, Km değerleri ile bazı metallere karşı olan özellikleri Tablo 2.1’de

gösterilmektedir [Lundie and Ferry, 1989].
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Tablo 2.1: Farklı kaynaklardan elde edilen Pta’ın özelliklerinin karşılaştırılması.

a Bir unite, dakikada oluşan asetil-CoA’nın 1µmol’üdür.
b Değerler rapor edilmemiştir.
c Bir ünite, dakikada oluşan 1 µmol asetil-CoA’dır, hücre ekstratındaki aktivite.
d Alt ünite moleküler ağırlığı 22.000 Da homotetramer olarak saflaştırılmış enzim.

e Alt ünite moleküler ağılığ 32.000-40.000 Da olan dimer olarak saflaştırılan enzim.

Organizma Mr
(kDa)

Spesifik
Aktivite

(Unit/mg)a

Km
CoAS

Km
Ac-Pi

Metal Etkileri

Bacillus subtilis 90 1.371 0.096 0.480 K+, NH4 uyarır;
Mn2+ ve Ca2+ inhibe
eder.

Bradyrhizobium
japonicum

NRb 8-12c NRb NRb K+ uyarır; Na+,
AsO4

3-inhibe eder.

C. acidiurici 63-75 710 NRb NRb Fe2+ gerekli; Na+,
AsO4

3-inhibe eder.

C.kluyveri 60 196 0.12 0.6-1.3 K+, NH4 gerekli;
Na+, Li+ inhibe eder.

C.
thermoaceticum 88d 123 NRb NRb Mg2+ uyarır; AsO4

3-

birbirinden ayırır.

E.coli 120-150 333 0.32 3 (NH4)2SO4, KPO4
inhibe eder.

Lactobacillus
fermenti 68 1.124 0.090 NRb K+, NH4, Rb+ uyarır;

Ca2+, Mg2+, Ba2+ ve
Li+ inhibe eder.

M. thermophila 43-52 2.496 0.090 0.170 K+, NH4 gerekli;
Na+, AsO4

3-inhibe
eder.

R. palustris 55-57 32 0.15 4.70 K+, NH4 uyarır; Na+,
Li+ ve Mg2+ inhibe
eder.

V. alcalescens 75-85e 812 NRb NRb Mg2+ ve ATP ile
inhibisyon geri
çevrilir.
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2.2. Pta Enzimi

2.2.1. Yapı Fonksiyon Çalışmaları

Pta enzimlerinin kristalize edilme çalışmalarına 2001 yılında Xu ve

arkadaşlarının S. pyogenes Pta enzimini kristalize etmesi ile başlanmıştır. Bunu 2003

yılında Iyer ve arkadaşlarının M. thermophila Pta enzimini kristalize etmesi

izlemiştir. Kristalize edilen bu Pta enzimi üzerine 2005 yılında Lawrence ve

arkadaşları tarafından yapı fonksiyon belirleme çalışması yapılmıştır. Bu çalışmada

Pta enzimi için ilk kez çalışma mekanizması önerilmiştir (Şekil 2.9). 2005 yılında Xu

ve arkadaşları B. subtilis’ten elde ettikleri fosfotransasetilazı kristalize etmişler ve

Pta’nın yapı, fonksiyon çalışmalarına ışık tutmuşlardır (Şekil 2.7) [Xu et al., 2005].

Şekil 2.7: B. subtilis’ten elde edilen eutD geninin yapısı. B. Subtilis’ten elde edilen
dimer Pta’nın yapısı. Monomerlerden biri Kırmızı renkli domain I ve yeşil renkli

domain II diğer momomer domain I (sarı) ve domain II (mavi) ile gösterilmektedir.

1997 yılında, Madeline ve ekibi M. thermophila’dan elde ettikleri

fosfotransasetilazın arginin ve sistein rezüdüleri üzerine çalışmışlardır. Yapılan bu

çalışmada dizide yer alan Cys159, Cys277, Cys312, Cys325 rezidülerini alanin ile

değiştirmişler ve enzim için kinetik parametrelerin takibini yapmışlardır. Bu çalışma

sonucunda enzim aktivitesi ve enzim kararlılığı için sadece Cys159 rezidüsünün

gerekli olduğu belirlenmiştir. Cys159 rezidüsünün serin ile yer değiştirildiği zaman

aktivitede önemli miktarda artış olduğu görülmüştür. Cys312 rezidüsünün kataliz için

gerekli olmadığı ancak enzimin aktif bölgesinde yer aldığı belirtilmiştir.
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Pta yapısında bulunan Arg28, Arg87, Arg133, Arg287, Arg310 rezidüleri glutamin

ile yerleri değiştirilmiş ve yapılan kinetik çalışmalar sonucunda Arg310 rezidüsünün

enzim aktivitesi için gerekli olduğu belirlenmiştir. Katalitik öneme sahip Arg310

rezidüsünün Pta’nın aktif bölgesinde bulunarak asetil fosfatın fosfat grubuyla

etkileşim içinde olduğu, metil grubunun ise Phe4, Leu5, Phe294, Ile297 ve Ile323

rezidüleri ile hidrofobik etkileşim içinde olduğu ifade edilmiştir [Iyer and Ferry,

2001]. Arg87 rezidüsünün CoA’nın 3ˡ-fosfatıyla tuz köprüsü oluştururken Arg133

rezidüsünün CoA’nın 5ˡ-fosfatıyla etkileşime girdiği vurgulanmıştır [Iyer and Ferry,

2001]. Arg87 ve Arg133 rezidüsünün CoA ile etkileşim içinde olduğunu daha sonra

yapılan çalışmalarda lizin, alanin, glutamik asit ve glutamin ile yer değiştirilmiş ve

her bir yer değiştirme sonunda yapılan kinetik analizler ile ispatlamıştır [Iyer and

Ferry, 2001].

Pta monomerinin ikincil yapı elemanları yan zincirleri ve aktif bölge rezidüleri

Şekil 2.8’de gösterilmiştir. Ser309 CoA sülfhidril gruptan 4Å uzakta bulunur ve bu

nedenle madde katalizörü olarak katılmaz. CoA’nın katalitik bölgeye bağlanması

muhtemeldir. Ser309, Arg310, Asp316 rezidüleri CoA çevresine yakın konumlanmış

olmaları sebebi ile katalitik potansiyel rezidüler olduğu belirtilmiştir. Arg310 tam

olarak 32 pta dizisi ile korunmaktadır. R310Q mutasyonu ile katalitik bölgede rol

oynadığı saptanmıştır. Ayrıca farklı yan zincirlerdeki yönelimler ile konformasyonel

esneklikte de rol aldığı görülmektedir.  Asetil fosfatın pozisyonunu optimize etmek

ve CoA’nın karbonil gruplarına nükleofilik atak yapmaktadır. Ser309 doğrudan

bağlayıcı görevinde değildir. Nükleofil olarak görev yapar ve hidrojen bağı oluşturur.

Ancak yine de tam olarak fonksiyonu açıklanamıyor. Asp316 katalitik olarak görev

aldığı mutasyonlarla desteklenmiştir. CoA’nın tiyol grubuna girişimde bulunur. Tiyol

grubu da doğrudan asetil fosfatın karbonil karbonuna atakta bulunur [Lawrence et al.,

2005].
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Şekil 2.8: EutD gen monomerinin aktif bölgesi.

Fosfotransasetilaz için önerilen katalitik mekanizma aminoasitlerin yerlerinin

değiştirilmesi sonucunda elde edilen kinetik bilgiler, enzimin kristal yapılarından

elde edilen enzim aktif bölge bilgileri ve enzim için yapılan kinetik ve mekanizma

çalışmaları verileri kullanılmıştır.

Şekil 2.9’da adenin halkası ile Asp307, Pro296, Gly173, Ala150 ve Ser178

rezidülerinin oluşturduğu grupta kalan CoA arasındaki katalitik ilişki ve enzim ile

CoA arasındaki hidrojen bağları görülmektedir. Öne sürülen bu mekanizma baz

katalizli gerçekleşmektedir. Asp316 rezidüsünün CoA’nın sülfidril grubunun

protonunu koparmasıyla asetil fosfatın karbonil karbonuna doğrudan atak yapılması

sağlanarak asetil-CoA oluşumu gerçekleşmektedir. Daha sonra oluşan PO4
3- iyonu

Asp316 rezidüsünden proton kopararak fosfatın negatif yüklerinden biri dengeye

ulaşır ve protonlanmaya hazır grup haline gelir [Lewendon et al., 1990], [Wu, 2003].

Yapılan çalışmalar sonucunda tahmini Pta mekanizması oluşturulmuştur.

Genetik ve fiziksel çalışmalar Pta'nın yaygın etkileşimini göstermek için devam

etmektedir. Ayrıca spesifik bölgedeki mutasyon çalışmaları sürdürülmektedir

[Canovas et al., 2009].
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Şekil 2.9: M. thermophila bakterisinden elde edilen Pta’nın katalizlediği reaksiyon
için Lewendon ve arkadaşları tarafından önerilen katalitik mekanizma. a)

Substratların enzimin aktif bölgesine bağlandığı andaki durumu. b) Negatif yüklü
geçiş hali. c) Enzimin aktif bölgesine ürünlerin bağlandığı andaki durumu. Burada

Lys257 ve Gln244 arasında meydana gelen hidrojen bağı kesikli çizgiyle gösterilmiştir.
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2.2.2. Kinetik Çalışmaları

Kinetik çalışmaları ilk defa 1972 yılında Pelroy ve Whiley tarafından

Viellonella alcalescens’ten elde edilen Pta üzerine yapılmıştır. V. alcalescens’ten

elde edilen Pta’nın bütün substratları için Michaelis-Menten kinetik reaksiyonu geri

dönüşümlü olarak kataliz ettiğini rapor etmiştir.

Pta tarafından katalizlenen geri reaksiyonun (asetil-CoA + fosfat → asetil-

fosfat + CoA) hızının ileri reaksiyonun (asetil-fosfat + CoA → asetil-CoA + fosfat)

hızından 6.5 kat daha fazla olduğunu gösterilmiştir. Pta’nın katalizlediği ileri ve geri

reaksiyonun substratları için görünür Km değerlerini belirlemişlerdir. Geri

reaksiyonun substratları olan asetil-CoA ve fosfat için görünür Km değerleri sırasıyla

8.6 μM ve 9.3 mM, ileri reaksiyonun substratları olan CoA ve asetil fosfat’ın görünür

Km değerleri ise sırasıyla 0.33 mM ve 0.59 mM olarak belirlemişlerdir.

Pta’nın katalizlediği ileri ve geri reaksiyonun mekanizmasının ürün

inhibisyonu deneyleri sonucunda random (rastgele) bi-bi mekanizmasıyla

gerçekleştiği bildirilmiştir. Ayrıca yapılan çalışmalar sonucunda enzimin adenozin

trifosfat (ATP) ve adenozin difosfat (ADP) tarafından inhibe edildiği fakat pirüvat ve

indirgenmiş nikotinamid adenin dinükleotid’in (NAD+) enzim aktivitesine herhangi

bir etkisinin olmadığı vurgulanmıştır. Yapılan çalışmada ATP’nin inhibitör türü

belirlenmiş ve asetil fosfat için yarışmasız inhibitörken CoA için yarışmalı inhibitör

olduğu bildirilmiştir. ATP ve ADP’nin inhibisyon etkisinin MgCl2 ilavesi ile ortadan

kaldırıldığı rapor edilmiştir [Pelroy and Whiteley, 1972].

1973’te Thomas ve Hoch Pta’yı farklı bir organizma olan B. subtilis’ten

saflaştırmışlar ve enzimin molekül ağırlığını 90 kDa olarak hesaplamışlardır. B.

subtilis’ten saflaştırılan Pta’nın Mn2+ ve Ca2+ ile inhibe olurken, K+ ve NH4
+ ile

aktive edildiği ifade edilmiştir. Pta’ın propiyonil-CoA ve butiril-CoA’yı substrat

olarak kullandığı belirtilmiş; fakat bu iki substrata olan ilginin asetil-CoA’ya olan

ilgiden daha az olduğu bulunmuştur. Yapılan inhibisyon çalışmaları sonucunda ATP,

ADP ve AMP’nin enzimi inhibe ettiği pirüvat ve indirgenmiş piridin nükleotidlerinin

ise herhangi bir etkisinin olmadığı deneylerle ispatlanmıştır. Ayrıca palmitil-CoA’nın

CoA için yarışmalı inhibitör olduğu gösterilmiştir [Thomas and Hoch, 1973].

Lawrence ve Ferry 2005 yılında Pta’yı M. thermophila’dan klonlamış ve

molekül ağırlığını 71 kDa olarak belirlemişlerdir. Enzimin daha önce çözelti içinde
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monomer halde bulunduğu belirtilmesine rağmen [Latimer and Ferry, 1993] yapılan

bu çalışmada enzimin çözelti içinde dimer halde bulunduğu rapor edilmiştir. Pta’nın

katalizlediği reaksiyonun mekanizmasını incelenmiş ve başlangıç hızları ölçümleri

sonucu reaksiyonun mekanizmasının ping-pong olmadığı bulunmuştur. Yapılan

çalışmalar sonucunda bulunan Michaelis sabitleri asetil fosfat için 186 μM, CoA için

65 μM, asetil-CoA için 96 μM ve fosfat için 742 μM olarak belirlenmiştir . Ayrıca kcat

değeri 1500 s-1 olarak hesaplanmıştır. Bu değerler elde edilen diğer Pta’ların kinetik

sabitleriyle benzerlik göstermektedir [Lawrence and Ferry, 2005].

Pta’nın katalizlediği reaksiyonun mekanizmasının random (rastgele) veya order

(sıralı) olduğunu belirlemek için M. thermophila’dan elde edilen Pta ile ürün

inhibisyonu deneyleri yapılmıştır. Deneyler substratlardan birinin konsantrasyonu

doygun ve doygun olmayan konsantrasyonlarda sabit tutulup diğer substrat ve

inhibitörün konsantrasyonu değiştirilerek yapılmıştır. Bu sonuçlar doğrultusunda M.

thermophila Pta’nın katalizlediği reaksiyonun mekanizmasının random (rastgele) bi-

bi mekanizması olduğu bulunmuştur [Lawrence and Ferry, 2005].

Yıldız ve arkadaşları üropatojenik bir bakteri olan S. saprophyticus

genomundan klonlayıp, E. coli’de rekombinant olarak ürettikleri PtaI’in kinetik

mekanizmasını incelemişlerdir [Yıldız vd., 2012].

Şimdiye kadar, sadece E. coli ve S. enterica’dan elde edilen PtaII’lerin NADH,

ATP ve pirüvat tarafından düzenlendiği belirtilmiştir [Brinsmade and Escalente,

2007], [Compos et al., 2010].

İlk kez TCA döngüsünün hız belirleyici enzimlerinden biri olan α-ketoglutarat

dehidrogenaz kompleksinin (α-KGDC) substratı olan α-ketoglutarat’ın S.

saprophyticus Pta aktivitesini ileri ve geri reaksiyonda allosterik olarak inhibe ettiği

görülmüştür. Ayrıca yapılan çalışmalar sonucunda α-ketoglutarat inhibisyonunun

sigmoidal özellik gösterirken, ATP inhibisyonunun hiperbolik özellik gösterdiği

görüldü [Yıldız vd., 2012], [Yıldız, 2011].
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanılan Kimyasallar

Bu tez çalışmasında kullanılan; Primerler Integrated DNA Technologies,

restriksiyon enzimleri BioLabs Inc., eksprasyon vektörü pET28a(+) Merck, MOPS

sodium salt (M9024), Sodium dodecyl sulfate (L4509), Agarose (A9539), Bradford

reagent (SIB6916), Imidazole (I-0125), Potassium chloride (12636), Potassium

phosphate (16H1604), Dithiothreitol, Asetyl phosphate (057K5317), Pyruvate

(105K0723) ve α-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-HCl

(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 çalışmalarda kullanılmıştır.

3.1.2. Kullanılan Cihazlar

İnolab WTW Series pH ölçer, Heidolph MR 3004 safety manyetik karıştırıcı,

Varioklav Typ 300 Otoklav, Sartorius Basic marka tartı, Mikro 120 Hettich

Zentrifugen santrifüj, Heidolph Promax 2020 GFL 1080 marka su banyosu, Excella

E25 marka çalkalamalı inkübatör, New Brunswick Scientific Ultra Low Temprature

Freezer U410 premium marka -80 ˚C dondurucu, Beckman Coulter Allegra 64R

marka santrifüj, Indesit TN5 (TK) marka -20 ˚C soğutucu, Spectromax Plus 384

(Moleculer Devices) kullanılmıştır.
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3.1.3. Kullanılan Çözeltiler ve Besiyerleri

Bu tez çalışmasında kullanılan çözelti ve besiyerlerinin hazırlanışları Ek-A’da

verilmiştir.

3.2. Metot

3.2.1. G. kaustophilus Bakterisindeki EutD Geninin Klonlanması

3.2.1.1. Primer Dizaynı

G. kaustophilus bakterisinin KEGG Databas’de verilen eutD geninin DNA baz

dizi sekuansı dikkatli bir şekilde incelenerek, bakteri kromozomundan çoğaltmak

için kullanılacak primerlerin DNA baz dizileri belirlenmiştir. PCR ürününün vektöre

ligasyonunu kolaylaştırmak amacı ile yapışkan uç açığa çıkacak şekilde primerlere 5'

ucuna NdeI endonükleaz, 3' ucuna EcoRI endonükleazına ait tanıma dizileri (NdeI

için, 5'-CATATG-3'; EcoRI için, 5'-GAATTC-3') ilave edilmiştir.

EcoRI ve NdeI endonükleazları; gen bölgesi içerisinde tanıma bölgesine sahip

olmaması ve vektör DNA üzerinde çoklu klonlama bölgesinde kesim yapan

enzimlerden olmaları gibi önemli unsurlar göz önünde bulundurularak seçilmiştir.

Bu kriterler göz önünde bulundurularak dizayn edilen ve G. kaustophilus

genomundan eutD genini çoğaltmak için kullanılacak 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) şeklindedir.

Başlama ve sonlandırma kodonları bold olarak gösterilmiştir. Endonükleaz kesim

enzim bölgeleri NdeI (ileri primer) ve EcoRI (geri primer) italik olarak gösterilmiştir.

3.2.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Deneyi

Reaksiyon hazırlanmadan önce reaksiyon bileşenleri tek tek incelenerek, stok

kontaminasyonunun önlenmesi amacıyla günlük kullanımlar için steril mikrosantrifüj

tüplerine paylaştırıldı. Günlük stoklar hazırlandıktan sonra mümkün olduğu kadar

steril şartlarda ve buz üzerinde, en son enzim ilave edilecek şekilde PCR reaksiyonu



21

hazırlandı. EutD geninin çoğaltılması için hazırlanan PCR reaksiyonu bileşenleri

Tablo 3.1’de verilmiştir.

Tablo 3.1: EutD geninin çoğaltılması için hazırlanan PCR reaksiyonu bileşenleri.

Cinsi
Son

Konsantrasyon (25μL)

Kalıp DNA 7.5 ng/ μL

İleri Primer 1 μM

Geri Primer 1 μM

dNTP Karışımı 1 μM

Reaksiyon Tamponu

(Tag buffer)
1 μM

Tag DNA Polimeraz/MgCl2 1 u

Deiyonize Su

0.5 mL’lik mikrosantrifüj tüpünde Tablo 3.1 gibi hazırlanan reaksiyon karışımı

daha önce programlanmış olan PCR cihazının örnek bloğuna yerleştirilerek program

çalıştırıldı. PCR Thermal Cycler programı aşağıdaki Tablo 3.2’da verilmiştir.

Tablo 3.2: EutD geninin çoğaltılması için uygulanan PCR programı.

Program Grupları Sıcaklık (˚C) Süre (dakika) Döngü Sayısı

1 95 5 1

2
94
50
72

0.5
0.5
1.5

5

3
94
58
72

0.5
0.5
1

25

4 72 5 1

5 4 60 1
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%1’lik agaroz jelde eutD genine ait olduğunu düşündüğümüz band

gözlemlendi. Daha sonra DNA kesiminde kullanılmak üzere -20 ˚C’de saklandı

(Şekil 4.2).

3.2.1.3. EutD Geninin EcoRI ve NdeI Endonükleazlar İle Kesimi

PCR reaksiyonu sırasında primerlerle birlikte EcoRI ve NdeI kesim bölgeleri

de yerleştirilerek DNA’nın her iki ucunda yapışkan uç elde edildi. EutD geninin NdeI

ve EcoRI endonükleazlar ile kesim reaksiyon bileşenleri Tablo 3.3’de verilmiştir.

Tablo 3.3: EutD geni kesim reaksiyonu bileşenleri.

Cinsi
Son

Konsantrasyon (50μL)

Pta 65 ng/ μL

Reaksiyon Tamponu (EcoRI) 1X

NdeI 0.25 u

EcoRI 0.5 u

Deiyonize Su

Reaksiyon buz üzerinde hazırlandıktan sonra 37 ˚C’e ayarlanmış su

banyosunda 3 saat bekletilerek çiftli kesim yapıldı.

Kesim ürününün izolasyonu için kesim reaksiyonun hepsi % 1’lik agaroz jelde

elektroforeze tabi tutuldu ve jelden saflaştırma yapıldı. Daha sonra ligasyonda

kullanılmak üzere -20 ºC’de saklandı.

3.2.1.4. pET28a(+) Klonlama Vektörünün İzolasyonu

EutD geninin klonlanması için pET28a(+) klonlama vektörü kullanıldı. Bu

vektörün seçilme nedeni, klonlama bölgesinin 5' ucunda His-Tag bölgesinin

bulunmasıdır. Böylece, Ni-NTA kullanılarak protein saflaştırılması sağlanmış

olacaktır. Kullanılan pET28a(+)’a ait vektör haritası Şekil 3.1’de gösterilmiştir.
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Şekil 3.1: Klonlama vektörü pET28a(+)’nın vektör haritası.

E.coli Top10 hücrelerinden pET28a(+) vektörünün izolasyonu için, LB/Kan

plaklarından pET28a(+) içeren E.coli Top10 koloni seçimi yapıldı. Steril kürdanla

seçilen koloni 5 mL LB/Kan sıvı besiyerine batırılarak, 37 ˚C’e ayarlanmış

inkübatörde gece boyu büyümeye bırakıldı. Sabah büyüyen hücre kültüründen

pET28a(+) klonlama vektörü plazmit izolasyon kiti (Sigma Aldrich) protokolü

kullanılarak izole edildi.

İzole edilen pET28a(+) klonlama vektörünün görüntülenmesi ve miktar tayini

için %1’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu.

3.2.1.5. Klonlama Vektörünün NdeI ve EcoRI Endonüklazları İle
Kesimi

İzolasyonu yapılan ve miktarı belirlenen pET28a(+) vektörünün NdeI ve EcoRI

endonükleazlar ile kesilerek düz zincir haline getirildi. Kesim reaksiyon bileşenleri

Tablo 3.4’de verilmiştir.
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Tablo 3.4: pET28a(+) vektörünün kesim reaksiyonu bileşenleri.

Cinsi
Son

Konsantrasyon (50μL)

pET28a(+) vektörü 420 ng/ μL

Reaksiyon Tamponu (EcoRI) 1X

NdeI 0.25 u

EcoRI 0.5 u

Deiyonize Su

Reaksiyon buz üzerinde hazırlandıktan sonra 37 ˚C’e ayarlanmış su

banyosunda 3 saat bekletilerek çiftli kesim yapıldı.

Kesim ürününün izolasyonu için kesim reaksiyonun hepsi % 1’lik agaroz jelde

elektroforeze tabi tutuldu ve jelden saflaştırma yapıldı. Daha sonra ligasyonda

kullanılmak üzere -20 ºC’de saklandı.

3.2.1.6. EutD Geninin pET28a(+) Vektörü ile Ligasyonu

EcoRI ve NdeI endonükleazları ile kesilen pET28a(+) klonlama vektörü ile G.

kaustophilus eutD geni ligasyonu için Tablo 3.5 reaksiyon bileşenleri hazırlandı.

Tablo 3.5: pET28a(+) vektörü ile eutD geninin ligasyon reaksiyon bileşenleri.

Cinsi
Son

Konsantrasyon (20 μL)

Pta/EcoRI-NdeI 149.2 ng/μL

pET28a(+)/EcoRI-NdeI 50 ng/μL

T4 Ligaz Tamponu 1X

T4 Ligaz 0.5 u

Deiyonize Su

Elde edilen ligasyon reaksiyonu 16 ˚C’de su banyosunda 1 gece inkübe edildi.
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3.2.1.7. pET28a(+)-Pta Plazmitinin E.coli Top10 Bakterisine
Transferi

E.coli Top 10 bakterisinden kompetant hücre hazırlandı (Ek-A).

Transformasyon işlemi için, kompetent E.coli Top 10 bakterisi bulunduran

mikrosantrifüj tüpü buz üzerine alındı. Ligasyon karışımı ilave edilerek hafifçe

pipetlendi ve karışım homojen hale getirildi. Buz üzerinde en az 30 dk bekletildi.

42 ˚C’de 90 saniye tutuldu ve hemen tekrar buz üzerine alındı. Antibiyotik

içermeyen LB sıvı besiyerleri eklenerek 37 ˚C’de 1 saat süreyle inkübatörde üretildi.

Daha sonra konsantre edilerek 30 μg/mL kanamisin içeren LB agar plaklarına steril

cam boncuk ile yayma yöntemiyle ekildi. 37 ˚C’ye ayarlanmış inkübatöre ertesi güne

kadar üremeye bırakıldı.

3.2.2. Rekombinant E.coli Kolonilerinin Seçimi ve Kontrolü

3.2.2.1. Transformasyon Ürününün PCR Analizi İle Kontrolü

Transformasyon plağında gelişen kolonilerden steril kürdan yardımı ile seçildi.

Tablo 3.1’deki reaksiyon bileşenlerinin bulunduğu PCR tüpüne kalıp DNA yerine

steril kürdan ile seçilmiş koloni ilave edildi ve Tablo 3.2’deki PCR programı

uygulandı. % 1’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak görüntülendi (Şekil 4.3).

3.2.2.2. Transformasyon Ürününün EcoRI ve NdeI Endonükleazlar
İle Kesimi ve Kontrolü

Steril kürdanla seçilen kolonilerden agorose jelde istenen bandı veren koloni,

LB/Kanamisin sıvı besiyerine ekilip, 37 ˚C’de gece boyunca inkübasyona bırakıldı.

İzolasyonu yapılarak elde edilen plazmid EcoRI ve NdeI endonükleazlar ile Tablo

3.4’deki gibi kesime tabi tutuldu. %1’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak

görüntülendi (Şekil 4.4).
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3.2.2.3. Dizi Analizi

DNA dizi analizi için konsantrasyonu 80 ng/μL olan pET28a(+)-Pta plazmit

örneğinden dizi analizi için RefGen Firmasına (ANKARA) gönderildi (Şekil4.5).

KEGG veri bankasında verilen G. kaustophilus eutD gen dizisi (GK3415) ile G.

kaustophilus genomundan klonladığımız eutD gen dizisinin (Gkpta) dizi

karşılaştırması yapıldı (Şekil 4.6). Ayrıca B. subtilis, M. thermophila, S. pyogenes

aminoasit dizileri ile G. kaustophilus bakterisinden elde ettiğimiz aminoasit dizisinin

karşılaştırılması yapıldı (Şekil 4.7).

3.2.3. Protein Ekspresyonu ve Saflaştırılması

3.2.3.1. Protein Ekspresyonu

pET28a(+)-Pta plazmit ekspresyonu için E. coli BL21 (DE3) hücrelerine

transfer edildi. Son konsantrasyonunda 30 μg/mL kanamisin içeren LB mediumun

üzerine pET28a(+)-Pta taşıyan BL21 (DE3) kolonilerinden seçilerek 37 ˚C’de 1 gece

inkübasyona bırakıldı.

Kültürlerden alınan 10 mL, son konsantrasyonunda 30 μg/mL kanamisin içeren

1000 mL LB medium besiyerlerine ekilerek 180 rpm’de 30 ˚C’de sürekli takibi

yapılarak OD600 değeri 0.6-0.8 oluncaya kadar inkübasyona bırakıldı. Son

konsantrasyonu 0.25 mM olacak şekilde IPTG (izopropil-β-D-tiyogalaktozid)

eklenerek indüklendi. Belirli aralıklar ile ekspresyonun kontrolü için örnek alındı ve

buz üzerinde bekletildi.  Santrifüjlendi (4000 rpm, 4˚C, 10 dak.) ve hemen

kullanılmayacak olan yaş peletler -80 ˚C’de saklandı.

Ekspresyon kontrolü için buz üzerinde beklettiğimiz örnekler %10’luk SDS-

PAGE’de görüntülendi (Şekil 4.9).
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3.2.3.2. Protein Saflaştırılması

Ekspresyonu gerçekleştiği gözlenen ve -80 ˚C’de pellet şeklinde saklanan

hücrelerden alındı. Hücreyi parçalamak için sonikasyon işlemine hazırlandı.

Sonikasyon yapmadan önce hücre duvarının parçalanması için alınan yaş

pelete 20 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, pH 7.5 içeren tampon, lizozim (1 mg/1 g yaş

pelet) ve son konsantrasyonu 1 mM olacak şekilde PMSF ilave edildi. Ağzı kapalı

bir şekilde 5 dakikada bir karıştırarak oda sıcaklığında yaklaşık yarım saat bekletildi.

Yoğunluğunu arttırmak için yarım saat buz üzerinde 5 dakikada bir karıştırılarak

bekletildi. Kıvamın yoğunluğu hücre çeperi parçalanmasının ne kadar iyi olduğunun

bir göstergesi olarak referans alındı.

Sonikasyon işlemi “45 saniye parçalama 2 dakika buz üzerinde bekleme”

olacak şekilde 10 döngü şeklinde yapıldı. Yoğun kıvamın bu işlem sonrasında

kaybolması sonikasyon işleminin yeterli olduğunu göstergesi olarak kabul edildi.

3500 rpm’de 20 dakika santrifüjleme işlemi yapıldı. Hücre ekstratı içerisindeki

olabilecek küçük kalıntıları uzaklaştırmak amacıyla süzgeç kâğıdından geçirildi.

Proteini saflaştırmak amacı ile kullanılan içerisinde 2 ml rezin bulunan Ni-

affinite kolonunu rejenere edildi (Ek-1) ve kolonu dengelemek amacı ile kolon 5 mM

imidazol içeren tampon A (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM KCl) çözeltisinden

geçirildi. Dengelenen kolona örnek yüklendi ve tüm örneğin kolondan geçmesi

sağlandı. 5 mM imidazol içeren tampon A çözeltisi kullanılarak 1. yıkama işlemi

yapıldı. Kolon çıkışı falkonda toplandı. 20 mM imidazol içeren tampon A çözeltisi

kullanılarak 2. yıkama işlemi yapıldı. 200 mM imidazol içeren tampon A çözeltisi

kullanılarak 1’er ml şeklinde 20 fraksiyon olacak şekilde yüksek saflıkta His6-Pta

protein elde edildi. Fraksiyonlar %10’luk SDS-PAGE ile analiz edildi (Şekil 4.10).

Bradford Metodu kullanılarak serum albumin (BSA) kullanılarak protein miktar

analizi yapıldı (Ek-A).

Ayrıca His-tag trombin (Sigma-Aldrich, USA) ile kesilerek ortamdan

uzaklaştırıldı. Fakat protein aktivitesi önemli miktarda düştüğü için His6-Pta olarak

karakterizasyon çalışmalarına devam edildi.
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3.2.4. Karakterizasyon Çalışmaları

Elde ettiğimiz His6-pta aktivitesinin varlığını kontrol edebilmek için

literatürdeki ölçüm standardı uygulandı [Lawrence et al.,2005].

3.2.4.1. İleri Reaksiyon ve Geri Reaksiyon Aktivite Tayini

İleri reaksiyon için; His6-Pta aktivitesi, spektrofotometrik yöntemle 233 nm’de

zamana karşı (toplam 120 sn) Asetil-CoA’nın oluşumu takip edilerek 25 ˚C’de

Spectromax Plus 384 spektrofotometresiyle ölçüldü (ε233nm=5,55 mM-1.cm-1).

Substratlar ve enzim tampon B (50 mM Tris-HCl, pH 7.5) içinde hazırlandı ve

reaksiyon hazırlanırken buz üzerinde tutuldu. Reaksiyon karışımının toplam hacmi

100 μL olacak şekilde tampon C (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM KCl, 2 mM

DTT), 2 mM asetil-fosfat,  0.2 mM CoA ve 0.012 μg enzim kullanılarak aktivite

ölçümleri takip edildi.

Geri reaksiyonu için; Pta’nın katalizlediği geri reaksiyonun (Asetil fosfat

oluşumu) hızı 25 ˚C’de 412 nm’de (ε 412nm=136 mM-1.cm-1) Spectromax Plus 384

spektrofotometresiyle takip edildi. Substratlar ve enzim tampon B (50 mM Tris-HCl,

pH 7.5) içinde hazırlandı ve reaksiyon hazırlanırken buz üzerinde tutuldu. Reaksiyon

karışımının toplam hacmi 100 μL olacak şekilde tampon D (50 mM Tris-HCl, pH

7.5, 150 mM KCl), 0.2 mM DTNB, 0.2 mM asetil-coenzim A (Ac-CoA), 4 mM

inorganik fosfat (Pi) ve 0.012 μg enzim kullanılarak aktivite ölçümleri takip edildi.

3.2.4.2. Enzim Miktarının Başlangıç Hızına Etkisi

Enzim miktarını seri halde seyreltmek için enzim dilüsyon tamponu olarak

50 mM Tris-HCl pH 7.5 olarak hazırlandı. Enzimimiz bu hazırlanan tampon ile 1/10,

1/20, 1/30, 1/40, 1/50, 1/70, 1/100, 1/125, 1/150, 1/200 oranlarında olacak şekilde

seyreltildi.  Reaksiyon bileşimi son konsantrayonları 3 mM asetil-fosfat, 0.2 mM

CoA olarak belirlendi. Enzim aktivite ölçümlerinde tampon C (50 mM Tris-HCl, pH

7.5, 150 mM KCl, 2 mM DTT) kullanıldı. 233 nm’de ölçümler alınarak veriler

grafiğe aktarıldı (Şekil 4.11).
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3.2.4.3. İleri ve Geri Reaksiyonlar İçin Km Değerinin Belirlenmesi

Pta’nın subsratlarına olan ilgi düzeyini belirlemek amacı ile Km ve Vmax

değerleri belirlendi. İkinci substrat doygun konsantrasyonda sabit tutulduğunda elde

edilen Km değerleri değişken substrat için görünür Km değerini vereceğinden deney

koşulları buna göre hazırlandı.

G. kaustophilus Pta ileri reaksiyonu için coenzim A (CoA) ve asetil fosfat (Ac-

Pi) olmak üzere iki substratı vardır. Pta’nın katalizlediği ileri reaksiyonun (asetil-

CoA oluşumu) hızı 25 ˚C’de 233 nm’de asetil-CoA’nın oluşumu Spectromax Plus

384 spektrofotometresiyle takip edildi.

CoA konsantrasyonu 0.5 mM’da sabit tutulup, son konsantrasyonu 0.05-7 mM

arasında değişen çeşitli derişimlerde asetil-fosfat hazırlandı. Toplam reaksiyon hacmi

100 μL olarak belirlendi. Reaksiyon tamponu olarak tampon C kullanıldı. Reaksiyon

enzim ilavesiyle başlatıldı. Reaksiyon hazırlanırken buz üzerinde tutuldu.

Reaksiyonun uygun sıcaklığa gelmesi için yaklaşık 3 dakika bekletildi ve 233 nm’de

reaksiyon takip edildi (Şekil 4.12).

Asetil-fosfat konsantrasyonu 4 mM’da sabit tutulup, son konsantrasyonu 0.05-

0.7 mM’a kadar çeşitli derişimlerde Co-A hazırlandı. Toplam reaksiyon hacmi

100 μL olarak belirlendi. Reaksiyon tamponu olarak tampon C kullanıldı. Reaksiyon

enzim ilavesiyle başlatıldı. Reaksiyon hazırlanırken buz üzerinde tutuldu.

Reaksiyonun uygun sıcaklığa gelmesi için yaklaşık üç dakika bekletildi ve

233 nm’de reaksiyon takip edildi (Şekil 4.13).

Pta’nın geri reaksiyonu için asetil-coenzim A (Ac-CoA) ve inorganik fosfat

(Pi) olmak üzere iki substratı vardır. Pta’nın katalizlediği geri reaksiyonun (Asetil

fosfat oluşumu) hızı 25 ˚C’de 412 nm’de (ε 412nm=136 mM-1.cm-1) Spectromax Plus

384 spektrofotometresiyle takip edildi. Reaksiyon hazırlanırken substratlar ve enzim

buz üzerinde tutuldu. Reaksiyonun uygun sıcaklığa gelmesi için yaklaşık 3 dakika

bekletildi. Substratlardan birinin konsantrasyonu sabit tutulup diğerinin

konsantrasyonu değiştirilerek reaksiyon takip edildi.

İnorganik Pi konsantrasyonuna bağlı Pta aktivitesi için, reaksiyon tampon D

(50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM KCl) tamponunda, enzim miktarı 0.012 μg olup,

Ac-CoA ve DTNB konsantrasyonları sırasıyla 0.5 mM ve 0.2 mM’da sabit tutulup
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0.5-50 mM arasında inorganik Pi konsantrasyonu değiştirilerek 25 ˚C’de takip edildi

(Şekil 4.14).

Ac-CoA konsantrasyonuna bağlı Pta aktivitesi için, reaksiyon tampon D

tamponunda, enzim miktarı 0.012 μg olup, inorganik Pi ve DTNP miktarı sırasıyla

5 mM ve 0.2 mM’da sabit tutulup 0.025 mM’dan 10 mM’a kadar Ac-CoA miktarları

değiştirilerek 25 ˚C’de izlendi (Şekil 4.15).

3.2.4.4. pH’ın Aktiviteye Etkisi

pH etkisini incelemek için 50 mM asetat (pH 4.5-5.5 için), 50 mM MOPS (pH

6.3-7.0 için), 50 mM Tris  (pH 7.3-9.0 için), 50 mM glisin (pH 9.5-10.0 için)

tamponu kullanıldı. Reaksiyon 0.012 μg enzim, 0.2 mM CoA, 2 mM asetil-fosfat

varlığında 25 ˚C’de gerçekleştirildi (Şekil 4.16).

3.2.4.5. Sıcaklığın Aktiviteye Etkisi

Sıcaklığın etkisini incelemek için 10 ˚C’den 80 ˚C’e kadar sıcaklık değişiminde

enzim (0.012 μg) ve substrat miktarları (asetil-fosfat, 2 mM, CoA, 0.2 mM) sabit

tutularak reaksiyon izlendi. Su banyosu kullanılarak istenilen sıcaklık değişimleri

kontrol altında tutuldu (Şekil 4.17).

3.2.4.6. Farklı Tuzların Aktiviteye Etkisi

KCl, NH4Cl, (NH4)2S04, NaCl, KxPO4 tuzlarının Pta aktivitesine etkileri

incelendi. Her tuz için 1 M stok solüsyonu hazırlandı (Ek-1). Reaksiyon bileşimi son

konsantrayonları 2 mM asetil-fosfat, 0.2 mM CoA olarak belirlendi. Enzim aktivite

ölçümlerinde 2 mM DTT içeren tampon B kullanıldı. Enzim ilavesi ile reaksiyon

başlatıldı. Reaksiyon hazırlanırken buz üzerinde tutuldu. Reaksiyonun 25 ˚C gelmesi

için yaklaşık 3 dakika bekletildi ve 233 nm’de reaksiyon takibi yapıldı. 5 mM’dan

100 mM’a kadar farklı tuz konsantrasyonları varlığında aktivite değişimi incelendi

(Şekil 4.18).
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3.2.4.7. Bazı Metabolitlerin İleri ve Geri Reksiyonlarda Aktiviteye
Etkisi

Substratlar, ATP, pirüvat, NADH ve α-ketoglutarat tampon D’de hazırlandı.

Reaksiyonlar hazırlanırken substratlar ve metabolitler buz üzerinde tutuldu.

Reaksiyon tamponu olarak tampon C kullanıldı. Reaksiyon 25 ˚C’ de 233 nm’de

reaksiyon takip edildi.

Pta’nın katalizlediği ileri reaksiyon için CoA ve Ac-Pi konsantrasyonları

sırasıyla 200 μM ve 500 μM’da sabit tutuldu. Pta’nın katalizlediği geri reaksiyon için

0.2 mM DTNB, Ac-CoA ve Pi konsantrasyonları sırasıyla 200 μM ve 4 mM’ da sabit

tutulup 25 ˚C’de 412 nm’de reaksiyon takip edildi. Reaksiyon tamponu olarak

tampon D kullanıldı. NADH konsantrasyonu 0, 0.5, 1, 2 ve 3 mM (Şekil 4.19),

pirüvat 0, 5, 10 ve 15 mM (Şekil 4.20), α-ketoglutarat konsantrasyonu 0, 2, 4, 8, 10,

15, 20 ve 25 mM (Şekil 4.21) ve ATP konsantrasyonu 0, 0.5, 1, 2 ve 3 mM

(Şekil 4.22) olarak değiştirerek reaksiyon hacmi 100 μL olarak sabitlendi. 5 μL

enzim (0.012 μg/μL) kullanıldı.

3.2.4.8. ATP ve α-Ketoglutarat İnhibisyonuna Tamponların Etkisi

Pta’nın inhibitörü olan α-ketoglutarat’ın (Şekil 4.23) ve ATP’nin (Şekil 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) tamponlarında aktiviteye etkileri incelendi. CoA 200 μM ve Ac-Pi

500 μM’da konsantrasyonlarda sabit tutulup reaksiyon 25 ˚C’de 233 nm’de takip

edildi. Ayrıca farklı pH değerlerindeki aynı tampon içindeki α-ketoglutarat’ın ve

ATP’nin Pta inhibisyonuna etkisi incelendi.
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4. SONUÇ

4.1. G. kaustophilus EutD Geninin Klonlanması

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

pET28a(+) ekspresyon vektörüne klonlama aşamaları özetle Şekil 4.1’de

gösterilmiştir.

Şekil 4.1: G. kaustophilus eutD geninin pET28a (+) vektörüne klonlama aşamaları.

G. kaustophilus eutD genine ait PCR ürünü ve pET-28a(+) vektörünün NdeI ve

EcoRI restriksiyon enzimleriyle kesiminden elde edilen ürün agaroz jelde analiz

edildi (Şekil 4.2). Şekil 4.2’den de görüleceği üzere, beklenildiği gibi, eutD geni için

yaklaşık 1000 bç (baz çifti) bantı ve pET-28a(+) vektörü için de yaklaşık 5500 bç

bantı elde edildi.
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Şekil 4.2: G. kaustophilus eutD genine ait PCR ürünü ve pET-28a(+) vektörü agaroz
jel (%1) analiz sonucu. 1, pET28a(+) vektörü; 2, DNA belirteci;

3 ve 4, PCR ürünü (eutD genine ait)

G. kaustophilus eutD genine ait PCR ürünü ve pET-28a(+) vektörü NdeI ve

EcoRI restriksiyon enzimleriyle kesiminden sonra T4 Ligaz enzimi ile bölüm

3.2.1.6’da belirtildiği şekilde ligasyonu gerçekleştirildi. Ligasyon ürünü, E.coli

Top10 kompetent hücrelerine aktarıldı.

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

G kaustoplius eutD geni içeren pET28a vektörü (pET28a-GkPta) E.coli Top 10

kompetent hücrelerine aktarıldı. Transformasyon sonunda elde edilen kolonilerden

birkaç tane seçilerek koloni PCR yapıldı. Koloni PCR ürünleri %1’lik agaroz jelde

analiz edildi (Şekil 4.3). Şekil 4.3’den de görüleceği üzere, beklenildiği gibi, eutD

geni için yaklaşık 1000 bç bantlar elde edildi.

1        2       3       4
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Şekil 4.3: G. kaustophilus eutD genine ait koloni PCR ürünlerinin görüntülenmesi.
1, DNA belirteci; 2-4, seçilen kolonilerin PCR ürünleri (eutD genleri).

Koloni PCR sonucu beklenen bantları veren kolonilerden 1 tane seçilerek

kanamisin (30 µL/mL) içeren LB (Leuria Bertani) sıvı besiyerinde büyütüldü. İzole

edilen plazmit ürünü NdeI ve EcoRI endonükleazlarla kesime tabi tutuldu.

pET28a(+) vektörün aynı endonükleazlarla kesim ürünü, eutD geni, pET28a(+)-

GkPta plazmiti ve pET28a(+)-GkPta plazmiti kesim ürünleri % 1’lik agaroz jelde

analiz edildi (Şekil 4.4). Şekil 4.4’de de görüldüğü üzere, pET28a(+)-GkPta

plazmitinin teorik olarak 6000-6500 bç arasında olması beklenilen bantı, yaklaşık

olarak bu değerlerde elde edildi. pET28a(+)-GkPta plazmiti kesim ürünü de yaklaşık

1000 bç ve 5500 bç bantlar olmak üzere iki bant olarak elde edildi.

1        2       3       4
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Şekil 4.4: pET28a(+)-GkPta plazmitinin EcoRI ve NdeI endonükleazlarla kesim
ürünlerinin agaroz jel (%1) analiz sonucu. 1, pET28a(+) vektörü; 2, eutD geni; 3,
pET28a(+)-GkPta plazmiti; 4, DNA belirteci; 5, pET28a(+)-GkPta plazmitinin

EcoRI ve NdeI endonükleazlarla kesim ürünü.

4.3. Klonlanan G. kaustophilus EutD Geninin DNA Dizi
Analiz Sonucu ve Amino Asit Sekuansının Diğer Pta
Dizileri İle Karşılaştırılması

4.3.1. Dizi Analiz Sonucu

Klonladığımız G. kaustophilus eutD geninin sekuans analiz sonucu Şekil

4.6’da verilmiştir. Şekil 4.6’da görüldüğü gibi ilk 48 baz pET28a(+) vektörüne aittir.

EutD genine ait kısım 49. bazdan itibaren başlamaktadır. Ayrıca, kodladığı amino

asit dizisi alt kısımda verilmiştir. Dizi analiz sonucunda elde edilen dizi

kromotogramları Ek-B’de gösterilmektedir.

1        2       3       4        5
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CAT CAT CAT CAT CAT CAC AGC AGC GGC CTG GTG 33
H H H H H H S S G L V

CCG CGC GGC AGC CAT ATG ACA ACC GAT TTA TTT 66
P             R G S H M T T D L F

ACG GCA TTA AAA GCG AAA GTA ACC GGT ACG GGT 99
T A L K A K V T G T G

CGA AAA ATC GTG TTT CCC GAG GGA ACC GAT GAC 132
R K I V F P E G T D D

CGC ATC TTA ACG GCG GCG AGC CGT TTG GCG ACG 165
R I L T A A S R L A T

GAG CAA GTG CTG CAG CCG ATC GTC CTT GGC GAT 198
E Q V L Q P I V L G D

GAG CAA GCT GTG CGG GTG AAA ACC GCG GCG CAT 231
E Q A V R V K T A A H

GGC TTG CCG CTT GAA GGG GTG GAG ATT GTC ACC 264
G L P L E G V E I V T

CCG CGC CGC TAT GGC GGG TTT GAT GAG CTG GTT 297
P R R Y G G F D E L V

TCG GCG TTT GTG GAG CGG CGC AAA GGG AAA GTG 330
S A F V E R R K G K V

ACA GAA GAA ACG GCG CGC GAG TTG CTT TTC GAT 363
T E E T A R E L L F D

GAA AAC TAT TTC GGT ACG ATG CTC GTT TAT ACG 396
E N Y F G T M L V Y T

GGA GCG GCC GAC GGC CTC GTC AGC TGG GCG GCA 429
G A A D G L V S W A A

CAT TCG ACG GCG GAT ACG GTC CGA CCA GCC TTG 462
H S T A D T V R P A L

CAA ATC ATT AAA ACG AAG CCA GGC GTT CGC AAA 495
Q I I K T K P G V R K

ACG TCC GGC GTG TTC ATC ATG GTG CGC GGC GAC 528
T S G V F I M V R G D

GAA AAA TAT GTG TTT GCC GAT TGC GCC ATC AAC 561
E K Y V F A D C A I N

ATT GCT CCT AAC AGC CAA GAT TTG GCT GAA ATT 594
I A P N S Q D L A E I

GCG GTC GAG AGC GTG CAG ACG GCG AAA ATG TTC 627
A V E S V Q T A K M F

GGC CTT AAG CCG CGC GTG GCG CTG TTA AGC TTT 660
G L K P R V A L L S F

TCC ACG AAA GGG TCG GCC TCG TCG CCG GAG ACG 693
S T K G S A S S P E T

GAA AAA GTC GTT GAG GCG GTG CGG TTG GCG AAG 726
E K V V E A V R L A K

GAA ATG GCG CCG GAA CTG ATC CTT GAC GGT GAG 759
E M A P E L I L D G E

TTT CAA TTT GAC GCC GCG TTT GTG CCA GGG GTG 792
F Q F D A A F V P G V

GCG AAA AAG AAA GCG CCG GAC TCG GTC ATT CAA 825
A K K K A P D S V I Q

GGG GAC GCA AAT GTC TTT ATT TTC CCG AGC CTT 858
G D A N V F I F P S L

GAG GCA GGC AAC ATC GGC TAC AAA ATC GCC CAG 891
E A G N I G Y K I A Q

CGC CTC GGC GGT TTT GAA GCA GTC GGC CCG ATT 924
R L G G F E A V G P I

TTG CAA GGG CTG AAC AAA CCG GTG AAC GAC CTA 957
L Q G L N K P V N D L

TCG CGC GGC TGC AGC GCC GAA GAC GCC TAC AAG 990
S R G C S A E D A Y K

CTC GCG CTC ATC ACC GCT GCC CAG TCG CTT GGG 1023
L A L I T A A Q S L G

GAG TAA 1029
E END

Şekil 4.5: Dizi analizi sonucu belirlenen Pta aminoasit dizisi. İlk 48 baz pET28a(+)
vektöründeki His-tag aminoasid dizisine aittir. G. kaustophilus eutD genine ait kısım

49. bazdan itibaren başlamaktadır. Ayrıca, kodladığı aminoasit dizisi alt kısımda
verilmiştir.
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Bu sonuçlar, KEGG veri bankasında [http://www.genome.jp/kegg/kegg1.html]

verilen G. kaustophilus genomundaki Pta aminoasit dizisi ile karşılaştırıldığında;

Leu61 rezidüsünün yerini histidin, Gly125 rezidüsünün yerini triptofan, Glu247

rezidüsünün yerini ise glisin rezidüsünün aldığı görülmüştür (Şekil 4.6). Üç boyutlu

yapıda Leu61, az korunmuş α-heliks-3 ile β3 arasındaki loop bölgesinde; Gly125,

yüksek korunmuş β5 ile α-heliks7 arasındaki loop bölgesinde; Glu247, korunmamış

α-heliks-10 ile α-heliks-11 arasındaki loop bölgesinde yer almaktadır. Leu61, Gly125

ve Glu247 rezidülerinin fonksiyonları henüz bilinmemektedir.

GK3415 MTTDLFTALKAKVTGTGRKIVFPEGTDDRILTAASRLATEQVLRPIVLGDEQAIRVKAAA 60

Gkpta           MTTDLFTALKAKVTGTGRKIVFPEGTDDRILTAASRLATEQVLQPIVLGDEQAVRVKTAA 60

*******************************************:*********:***:**

GK3415 LGLPLEGVEIVNPRRYGGFDELVSAFVERRKGKVTEETARELLFDENYFGTMLVYTGAAD 120

Gkpta HGLPLEGVEIVTPRRYGGFDELVSAFVERRKGKVTEETARELLFDENYFGTMLVYTGAAD 120

**********.************************************************

GK3415          GLVSGAAHSTADTVRPALQIIKTKPGVRKTSGVFIMVRGDEKYVFADCAINIAPNSQDLA 180

Gkpta           GLVSWAAHSTADTVRPALQIIKTKPGVRKTSGVFIMVRGDEKYVFADCAINIAPNSQDLA 180

**** *******************************************************

GK3415          EIAVESARTAKMFGLKPRVALLSFSTKGSASSPETEKVVEAVRLAKEMAPDLILDGEFQF 240

Gkpta           EIAVESVQTAKMFGLKPRVALLSFSTKGSASSPETEKVVEAVRLAKEMAPELILDGEFQF 240

******.:******************************************:*********

GK3415          DAAFVPEVAKKKAPDSVIQGDANVFIFPSLEAGNIGYKIAQRLGGFEAVGPILQGLNKPV 300

Gkpta           DAAFVPGVAKKKAPDSVIQGDANVFIFPSLEAGNIGYKIAQRLGGFEAVGPILQGLNKPV 300

****** *****************************************************

GK3415          NDLSRGCSAEDAYKLALITAAQSLGE 326

Gkpta           NDLSRGCSAEDAYKLALITAAQSLGE 326

**************************

Şekil 4.6: KEGG veri bankasında verilen G. kaustophilus Pta aminoasit dizisi
(GK3415) ile G. kaustophilus genomundan klonladığımız Pta aminoasit dizisinin

(Gkpta) karşılaştırması.
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4.3.2. G. kaustophilus Pta Dizisinin Diğer Pta Dizileri ile
Karşılaştırılması

Kristal yapısı bilinen B. subtilis, M. thermophila, S. pyogenes bakterilerinden

elde edilen Pta ile G. kaustophilus bakterisinden elde edilen Pta arasındaki dizi

benzerliği CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignment programı ile incelenmiştir.

Buna göre G. kaustophilus Pta dizisi, B. subtilis Pta ile % 73, M. thermophila Pta ile

% 44, S. pyogenes Pta ile % 59 oranında dizi benzerliği göstermiştir. Yapı ve

fonksiyon için en yakın benzerliğe sahip olan B. subtilis Pta’sıdır (Şekil 4.7).

α1 β1 α2 β2 α3

B.subtilis --MADLFSTVQEKVAGKDVKIVFPEGLDERILEAVSKLAGNKVLNPIVIGNENEIQAKAK 58

G.kaustophilus -MTTDLFTALKAKVTGTGRKIVFPEGTDDRILTAASRLATEQVLQPIVLGDEQAVRVKTA 59

S.pyogenes          MSIRSLFGGLREKILGKNMKIVFPEGNDERVVRAAARLKFEGLLEPIILGQSEEVRNLLT 60

M.thermophila --MVTFLEKISERAKKLNKTIALPETEDIRTLQAAAKILERGIADIVLVGNEADIKALAG 58

β3 β4 α4 α5 α6
B.subtilis ELNLTLGGVKIYDPHTYEGMEDLVQAFVERRKGK-ATEEQARKALLDENYFGTMLVYKGL 117

G.kaustophilus      AHGLPLEGVEIVTPRRYGGFDELVSAFVERRKGK-VTEETARELLFDENYFGTMLVYTGA 118

S.pyogenes          KLGFADQDYTIINPNEYADFDKMKEAFVEVRKGK-ATLEDADKMLRDVNYFGVMLVKMGL 119

M.thermophila       DLDLSKA--KIVDPKTYEKKDEYINAFYELRKHKGITLENAAEIMSDYVYFAVMMAKLGE 116

β5 α7 β6 β7 β8

B.subtilis          ADGLVSGAAHSTADTVRPALQIIKTKEGVKKTSGVFIMARG------EEQYVFADCAINI 171

G.kaustophilus      ADGLVSWAAHSTADTVRPALQIIKTKPGVRKTSGVFIMVRG------DEKYVFADCAINI 172

S.pyogenes          ADGMVSGAIHSTADTVRPALQIIKTKPGISRTSGVFLMNREN----TSERYVFADCAINI 175

M.thermophila       VDGVVSGAAHSSSDTLRPAVQIVKTAKGAALASAFFIISVPDCEYGSDGTFLFADSGMVE 176

α8 β9 α9 α8 β9 α9
B.subtilis          APDSQDLAEIAIESANTAKMFDIE-PRVAMLSFSTKGSAKSDETEKVADAVKIAKEKAPE 230

G.kaustophilus      APNSQDLAEIAVESVQTAKMFGLK-PRVALLSFSTKGSASSPETEKVVEAVRLAKEMAPE 231

S.pyogenes          DPTAQELAEIAVNTAETAKIFDID-PKIAMLSFSTKGSGKAPQVDKVREATEIATGLNPD 234

M.thermophila       MPSVEDVANIAVISAKTFELLVQDVPKVAMLSYSTKGSAKSKLTEATIASTKLAQELAPD 236

α10 α11 β10 α12 β11

B.subtilis          LTLDGEFQFDAAFVPSVAEKKAPDSEIKGDANVFVFPSLEAGNIGYKIAQRLGNFEAVGP 290

G.kaustophilus      LILDGEFQFDAAFVPGVAKKKAPDSVIQGDANVFIFPSLEAGNIGYKIAQRLGGFEAVGP 291

S.pyogenes          LALDGELQFDAAFVPETAAIKAPDSAVAGQANTFVFPDLQSGNIGYKIAQRLGMFDAIGP 294

M.thermophila       IAIDGELQVDAAIVPKVAASKAPGSPVAGKANVFIFPDLNCGNIAYKIAQRLAKAEAYGP 296

β12 β13 α13

B.subtilis ILQGLNMPVNDLSRGCNAEDVYNLALITAAQAL---- 323

G.kaustophilus ILQGLNKPVNDLSRGCSAEDAYKLALITAAQSLGE-- 326

S.pyogenes ILQGLNKPVNDLSRGSSAEDIYKLAIITAAQAIESQG 331

M.thermophila ITQGLAKPINDLSRGCSDEDIVGAVAITCVQAAAQDK 333

Şekil 4.7: B. subtilis, M. thermophila, S. pyogenes Pta aminoasit dizileri ile G.
kaustophilus bakterisinden elde ettiğimiz Pta aminoasit dizisinin karşılaştırılması.

Dizi üzerindeki mavi çizgiler ve kırmızı oklar B. subtilis’in ikinci yapı elementlerini
(α-helix ve β-strand) gösterir, az ve yüksek korunmuş diziler sırası ile mor ve turuncu

olarak işaretlenmiştir.
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4.4. Protein Ekspresyonu ve Saflaştırması

4.4.1. Pta Ekspresyonu

pET28a(+)-Pta vektörünü taşıyan E. coli BL21 (DE3) hücrelerinde Pta’nın

zamana karşı ekspresyonu Bölüm 3.2.3.1’de bahsedildiği gibi takip edilerek gerekli

olan optimum zaman belirlendi. Şekil 4.8’den de görüleceği gibi 30 ˚C’de IPTG ile

indüklendiğinde zamanla ekspresyonu artmakta ve 4 saatte maksimum düzeye

ulaşmaktadır.

Şekil 4.8: E.coli BL21 (DE3) hücrelerindeki ekspresyonu gerçekleşen G.
kaustophilus Pta’nın SDS-PAGE jelinde görüntüsü. M, Belirteç , (66-43-30 kDa); 1,
IPTG öncesi; 2, IPTG sonrası 1. saat; 3, IPTG sonrası 2. saat; 4, IPTG sonrası 3. saat;

5, IPTG sonrası 4. saat.

4.4.2. Protein Saflaştırılması

His-tag içeren rekombinant proteinlerin saflaştırılması, sonikasyon işlemi ile

hücre parçalandıktan sonra Ni-NTA afinite kolonu ile gerçekleştirildi. Elde edilen

His6-Pta SDS-PAGE ile analiz edildi (Şekil 4.9). His-tag içeren rekombinant Pta’nın

hesaplanan moleküler ağırlığı 37422.3 Da’dur. Bu sonuçlara göre, hesaplanan ve

SDS-PAGE jelden tahmin edilen moleküler ağırlıkları birbirine yakındır.
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Şekil 4.9: E.coli BL21 (DE3) hücrelerinden Pta enziminin Ni-NTA afinite kolonu
ile saflaştırılmasının SDS-PAGE jelinde görüntüsü. M, protein belirteci, (66-43-30

kDa); 1, kolon öncesi örnek; 2, kolon sonrası örnek; 3, 5 mM imidazol içeren tampon
A ile yıkama sonrası örnek; 4, 20 mM imidazol içeren tampon A ile yıkama sonrası

örnek; 5-12, 200 mM imidazol içeren tampon A ile sırasıyla toplanan örnekler.

Kullanımdan önce saflık düzeyi  SDS-PAGE (%10) analizi ile kontrol edildi

ve yaklaşık % 80 saflıkta olduğu görüldü (Şekil 4.10).

Ayrıca His6-Pta içerdiği His-tag kısmı trombin (Sigma-Aldrich, USA) ile

kesilerek ortamdan uzaklaştırılmaya çalışıldı. Fakat kesme işlemi sonrasında yapılan

SDS-PAGE analizi Pta bandının kaybolduğunu gösterdi. Tahminimizce ticari

trombin içinde kontamine proteazların bulunduğu ve bu proteazların Pta’yı kestiği

düşünülmektedir. Ayrıca aktivite ölçümlerinde protein aktivitesinin de önemli

miktarda azaldığı gözlendiğinden His6-Pta ile karakterizasyon çalışmalarına devam

edildi.

Şekil 4.10: Saflaştırlan His6-Pta’nın SDS-PAGE jelindeki görüntüsü. M, protein
belirteci (66-43-30 kDa); pta, His6-Pta.

M      pta

66

43

30
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4.5. Karakterizasyon Çalışmaları

4.5.1. Enzim Konsantrasyonunun Başlangıç Hızına Etkisi

Michaelis-Menten denkleminde başlangıç hızı, doygun substrat

konsantrasyonunda, enzim konsantrasyonu ile direkt orantılıdır. Dolayısıyla, kinetik

çalışmalarında, ilk önce, enzim miktarının başlangıç hızına etkisi belirlenip,

kullanılacak enzim miktarı tayin edildi (Şekil 4.12).

Michaelis-Menten Denklemi eşitliği aşağıda verilmiştir.

E + S ES E + P (4.1)

V = kcat [ES] (4.2)

(4.3)

Bu denkleme göre başlangıç hızı substrat konsantrasyonunun yüksek olduğu

durumlarda enzim konsatrasyonu ile doğru orantılıdır. Ancak, belli bir enzim

konsantrasyonundan sonra bu doğru orantı kayboluyor. Yüksek enzim

konsantrasyonunda substrat azalması (substrate depletion) hızlı gerçekleştiğinden

dolayı başlangıç hızını ölçmek zorlaşmaktadır. Michaelis-Menten denkleminde

ölçülen başlangıç hızıdır. Başlangıç hız ölçümü, substrat azalmasının başlangıç

substrat miktarının 0 ile %10’u kadar olduğu zaman gerçekleşir. Daha fazla enzim

ekledikçe aktivite ölçüm zaman diliminde subsrat azalması daha hızlı

gerçekleşecektir.

Enzim konsantrasyonunun başlangıç hızına etkisini görebilmek için yapılan

deney sonucunda alınan ölçümler, enzim miktarı ve aktivite grafiği oluşturularak

değerlendirilmiştir (Şekil 4.11). Bu grafikte de görüldüğü üzere yaklaşık 0.02 μg yani

0.5 nM enzim konsantrasyonuna kadar başlangıç hızı lineer artmaktadır. Bu

noktadan sonra enzim miktarıyla aktivite arasındaki lineer ilişki, bu deney şartlarında

da literatürde olduğu gibi kaybolmaktadır. Bu sonuçlara göre, aynı deney şartlarında,

ortamda enzim konsatrasyonu 0.25-0.5 nM olarak kullanılması uygun görüldü ve

bundan sonraki deneylerde, aksi belirtilmediği takdirde, bu miktar ile devam edildi.



42

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Ak
tiv

ite
 (u

ni
t)

Enzim Miktari (g)

Şekil 4.11: Enzim miktarına bağlı olarak aktivite başlangıç hız grafiği. Reaksiyon
bileşimi son konsantrasyonları 3 mM asetil-fosfat, 0.2 mM CoA olarak belirlendi.

Reaksiyonlar 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM KCl, 2 mM DTT tampon
ortamında 233 nm’de takip edildi.

4.5.2. İleri ve Geri Reaksiyonlar İçin Kinetik Parametrelerin
Belirlenmesi

Pta’nın subsratlarına olan ilgi düzeyini belirlemek amacı ile asetil-fosfat ve

CoA substratlarına olan ilgisini gösteren Km ve kcat değerleri belirlendi. İkinci

substrat doygun konsantrasyonda sabit tutulduğunda elde edilen Km değerleri

değişken substrat için görünür Km değerini verir. Bu bağlamda deney koşulları

hazırlandı.

Pta’nın asetil-fosfata karşı olan Km ve kcat değerleri Kısım 3.2.4.2’de belirtildiği

gibi gerçekleştirilen ölçümler sonucundaki veriler ile oluşturulan Şekil 4.12,

Michaelis-Menten denklemine “nonlineer” fit edilerek, sırasıyla, 0.284 mM ve 230

μmol min-1 mg-1 olarak bulunmuştur. BRENDA database’de bilinen Pta’lar içerisinde

asetil-fosfata karşı olan Km değerleri 0.024-22.5 mM arasında değişmektedir. Pta

enzimine en yakın dizi benzerliği gösteren B. subtilis’in asetil fosfata karşı olan Km

değeri 0.53 mM ve kcat/Km değeri 5.11x105 M-1 s-1 olarak bulunmuştur [Xu et al.,

2005]. Yapmış olduğumuz ölçümler sonucunda G. kaustophilus Pta’nın asetil-fosfata

karşı kcat/Km değeri de 5.11x105 M-1 s-1 olarak bulunmuştur.
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Şekil 4.12: Asetil fosfat konsantrasyonuna bağlı Pta enziminin ileri reaksiyon
spesifik aktivitesi. Reaksiyon 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM KCl, 2 mM DTT

tamponunda, enzim miktarı 0.012 μg, CoA konsantrasyonu 0.5 mM’da sabit tutulup,
asetil fosfat konsantrasyonu 0.05-7.0 mM aralığında değiştirilerek 25 ˚C’de takip

edildi. Veriler Hiperbol denkleme fit edilerek kinetik parametreler bulundu.

Pta’nın CoA için Km ve Vmax değerleri, Şekil 4.13 Hill denklemine “nonlineer”

fit edilerek, sırasıyla, 207 μM ve 257 μmol min-1 mg-1 olarak bulundu (Hill katsayısı,

1.6 ±0.2). BRENDA database verilerine göre bilinen Pta’ların CoA’a olan Km

değerleri 30-1694 μM arasında değişmektedir. B. subtilis Pta’nın CoA için Km değeri

1.3 μM ve kcat/Km değeri 1.27x108 M-1 s-1 olarak bulunmuştur [Xu et al., 2005].

Yapmış olduğumuz ölçümler sonucunda G. kaustophilus Pta’nın CoA’ya karşı olan

kcat/Km değeri 8.56x105 M-1 s-1 olarak hesaplanmıştır.
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Şekil 4.13: CoA konsantrasyonuna bağlı Pta enziminin ileri reaksiyon spesifik
aktivitesi. Reaksiyon 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM KCl, 2 mM DTT

tamponunda, enzim miktarı 0.012 μg, asetil-fosfat konsantrasyonu 4 mM’da sabit
tutulup 50-700 μM arasında CoA konsantrasyonu değiştirilerek 25 ˚C’de takip edildi.

Veriler Hill denkleme fit edilerek kinetik parametreler bulundu.

Pta’nın inorganik fosfata karşı olan Km ve Vmax değerleri, Şekil 4.14’teki veriler

hiperbol denkleme nonlineer fit edilerek, sırasıyla, 3.5 mM ve 59 μmol min-1 mg-1

olarak bulunmuştur.
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Şekil 4.14: İnorganik fosfat konsantrasyonuna bağlı Pta enziminin geri reaksiyon
spesifik aktivitesi. Reaksiyon 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM KCl, 0.2 mM

DTNB tamponunda, enzim miktarı 0.012 μg, Ac-CoA konsantrasyonu 0.5 mM’da
sabit tutulup 0-50 mM arasında inorganik fosfat konsantrasyonu 25 ˚C’de

değiştirilerek gerçekleştirildi. Hiperbol denkleme fit edilerek kinetik parametreler
bulundu.
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Pta’nın asetil-CoA’a karşı olan Km ve Vmax değerleri, Şekil 4.15’teki verilerin Hill

denklemine nonlineer fit edilerek, sırasıyla, 0.093 mM ve 35 μmol min-1 mg-1 olarak

bulundu (Hill katsayısı, 1.2 ±0.1).

0 200 400 600 800 1000
0

10

20

30

40
S.

Ak
tiv

ite
 (u

ni
t/m

g)

Ac-CoA (uM)

Şekil 4.15: Ac-CoA konsantrasyonuna bağlı Pta enziminin geri reaksiyon spesifik
aktivitesi. Reaksiyon 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM KCl, 0.2 mM DTNB

tamponunda, enzim miktarı 0.012 μg olup, KH2PO4 pH 7.5’ta iken konsantrasyonu
10 mM’da sabit tutulup 25-1000 μM arasında Ac-CoA konsantrasyonu değiştirilerek

25 ˚C’de gerçekleştirildi. Hill denkleme fit edilerek kinetik parametreler bulundu.

Elde edilen tüm değerler tablo 4.1’de toplandı. kcat (s-1) ve kcat/Km (M-1 s-1) değerleri

hesaplanarak G. kaustophilus Pta enziminin substratlarına olan ilgisi belirlendi.

Tablo 4.1: G. kaustophilus Pta için kinetik parametreleri.

Substrat Çeşitleri Km (mM) Vmax (μmol min-1 mg-1) kcat (s-1) kcat/Km (M-1 s-1)

İleri reaksiyon

Asetil fosfat

CoA

0.284 ± 0.03

0.207 ± 0.016

230 ± 4

257 ± 15

153.3 ± 2.6

171.3 ± 9.9

5.11x105

8.56x105

Geri reaksiyon

Fosfat 3.5 ± 0.7 59 ± 3.5 39.33 ± 2.3 1.12x104

Asetil CoA 0.093 ± 0.017 35 ± 3 23.33 ± 1.9 2.59x105
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4.5.3. pH’ın Aktiviteye Etkisi

Enzimin aktif bölgesi, substrat bağlanmasını ve reaksiyonun katalizlenmesini

mümkün kılacak iyonik biçimde ya da iyonik gruplardan oluşacak bir konformasyon

verecek bir şekilde oluşmuştur. pH’daki değişmeler bu iyonlaşabilen gruplarda ve

dolayısıyla konformasyonel yapıda değişikliğe neden olarak katalizin hızını

etkileyebilmektedir. Bunun dışında substrat molekülü de iyonlaşabilen gruplar

içerebilir ya da substratın iyonlaşabilen şekli enzime bağlanarak katalize uğrayabilir.

Bu da reaksiyonun hızını etkiler. Bu nedenle bu çalışmada, pH’ın Pta aktivitesine

etkisi incelendi. Yapılan çalışmalar sonucunda G. kaustophilus Pta’nın aktivitesi için

optimum pH 7.5 olarak belirlendi. (Şekil 4.16). Enzim pH 7.0-8.0 aralığında yüksek

aktivite gösterebilmektedir. pH 8.5 sonrasında aktivite büyük miktarda azalmaktadır.

Dizi benzeri olan B. subtilis Pta için optimum pH değeri 7.5’dır [BRENDA

database].

Şekil 4.16: pH’ın Pta aktivitesine etkisi. Kullanılan 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 için) tamponu kullanıldı. Reaksiyon 0.012 μg enzim, 0.2 mM CoA, 2 mM
asetil-fosfat varlığında 25 ˚C’de izlendi. %100 aktivite değeri 220 unit/mg’dır.
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4.5.4. Sıcaklığın Aktiviteye Etkisi

Kimyasal reaksiyonların hızı sıcaklığın artması ile artar. Sıcaklıktaki artış

reaktant moleküllere daha fazla kinetik enerji sağlar, bu da birim zamanda daha fazla

sayıda üretken çarpışma ile sonuçlanır. Enzim katalizli reaksiyonlar da benzer tarzda

davranır. Ancak yüksek sıcaklıklarda enzimler denatürasyona uğrar ve aktivitesini

yitirir. Bu nedenle, her enzim için optimum sıcaklığın belirlenmesi önem arz

etmektedir.

Yapılan çalışmalar sonucunda G. kaustophilus Pta’nın aktivitesi için optimum

sıcaklığı 30 - 35 ˚C olarak belirlendi (Şekil 4.17). Enzimin aktivitesi 60 ˚C’den sonra

büyük oranda azalmaktadır. Dizi benzeri B. subtilis Pta için sıcaklık çalışılmamıştır,

fakat termofilik bakteri M. thermopila için optimum sıcaklık değeri 45 ˚C olarak

bildirilmiştir [BRENDA database]. Ayrıca S. saprophyticus Pta için optimum

sıcaklık 30-35˚C olarak belirtilmiştir [Aksoy, 2010]. Ancak enzimatik reaksiyonlarda

tüm moleküller arası etkileşim de önemlidir. Bir enzimin en iyi aktivite gösterdiği pH

değeri farklı ortam sıcaklıklarından etkilenerek değişiklik gösterebilir. Bu koşullar

göz önüne alınarak 30-35 ˚C sıcaklıkta pH değerlerimiz 7.0-7.5 arasındadır. Buradan

sonraki sıcaklık artışlarıyla birlikte belirli bir pH düşmesi de görülmüştür. 50-80 ˚C

de pH 7.0-6.5’e kadar düşmüştür. Buradaki aktivite düşmesinde bir miktar pH

değişimininde katkısı vardır. Tris-HCl tamponunun sıcaklığa göre değişmi yapılan

hesaplamalar neticesinde ∆pKa değeri -0.028 pH unit/˚C olarak bulunmuştur.
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Şekil 4.17: Sıcaklığın Pta aktivitesine etkisi. Reaksiyon 50 mM Tris-HCl pH 7.5,
150 mM KCl, 2 mM DTT tamponu içerisinde 2 mM asetil-fosfat, 0.2 mM CoA ile

0.012 μg enzim olacak şekilde, 10-80 ˚C arasında sıcaklık artışında takip edildi.

4.5.5. Farklı İyonların Aktiviteye Etkisi

Literatürde, şimdiye kadar biyokimyasal özellikleri rapor edilen tüm Pta

aktivitelerinin NH4
+, K+ iyonlarının varlığında arttığı, fakat Na+ varlığında inhibe

olduğu rapor edilmiştir [Yıldız vd., 2012]. Bu çalışmada, rekombinant olarak elde

ettiğimiz G. kaustophilus Pta aktivitesi üzerine bu iyonların etkilerini incelemek için

KCl, NH4Cl, (NH4)2S04, NaCl, KxPO4 (pH 7.5) tuzları kullanıldı (Şekil 4.18).

Çalışmalar sonucunda (NH4)2SO4 tuzu, düşük konsantrasyonlarda aktiviteyi

arttırırken yüksek konsantrasyonlarda enzim inhibisyonuna neden olmaktadır.

Yüksek konsatrasyonlarda, (NH4)2SO4 tuzunun Pta’nın çözünürlüğünü düşürdüğü

düşünülmektedir. Diğer yandan, KCl ve NH4Cl tuzlarının konsantrasyonu arttıkça

enzim aktivasyonunun arttığı görülmektedir (Şekil 4.18). Ayrıca, KxPO4 tuzu, düşük

konsantrasyonlarda aktiviteyi arttırırken yüksek konsantrasyonlarda enzim

inhibisyonuna neden olmaktadır. Fosfat ürün olduğu için, yüksek konsantrasyonda

ürün inhibisyonu gerçekleşmektedir.

Yukarıda belirtildiği gibi Na+ iyonunun farklı migroorganizmalardan elde

edilen Pta’ların aktivitelerini inhibe ettiği rapo edilmiştir [Lundie and Ferry, 1989].

Bu çalışmada da NaCl’ün rekombinant Pta aktivitesini inhibe ettiği açıkça

görülmüştür (Şekil 4.18).



49

NaCl’ün inhibisyon etkisi KCl varlığında daha azdır, fakat NaCl

konsantrasyonu arttıkça inbibisyon etkisi de artmaktadır. Bu da, Na+ iyonlarının K+

iyonlarının bağlandığı bölgeye bağlanarak inhibe ettiğini göstermektedir (Şekil 4.19).
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Şekil 4.18: Farklı iyonların Pta aktivitesine etkisi. Reaksiyon bileşimi son
konsantrasyonları 2 mM asetilfosfat, 0.2 mM CoA olacak şekilde, 50 mM Tris-HCl,

pH 7.5, 2 mM DTT içeren tamponda, 5-100 mM’a kadar değişen tuz konsantrasyonları
varlığında, 25 ˚C’de ve 233 nm’de enzim aktivite değişimi incelendi. Reaksiyonda

kullanılan %100 enzim aktivitesi ortalama 100 unit/mg protein olarak ölçüldü.
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Şekil 4.19: NaCl’ün KCl varlığında ve yokluğunda Pta aktivitesine etkisi.
Reaksiyon bileşimi son konsantrasyonları 2 mM asetilfosfat, 0.2 mM CoA olacak

şekilde, 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 2 mM DTT içeren tamponda ve 50 mM Tris-HCl,
pH 7.5, 2 mM DTT ve 150 mM KCl içeren tamponda 5-100 mM’a kadar değişen

NaCl konsantrasyonları varlığında, 25 ˚C’de ve 233 nm’de enzim aktivite değişimi
incelendi. Reaksiyonda kullanılan %100 enzim aktivitesi ortalama 100 unit/mg

protein olarak ölçüldü.

4.5.6. Bazı Metabolitlerin İleri ve Geri Reaksiyonlarda Aktiviteye
Etkisi

Hücrelerin enerji düzeyi ATP ve NADH varlığıyla ilişkilidir. ATP ve NADH’

in fazla olması hücrenin yeterince enerjiye sahip olduğunun bir göstergesidir. Yüksek

ATP ve NADH konsantrasyonunun enerji metabolizmasında görevli olan enzimlerin

inhibisyonuna sebep olduğu yapılan çalışmalar sonucunda gözlenmiştir [Yıldız vd.,

2011]. Bugüne kadar farklı mikroorganizmalardan elde edilen PtaI sınıfı enzim

aktivitelerinin ATP tarafından inhibe edilirken NADH’in aktiviteye etkisi olmadığı

belirtilmiştir [Yıldız vd., 2012]. Bu amaçla PtaI sınıfı enzimi olan G. kaustophilus

Pta aktivitesine ATP, pirüvat, NADH ve α-ketoglutarat gibi enerji metabolizmasında

bulunan metabolitlerin etkisini inceledik.

Substrat konsantrasyonları Km civarlarında tutulup, farklı NADH

konsantrasyonlarında aktivite ölçümü yapıldı. Şekil 4.20’dan da görüldüğü gibi bu

metabolitin Pta aktivitesine kayda değer bir etkisi bulunmamaktadır.
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Şekil  4.20: NADH’ın Pta aktivitesine etkisi. İleri reaksiyon için CoA ve Ac-Pi
konsantrasyonları sırasıyla 200 μM ve 500 μM’da, geri reaksiyonda Ac-CoA ve Pi

konsantrasyonları sırasıyla 200 μM ve 4 mM’da sabit tutulup NADH konsantrasyonu
0.5-3 mM olarak değiştirilerek reaksiyon takip edildi. İleri reaksiyon için %100

enzim aktivitesi ortalama 100 unit/mg protein olarak ölçüldü. Geri reaksiyon için
%100 enzim aktivitesi ortalama 50 unit/mg protein olarak ölçüldü.

Aynı şekilde, pirüvatın Pta aktivitesine etkisi incelendi. Şekil 4.21’den de

görüldüğü gibi pirüvatın da G. kaustophilus Pta’nın katalizlediği hem ileri hem geri

reaksiyonlara önemli bir etkisinin olmadığı görüldü.
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Şekil  4.21: Pirüvat’ın Pta aktivitesine etkisi. İleri reaksiyon için CoA ve Ac-Pi
konsantrasyonları sırasıyla 200 μM ve 500 μM’da, geri reaksiyon için Ac-CoA ve Pi
konsantrasyonları sırasıyla 200 μM ve 4 mM’da sabit tutulup Pirüvat konsantrasyonu

5-20 mM arasında değiştirilerek reaksiyon takip edildi. İleri reaksiyon için %100
enzim aktivitesi ortalama 100 unit/mg protein olarak ölçüldü. Geri reaksiyon için

%100 enzim aktivitesi ortalama 50 unit/mg protein olarak ölçüldü.

Metabolizmada önemli olan α-ketoglutarat’ın da farklı konsantrasyonlarda

Pta aktivitesine etkisi incelendi. CoA ve Ac-Pi konsantrasyonları Km civarında

tutularak reaksiyon takip edildi. Ayrıca α-ketoglutarat inhibisyonunun sigmoidal olduğu

görüldü (Şekil 4.22). Şekil 4.22’de görüldüğü gibi 15 mM α-ketoglutarat varlığında

G. kaustophilus Pta’nın katalizlediği reaksiyonu % 100 inhibe ettiği izlendi.
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Şekil  4.22: α-Ketoglutarat’ın Pta aktivitesine etkisi. İleri reaksiyon için CoA ve
Ac-Pi konsantrasyonları sırasıyla 200 μM ve 500 μM’da, geri reaksiyon için Ac-CoA

ve Pi konsantrasyonları sırasıyla 200 μM ve 4 mM’da sabit tutulup α-ketoglutarat
konsantrasyonu 2-25 mM olarak değiştirilerek reaksiyon takip edildi. İleri reaksiyon

için %100 enzim aktivitesi ortalama 100 unit/mg protein olarak ölçüldü. Geri
reaksiyon için %100 enzim aktivitesi ortalama 50 unit/mg protein olarak ölçüldü.

İlaveten önemli metabolitlerden olan ATP’nin de farklı konsantrasyonlarda

G. kaustophilus Pta’nın aktivitesine etkisi incelendi. ATP’nin inhibisyon etkisinin

hiperbolik özellik gösterdiği ve 2 mM ATP’nin Pta aktivitesini yaklaşık % 60 inhibe

ettiği görüldü (Şekil 4.23). Yıldız ve arkadaşları S. Saprophyticus Pta için ATP’nin

Ac-Pi için yarışmasız inhibitör, CoA için ise yarışmalı inhibitör olduğu belirlendi

[Yıldız, 2011].
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Şekil 4.23: ATP’nin Pta aktivitesine etkisi. İleri reaksiyon için CoA ve Ac-Pi
konsantrasyonları sırasıyla 200 μM ve 500 μM’da, geri reaksiyon için Ac-CoA ve Pi
konsantrasyonları sırasıyla 200 μM ve 4 mM’da sabit tutulup ATP konsantrasyonu

0.5-3 mM olarak değiştirilerek reaksiyon takip edildi. İleri reaksiyon için %100
enzim aktivitesi ortalama 100 unit/mg protein olarak ölçüldü. Geri reaksiyon için

%100 enzim aktivitesi ortalama 50 unit/mg protein olarak ölçüldü.

4.5.7. Tamponların ATP ve α-Ketoglutarat İnhibisyonuna Etkisi

Pta’nın inhibitörü olan α-ketoglutarat’ın ve ATP’nin Tris, HEPES ve MOPS

tamponlarında aktiviteye etkileri incelendi. İnhibitörlerin enzimler üzerine etkileri

çalışmalarında doğru inhibisyon etkisini görmek için substrat konsantrasyonu Km

civarında tutulmaktadır. Bu çalışmada da CoA ve Ac-Pi konsantrasyonları daha önce

belirlediğimiz Km değerleri civarında sabit tutulup, farklı konsantrasyonlardaki

α-ketoglutaratlı ortamlarda Pta’nın katalizlediği ileri reaksiyona tampon etkisi

çalışıldı.

Tris, HEPES ve MOPS tampon çözeltileri pH 7.5’te sabit tutulup, 10mM

α-ketoglutaratlı ortamda Pta’nın katalizlediği ileri reaksiyonu sırası ile yaklaşık %90,

%30 ve %30 oranında inhibe ederken, 15 mM α-ketoglutaratlı ortamda her üç

tamponda da yaklaşık %100 inhibe ettiği görüldü (Şekil 4.24). α-Ketoglutarat, iki

karboksillik gruba sahip olup negatif yüklü bir moleküldür. Buna göre; Pta’ya

inhibisyon etkisi elektrostatik etkileşime dayandığı tahmin edilmektedir. HEPES ve

MOPS sülfat grubu içermektedir. Böylece bu tamponlar α-ketoglutaratın etki ettiği
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Pta sarmalındaki pozitif yüklü rezidülere etki ederek inhibisyon etkisini

azaltmaktadır.
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Şekil 4.24: α-Ketoglutarat’ın Pta aktivitesine HEPES, MOPS ve Tris tampon
çözeltilerinde 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) tamponlarında, CoA ve Ac-Pi konsantrasyonları

sırasıyla 200 μM ve 500 μM’da sabit tutulup α-ketoglutarat konsantrasyonu
0-15 mM olarak değiştirilerek reaksiyon takip edildi. İleri reaksiyon için %100

enzim aktivitesi ortalama 110 unit/mg protein olarak ölçüldü.

Ayrıca, Tris tamponunda pH’ın α-ketoglutarat inhibisyonuna etkisini

görebilmek için iki farklı pH değerinde (pH 7.5 ve pH 8.0) ölçümler yapıldı. 10 mM

α-ketoglutarat ölçümlerinde pH 7.5’ta Pta %90 civarında inhibe olurken pH 8.0’de

%30 civarında inhibe olduğu görüldü. Bu inhibisyon oranı 15 mM α-ketoglutarat

konsantrasyonunda ise pH 7.5 ortamında %100 ve pH 8.0 ortamında %50 olarak

tespit edilmiştir (Şekil 4.25). Bu çalışma ileriki zamanlarda mutasyon çalışmaları ile

aydınlatılması gereken noktalardan bir tanesini oluşturmaktadır.
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Şekil  4.25: α-Ketoglutarat’ın Pta aktivitesine farklı 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) tamponlarında, CoA ve Ac-Pi konsantrasyonları
sırasıyla 200 μM ve 500 μM’da sabit tutulup α-ketoglutarat konsantrasyonu

0-15 mM olarak değiştirilerek reaksiyon takip edildi. İleri reaksiyon için %100
enzim aktivitesi ortalama 110 unit/mg protein olarak ölçüldü.

ATP’nin farklı konsantrasyonlarının Pta aktivitesine etkisi HEPES, MOPS ve

Tris tamponları kullanılarak incelendi. ATP’nin her üç tampon ortamında da Pta’nın

katalizlediği ileri reaksiyonu yaklaşık % 50 oranında inhibe ettiği ve farklı tampon

ortamlarından önemli ölçüde etkilenmediği görüldü (Şekil 4.26).
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Şekil  4.26: ATP’nin Pta aktivitesine HEPES, MOPS ve Tris ortamında 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) tamponlarında, CoA ve Ac-Pi konsantrasyonları sırasıyla 200 μM ve

500 μM’da sabit tutulup ATP konsantrasyonu 0-2 mM arasında değiştirilerek
reaksiyon takip edildi. İleri reaksiyon için %100 enzim aktivitesi ortalama

110 unit/mg protein olarak ölçüldü.

Ayrıca 2 mM ATP konsantrasyonunda pH 7.5 Tris tamponlu ortamda yapılan

takiplerde Pta’nın %50 civarında inhibe olurken, pH 8.0 Tris tamponlu ortamda %30

oranında inhibe olduğu izlenmiştir (Şekil 4.27). Bu çalışma ileriki zamanlarda

mutasyon çalışmaları ile pH etkisinin aydınlatılması gereken noktalardan bir tanesini

oluşturmaktadır.
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Şekil  4.27:  ATP’nin  Pta aktivitesine farklı 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) tamponlarında, CoA ve Ac-Pi konsantrasyonları sırasıyla
200 μM ve 500 μM’da sabit tutulup ATP konsantrasyonu 0-2 mM olarak

değiştirilerek reaksiyon takip edildi. İleri reaksiyon için %100 enzim aktivitesi
ortalama 110 unit/mg protein olarak ölçüldü.
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5. GENEL DEĞERLENDİRME

Bu çalışmada, G. kaustophilus bakterisi genomunda olduğu bilinen eutD geni

klonlanmış, E.coli’de rekombinant olarak üretilip saflaştırıldıktan sonra karakterize

edilmiştir. Bu sonuçlar, KEGG veri bankasında verilen G. kaustophilus genom

haritasında verilen eutD gen dizisi ile karşılaştırıldığında; Leu61 rezidüsünün yerini

Histidin, Gly125 rezidüsünün yerini Triptofan, Glu247 rezidüsünün yerini Glisin

rezidüsünün aldığı görülmüştür (Şekil 4.7). Üç boyutlu yapıda Leu61, az korunmuş α-

heliks-3 ile β-plaka3 arasındaki loop bölgesinde; Gly125, yüksek korunmuş β-plaka5

ile α-heliks7 arasındaki loop bölgesinde; Glu247, korunmamış α-heliks-10 ile

α-heliks11 arasındaki loop bölgesinde yer almaktadır. Leu61, Gly125 ve Glu247

rezidülerinin fonksiyonları henüz bilinmemektedir. Ancak, bu rezidülerin loop

bölgelerinde bulunmaları sebebi ile yukarıdaki mutantların fonksiyonda ve

regülasyonda değişikliklere neden olma ihtimali vardır. Bu rezidülerin mutasyon

çalışmalarıyla enzimin yapı ve fonksiyonuna etkilerinin incelenmesi bu konuya ışık

tutacaktır.

Klonladığımız Pta’nın amino asit dizisiyle, kristal yapıları aydınlatılmış üç

bakterinin (M. thermopila, B. subtilis, S. pyogenese) Pta amino asit dizileri,

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignment programıyla karşılaştırıldı; buna göre

G. kaustophilus Pta dizisi, B. subtilis Pta ile %73, M. thermophila Pta ile %44, S.

pyogenes Pta ile %59 oranında dizi benzerliği göstermiştir. Bu sonuçlara göre yapı

ve fonksiyon için en yakın benzerliğe sahip olan B. subtilis Pta’dır (Şekil 4.8).

Kristal yapıları bilinen Pta’ların sekonder ve üç boyutlu yapılarının aynı olduğu

bildirilmiştir [Xu et al. 2005]. Buna göre; elde edilen G. kaustophilus Pta’nın ikincil

ve üçüncül yapılarının da aynı olduğu düşünülmektedir.

Karakterizasyon çalışmaları sonunda Pta enziminin bulunan kinetik parametre

değerleri (Tablo 4.1) ile literatürde şimdiye kadar analizi yapılmış bilinen Pta’ların

değerleri [BRENDA database] karşılaştırıldığında, verilen değerler arasında kaldığı

saptanmıştır. Geobacillus sınıfına ait türler geniş pH aralığında (pH 2-12)

yaşamlarını devam ettirirler [Takami et al., 2004], bu bakterilerden elde edilen Pta

enzimi için de optimum pH değeri 7.5 olarak bulundu; pH 8.5 ve sonrasında aktivite

büyük miktarda azalmakta olduğu gözlendi (Şekil 4.16). Dizi benzeri olan B. subtilis

Pta için ise de optimum pH değeri 7.5 verilmiştir [BRENDA database]. Bu durumun
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aydınlatılması için yapı-fonksiyon çalışmalarında hücre içi iyon etkilerinin ayrıntılı

çalışılması gerekmektedir.

Yüksek sıcaklıklarda enzimler denatürasyona uğrar ve aktivitesini yitirir. Bu

nedenle, her enzim için optimum sıcaklığın belirlenmesi önem arz etmektedir.

G. kaustophilus Pta için optimum sıcaklık 30-35 ˚C olarak bulundu (Şekil 4.17).

Enzimin aktivitesi 60 ˚C’den sonra büyük oranda azalmaktadır. Aktivite

deneylerinde, Tris-HCl kullanıldığı için sıcaklıkla pH değerinin düşeceği ve bundan

dolayı aktivitenin de düşeceği beklenmektedir. Tris-HCl tamponunun sıcaklığa göre

değişimi yapılan hesaplamalar neticesinde -0.028 pH unit/˚C olarak bulunmuştur. Bu

koşullar göz önüne alınarak 30-35 ˚C sıcaklıkta pH değerlerimiz 7.5 civarında iken

sıcaklık artışlarıyla birlikte bu pH değeri 6.5 kadar düşmektedir. Dizi benzeri B.

subtilis Pta için sıcaklık çalışılmamıştır, fakat termofilik bakteri M. thermopila için

optimum sıcaklık 45 ˚C olarak bildirilmiştir [BRENDA database]. Ayrıca S.

saprophyticus Pta için optimum sıcaklık 30-35 ˚C olarak belirtilmiştir [Aksoy, 2010].

Geniş sıcaklık aralığında (5-78 oC) yaşayabilen [Takami et al., 2004], termofilik G.

kaustophilus bakterisinden elde edilen Pta enziminin de termofilik özellikte olması

beklenmesine karşın sonuçlar bunu desteklememektedir. Optimum büyüme sıcaklığı

60 oC olan G. kaustophilus bakterisi içinde yer alan Pta’nın termal stabilitesini hücre

içerisindeki diğer etmenler tarafından sağlanması söz konusu olduğu tahmin

edilmektedir.

Literatürde şimdiye kadar biyokimyasal olarak karakterize edilmiş Pta’lar için

çeşitli tuzların aktive veya inhibisyon edici rolü olduğu bilindiğinden dolayı, aktivite

üzerine tuzların etkileri araştırıldı. Bu amaçla KCl, NH4Cl, (NH4)2S04, NaCl, KxPO4

tuzları kullanıldı (Şekil 4.18). (NH4)2SO4 tuzu, düşük konsantrasyonlarda aktiviteyi

arttırırken yüksek konsantrasyonlarda enzim inhibisyonuna neden olduğu

görülmüştür. Yüksek konsantrasyonda “salting out” meydana geldiği için aktivite

düşmektedir. KCl ve NH4Cl tuzlarının konsantrasyonu arttıkça enzim

aktivasyonunun arttığı ve NH4Cl tuzu düşük konsantrasyonlarda daha etkili olduğu

gözlendi. Ayrıca, KxPO4 tuzu, düşük konsantrasyonlarda aktiviteyi arttırırken yüksek

konsantrasyonlarda enzim inhibisyonuna neden olmaktadır (Şekil 4.18). Fosfat aynı

zamananda ürün olduğu için, yüksek konsantrasyonda ürün inhibisyonu

gerçekleşmektedir [Yıldız vd., 2012]. Literatürde iyon etkisi olarak bir de NaCl

çalışılmıştır ve Pta aktivitelerinin inhibisyonuna neden olduğu rapor edilmiştir

[Lundie and Ferry, 1989]. Diğer bakteri genomlarından elde edilen Pta aktiviteleri
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yaklaşık %100 oranında inhibe olurken G. kaustophilus bakteri genomundan elde

edilelen Pta aktivitesi %40 oranında inhibe olmaktadır. Bunun sebebi, okyanus

derinliklerinde ekstrem şartlarda yaşayan G. kaustophilus bakterisinin çevresel

faktörlere karşı direnç göstermesinin bir sonucu olarak düşünülmektedir. KCl

varlığında inhibisyon etkisi daha azdır. Bu da, Na+ iyonlarının K+ iyonlarının

bağlandığı bölgeye bağlanarak inhibe ettiğini göstermektedir.

PtaI sınıfından olan B. subtilis Pta, adenin nükleotidleri, ATP, AMP ve ADP

tarafından inhibe edilirken pirüvat ve NADH tarafından inhibe edilmediği

görülmüştür [Thomas and Hoch, 1973]. G. kaustophilus Pta aktivitesine

metabolizmada önemli rol oynayan pirüvat, NADH, ATP ve α-ketoglutarat gibi

metabolitlerin etkisi de incelendiğinde, NADH ve pirüvatın Pta aktivitesine kayda

değer bir etkisi bulunmadığı, α-ketoglutarat ve ATP’nin ise inhibe ettiği görüldü.

Yıldız ve arkadaşları, üropatojen olan S. saprophyticus bakteri genomundan

klonlayıp rekombinant olarak elde ettikleri PtaI için α-ketoglutaratın allosterik bir

inhibitör olduğunu rapor etmişlerdir [Yıldız vd., 2012]. Bu çalışmada da Pta’nın

inhibitörü olan α-ketoglutarat’ın ve ATP’nin farklı tamponlarda ve pH’larda

aktiviteye etkileri incelendiğinde ATP’nin her üç tampon ortamında da Pta’nın

katalizlediği reaksiyonu benzer oranda inhibe ettiği rapor edildi. α -Ketoglutarat’ın

ise HEPES (pH 7.5) ve MOPS (pH 7.5) tampon çözeltilerinde Pta’nın katalizlediği

reaksiyonu %30 oranında inhibe ettiği görülürken, Tris (pH 7.5) tamponunda yapılan

takiplerde %90 civarında inhibe olduğu bulunmuştur. α-Ketoglutarat’ın ve ATP’nin

pH 7.5 ve pH 8.0 deki etkisinde ise ATP pH değişimininden fazla etkilenmezken,

α-ketoglutarat, pH 7.5 ve pH 8.0 Tris tamponlarında %50 oranında inhibisyon farkı

oluşturduğu izlendi. 2 karboksilik grubu içeren ve negatif yüklü olan α-ketoglutaratın

Pta ile elektrostatik etkileşim yaparak, bağlandığı bölgedeki rezidülerin pozitif yüklü

olduğunu (His ve/veya Lys rezidüleri) ve artan pH ile nötr hale geçtikleri için

bağlanmasının zayıfladığını göstermektedir. Mutasyon çalışmaları yapılarak yapı

fonksiyon bakımından bu durumun aydınlatılması bu çalışmanın devamı niteliğinde

öngörülüp, kimyasal mekanizmasının aydınlatılması açısından önem taşımaktadır.

Literatürde G. kaustophilus Pta üzerine yapılmış bir çalışma henüz yoktur. Üç

boyutlu yapıları belirlenen Pta’lar diğer PtaI’ler için bir model teşkil etmekte ve

yönlendirilmiş mutasyon çalışmalarında rezidülerin yerlerini tahmin etmekte

kullanılmaktadır [Becker et al. 2009]; [Khyami-Horani et al., 1996]. Patojenik

bakterilerin yaşamsal faaliyetlerinde önemli yer tutan Pta, bu bakterilere karşı ilaç
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geliştirmede hedef olarak seçilmektedir [Morya et al., 2012]. Ayrıca, asetil-

CoA/CoA rejenerasyon deneylerinde de ticari olarak sıklıkla kullanılmaktadır. Bu

çalışmadaki sonuçların literatürdeki boşluğun dolduracak ve ileriki çalışmalara ışık

tutacaktır.
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EKLER

Ek A: Açıklamalar

 Besiyeri ve Hazırlanması

LB (Luria-Bertani) broth besiyeri: Pepton (10 g/L), maya ekstrakt (5 g/L),

NaCI (5 g/L) distile su içerisinde çözülerek pH 7’ ye ayarlanır ve 1’ye tamamlanır.

Otoklavda 121°C’ta 15 dakika sterilize edilir.

 SDS-PAGE‘de Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanması

% 10’luk APS Çözeltisi: Amonyum persülfat (0.1 g) tartılarak 1 mL saf suda

çözülür. Çözelti taze hazırlanmalıdır.

% 10’luk SDS Çözeltisi: Sodyum dodesil sülfat (5 g) tartılarak bir miktar saf

suda çözülür ve hacim 50 mL’ye tamamlanır.

% 30’luk Akrilamid Çözeltisi: Akrilamid (30 g ) ve bis-akrilamid (0.8 g)

tartılarak ve hacim 100 mL’ye tamamlanır.

1.5 M Tris Tampon (pH 8): Tris (36.34 g) tartılarak bir miktar saf suda çözülür

ve pH 8’e ayarlanır. Destile suyla hacim 200 mL’ye tamamlanır.

1 M Tris Tampon (pH 6.8): Tris (1.11 g) tartılarak bir miktar saf suda çözülür

ve pHsı 6.8’e ayarlanır. Destile suyla hacim 100 mL’ye tamamlanır.

SDS Yürütme Tamponu: Tris (3.03 g), glisin (14.04 g) ve SDS (1 g) tartılarak

bir miktar saf suda çözülür, hacim saf su ile 1 L’ye tamamlanır.

6X Örnek Yükleme 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) karıştırılarak hazırlanır. Hazırlanan çözeltiden 375 μL tüplere aktarılır.

Kullanılacağı zaman mikrotüpe, 125 μL β-merkaptoetanol ilave edilir.

 Jel Boyama Çözeltisi

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

ile 500’ mLye tamamlanır.
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 Lizozim Çözeltisi

10 mg lizozim 1mL 50mM Tris-HCl (pH 8) tamponunda hazırlanır.

 100 mM IPTG Çözeltisi:

0.12 g IPTG steril su ile 5 mL’ye tamamlanır. -20 °C’de saklanır.

 Ni kolonu Rejenerasyonu Kimyasalları ve İşlem Sırası

 10xRezin hacmi (RH) dI su

 10 x RH Stripping the Ni2+ buffer

 10 x RH dI su

 10 x RH 1,5M NaCl çözeltisi

 10 x RH dI su

 10 x RH 1M NaOH çözeltisi

 10 x RH dI su

 10 x RH %30 luk isopropanol

 10 x RH dI su

 5 x RH 0.2M NiSO4 çözeltisi

 5 x RH dI su

 10 x RH Buffer A çözeltisi

 Top 10/ BL21(DE3) Kompetant Hücre Hazırlama

Kompetant hücre hazırlamak için, öncelikle E.coli Top 10/BL21(DE3)

bakterisinin -80 stoğundan 5μl 1 gece önce 5 ml hacimli LB sıvı besiyerine ekilerek

37 ºC’ye ayarlanmış inkübatörde üremeye bırakıldı. Ertesi gün, üremiş olan

kültürden 50 ml hacimli LB sıvı besiyerinde %1 olacak şekilde inoküle edildi ve

37 ºC’de OD600nm yaklaşık 0.4 oluncaya kadar (2.5-3.0 saat) üretildi. Bakteri kültürü

4500 rpm’de 10 dk santrifüjlenerek pelet haline getirildi. Sıvı kısım uzaklaştırılarak

bakteri peleti 2 ml soğuk 0.1 M CaCl2 ile çözülmüş ve buz üzerinde 30 dk inkübe

edilmiştir. Bakteri kültürü 4500 rpm’de 10 dk santrifüjlenerek pelet haline

getirilmiştir. Süpernatant dökülerek bakteri peleti 1000 μl soğuk 0.1 M CaCl2 ile

tekrar çözüldü. Bakteri kültürü sterilmikrosantrifüj tüplerine 50’er μl olacak şekilde

paylaştırılarak kullanıma hazır hale getirildi.
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 Kullanılan Tampon Çözeltiler

 Tampon A, 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM KCl içermektedir.

 Tampon B, 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 içermektedir.

 Tampon C, 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM KCl, 2 mM DTT içermektedir.

 Tampon D, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM KCl içermektedir.
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 Klonladığımız G. kaustophilus EutD Geninin Dizi Kromotogramları

Şekil A1.1: T7 Promoter ile yapılan klonladığımız G. kaustophilus eutD geninin dizi
kromotogramları.
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Şekil A1.1 : Devam.
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Şekil A1.1 : Devam.
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Şekil A1.2: T7 Terminater ile yapılan klonladığımız G. kaustophilus eutD geninin
dizi kromotogramları.
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Şekil A1.2: Devam.


