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OZET

TEZ KONU BASLIGI: Staphylococcus saprophyticus

BAKTERISINDEN FOSFOTRANSASETILAZ’1n
KLONLANMASI, EKSPRESYONU ve
KARAKTERIZASYONU

YAZAR ADI: ILKNUR AKSOY

Fosfotransasetilaz (Pta), asetil-fosfattan asetil grubunun taginimim geri
dontigiimlii olarak katalizler ve bunun sonucunda asetil-CoA ile inorganik fosfat
olusur. Asetat/asetil-CoA hemoastaz1 tiim hiicrelerdeki anabolik proses igin
onemlidir ve bundan dolay1 Pta, biyosentez ve enerji liretimi arasinda dengeyi

korumada merkezi bir role sahiptir.

Bu calismada, Staphylococcus saprophyticus SSP2124 bakterisinin genomunda
bulunan ve dizisi bilinen Pta’lara biiyiik benzerlik gosterdiginden fosfotransasetilaz
geni oldugu tahmin edilen ~1000 bp’lik gen, uygun primerler kullanarak PCR
yontemi ile cogaltilip, pET28a(+) klonlama vektoriindeki Ndel ve BamHI klonlama
bolgelerine aktarildi. Aktarilan gen ilk once Ndel ve BamHI restriksiyon enzim
kesimleri ve PCR ile dogrulandi. Daha sonra, DNA dizisi dizi analizine gonderilerek
belirlendi. Tahmini pta genini iceren pET28a(+) vektorii (SspPTA-pET28a) E. coli
BL21 (DE3) hiicrelerine aktarilip, IPTG ile indiiklenerek rekombinant proteinin fazla
miktarda sentezlenmesi saglandi ve Ni-NTA afinite kolonu kullanilarak saflastirildi.
SDS-PAGE analizi ile %70-80 saf oldugu goézlendi. Saflastirilan His-Tag iceren
proteinin molekiiler agirligi, MALDI-TOF kiitle spektrometresi ile 37423.02 £200
Da oldugu belirlendi. Rekombinant enzim yiiksek Pta aktivitesi (300-600

pmol/min.mg protein) gosterdi.

Ayrica, saflastirilan fosfotransasetilaz enzimin karakterizasyonu yapilarak
kinetik parametreleri belirlendi. Asetil-fosfat ve CoA’a kars1 K;,, degerleri sirasiyla

0.159 mM ve 74 uM olarak hesaplandi. Optimum pH degeri 7.5 ve optimum sicaklik



30-35°C olarak bulundu. Ayrica, K" ve NHy4" iyonlarinin aktiviteyi biiyiik oranda
arttirdig tespit edildi.
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SUMMARY

TITLE of THESIS: CLONING, EXPRESSION, and
CHARACTERIZATION of
PHOSPHOTRANSACETYLASE from Staphvlococcus

saprophyticus

AUTHOR NAME: ILKNUR AKSOY

Phosphotransacetylase (Pta) catalyzes reversible transfer of acetyl group from
acetyphosphate to CoASH, forming Acetyl-CoA and inorganic phosphate. The
acetate/acetyl-CoA homeostasis is important for anabolic processes in all cells and
therefore Pta has a central key role in the balance between biosynthesis and the

energy production.

In this study, a putative pfa gene in the genome of Staphylococcus
sapropphyticus SSP2124 was amplified using PCR with appropriate primers. The
PCR product was cloned into the Ndel and BamHI cloning sites of pET28a(+)
expression vector. Its DNA sequence was confirmed by DNA sequencing. The
pET28a(+) vector containing the pta gene was transformed into E.coli BL21 (DE3)
competent cells. The overexpression of the recombinant protein was achieved by
IPTG induction and it was purified by using Ni-NTA affinity column. Its purity was
determined to be about 70-80% based on SDS-PAGE analysis. The molecular weight
of the recombinant Pta including His-Tag was determined as 37423.02 +200 Da by
MALDI-TOF mass spectrometer. The recombinant enzyme showed a high PTA
activity (300-600 pmol/min.mg protein).

Furthermore, the kinetic parameters of the recombinant Pta was determined
using a spectrophotometric assay at 233 nm. The K, values for acetyl-phosphate and
CoA were 0,159 mM and 74 uM, respectively. The optimum pH and temperature
were 7,5 and 30-35 °C, respectively. In addition, K* and NH," ions greatly enhanced

the activity of recombinant Pta.
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1. GIRIS

Asetat metabolizmasinin temel ara iiriinii olan asetil-CoA’nin hem tiiketimi
hem de iiretimi, dkaryot ve prokaryotlarda fizyolojik 6neme sahiptir. Asetat biitiin
fakiiltatif ve zorunlu anaerob mikroplarin enerji liretim metabolizmasinda son

iriindiir [Latimer ve Ferry, 1993].

Fosfotransasetilaz (Pta) [EC 2.3.1.8], CoA ve ortofosfat arasinda agil grubunun

geri doniisiimlii olarak transferini katalizler.
CH3COSCoA + HPO,? <> CH3COOPO;” + CoASH

Asetil-CoA (Ac-CoA) biitiin anabolik proseslere direk olarak katilan merkezi
bir metabolik ara iiriindiir. Asetil-fosfat ve ADP asetat kinaz (Ack) [EC 2.7.2.1.]
tarafindan asetat ve ATP’e ¢evrilebilir [Xu et al., 2005].

CH;COOPO;52 + ADP <> CH;COO + ATP

Staphylococcus  saprophyticus bakteri domaininin diisik GC icerikli
Grampozitif grubuna aittir. Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve
Staphylococcus saprophyticus tanmimlanan (¢ biiyik insan patojenidir. S.
saprophyticus kuagulaz negatif Staphylococcus’dur ve siklikla komplike olmayan

tiriner sistem enfeksiyonlarina neden olur [Kuroda et al., 2005].

Staphylococcus saprophyticus tim genom dizisi 2005 yilinda Kuroda M. ve
arkadaslan tarafindan tamamlanmistir. Bu gram pozitif bakteri 2.516.575 baz cifti

uzunlugunda, 2.446 a¢ik okuma bolgesi igeren halkasal kromozoma sahiptir.

Fosfoasetiltransferaz enzimi bakteri ve arkea domainine ait bircok
mikroorganizmadan izole edilip, biyokimyasal ozellikleri karakterize edilmistir.
Aerobik ve anaerobik bakterilerin metabolizmalarinda ve anaerobik karbon
dongiisiinde bu enzimin O©nemi bilinmesine ragmen genetik alanda fazla

calisiimamistir [Latimer ve Ferry, 1993].



Staphylococcus saprophyticus genomik DNA dizisinde bulunan, tahmini
(putative) pta dizisi 987 baz cifti uzunlugundadir. pta geni 328 amino asitten olusan

35.186,9 Da biiyiikliigiinde proteini kodlar [Kuroda et al., 2005].

Bu caligmada, ilk defa Staphylococcus saprophyticus genomundaki tahmini
pta geni pET28a(+) vektoriine klonlanip, E. coli BL21 (DE3) bakteri hiicresine
aktarildi. Yine bu hiicrede eksprese edilerek, afinite kromatografi metodu ile
rekombinant protein saflagtirildi. Elde edilen rekombinant proteinin yiiksek Pta
aktivitesine sahip oldugu bulundu. Spektrofotometrik yontem kullanarak kinetik
parametreleri, optimum sicaklik ve pH degerleri belirlendi. Amino asit dizisi

karsilastirma sonucunda, en cok B. subtilis Pta’sina benzerlik gosterdigi bulundu.



2. KONU iLE iLGILi CALISMALAR

2.1. Asetat Metabolizmasi

Asetat salteri bilesenleri ve ara iiriinleri, 1940’larda kesfedilmis ve 1950’lerde
karakterize edilmeye baslanmistir. Simdilerde asetil-CoA olarak, aktive edilmis
asetatin, merkez metabolizmanin kavsaginda yer alan yiiksek enerjili ara iiriin oldugu
bilinmektedir (Sekil 2.1) [Barnard et al., 2004; Bentley, 2004; Kennedy, 2001;
Semenza, 2001 ].

amino yag
asitler asitleri

N\

trikarboksilik asit déngilisi

T, ase-CoA . . I
/ glikozilat yolu

asetaldehit

glikoliz

glukoneogenez

L

asetat

Sekil 2.1. Asetil-CoA merkez metabolizmanin ¢apraz yolunda yer alir
[Wolfe, 2005].

1950’lerden sonraki 30 yil boyunca, arastirmacilar fermentasyon ile ilgili
arastirmalarim1  canhi tutmuslardir. 1990’larin baslarinda asetat salteri yeniden ilgi
gormeye baglamistir. Bu yenilenen ilgi, oncelikle asetil-fosfat iizerine olmustur.
Asetil-fosfat, asetat birikim yolunun yiiksek enerjili ara iiriiniidiir ve global sinyal
fonksiyonuna sahiptir [McCleary et al. 1993; Wanner, 1993]. Bugiin daha ileri
kanmitlar gosteriyor ki; asetil-fosfat nitrojen Oziimsemesi, ozmoregulasyon, kamgi
biogenezi, pilus toplanmasi, kapsiil biyosentezi, biofilm gelistirme ve patojenezinde
oldugu kadar cesitli diizenleyici hiicresel islevlerde de 6nemli role sahiptir [Bang et

al., 2000; Bang et al., 2002; Heyde et al., 2000; Liu ve Ferenci, 2001; Liu ve Ferenci,



1998; Matsubara ve Mizuno, 1999; Ninfa et al., 2000; Pericone et al., 2003; Prohinar
et al., 2002; Priif3, 1998; Priif3 et al., 1996; Wolfe et al., 2003].

Birka¢ donemdir arastirmacilarin ilgisi asetat Oziimseme enzimi AMP’yi
olusturan asetil-CoA sentetaz (AMP-ACS) iizerine kaymistir. Bunun nedenlerinden
ilki, kirletici madde degredasyonunda oldugu kadar antikanser ilaglar, bazi
antibiyotik ve yag asitlerini de kapsayan enzimler icin bir prototip olmasidir [Starai
et al., 2003]. Ikincisi; AMP-ACS aktivitesinin, okaryotlar tarafindan kromatin yapisi,
susturma, mitokondriyel sinyal ve yaslanmay1 kontrol etmede kullanim icin bir
acilasyon-deacilasyon homolog sistemi tarafindan diizenlenmesidir [Butow ve
Avadhani, 2004; Starai ve Escalante-Semerena, 2004]. Ugiinciisii, E. coli’de AMP-
ACS ekspresyonunu saglayan kompleks acs promotor transkripsiyonunu tam
anlamiyla olusturan dinamik niikleoprotein kompleksinin nasil olmasi gerektigine

dair bir model olmasidir.

2.1.1. Hiicreler Nicin Asetat Salgilar

Asetojenez, hiicrenin c¢evreye asetat salgilamasi, piruvati asetil-CoA’ya
dontistirmek icin gerekli olan CoA’nin geri doniisiimii ve glikoliz tarafindan
tilkketilen NAD+‘mn yeniden diretilmesi gerektigi icin gerceklesir. Trikarboksilik asit
dongiisii; asetil-CoA’nin karbondioksit’e oksitlenmesini tamamlar. Asetojenez; (1)
biitiin TCA dongiisii tamamlanmadigi zaman, (2) hiicredeki karbon akisi, hiicrenin
veya diger merkez metabolik yolaklarin kapasitesini astigi zaman olusur [Chang et
al., 1999; el-Mansi ve Holms, 1989; Farmer ve Liao, 1997; Holms, 1996; Holms,
1986; Kessler ve Knappe, 1996; Lee, 1996; Majewski ve Domach, 1990; Rossman
et al., 1991; Varma ve Paulson, 1994; Xu et al., 1999]. Boylece, asetat salgilamasi,
karisik - asit fermentasyonu boyunca anaerobik sekilde olusur [Bock ve Sawers,
1996]. Bunun yanisira asetojenez, hiicre; solunumunu inhibe eden, asir1 glukoz
varhiginda olusur [Holms, 1996; Holms, 1986], bu davramisa Crabtree etkisi
denmektedir[Crabtree, 1929; Doelle et al., 1982; Luli ve Strohl, 1990; Rinas et al.,
1989]. Crabtree etkisinin bir sonucu olarak, glukozun %15 kadari, asetat olarak
salgilanmaktadir [Holms, 1986]. Asetojenez, “yiiksek akig” metabolizmanin bir
sonucu olarak diisiiniilse de, son zamanlarda yayinlanan caligmalarda, asetat

saliniminin; TCA dongiisii enzimi 2-ketoglutarat dehidrogenaz (KGDH) tarafindan,



daha yiiksek hiicre yogunluguna daha hizli ulasmaya izin verdigi icinoldugu rapor

edilmektedir [El-Mansi, 2004].

2.1.2. Asetat Aktivasyon Yolaklari

Aerobik kosullar altinda asetat birikimi, biiylik cogunlukla bakteriyel susa bagli
olmaktadir [van de Walle ve Shiloach, 1998; Noronha et al., 2000]. Diisiik oksijen
konsantrasyonunda ve/veya yiiksek gelisim hizinda olusmaktadir [Ko et al, 1995].
Glikoliz boyunca hizli metabolik akis tarafindan TCA dongiisiiniin asir1 mesgul
edilmesi, asetat birikiminin ilk nedeni oldugu diisiiniilmektedir [Majewski ve
Domach, 1990]. Elektron tasima sistemi [El-Mansi ve Holms, 1989] ve TCA
dongiisiiniin [Holms, 1986] yiiksek asetat birikimini etkileyen hiz sinirlayici basamak

olduguna inanilmaktadir.

Asetat tiretimine iki yolak katkida bulunmaktadir:

1) Siirekli oldugu varsayilan, fosfotransasetilaz (Pta) ve asetat kinaz (ackA) ile

asetil-CoA’nin doniisiimii [El-Mansi ve Holms, 1989; Kleman ve Strohl, 1994].

2) Piruvat oksidaz B (poxB) ile piruvatin direk olarak asetata doniistimii

[Abdel-Hamid et al., 2001].

Asetat tiiketimi, asetil-CoA sentetaz tarafindan asetatin asetil-CoA’ya geri
doniisiimii, pta-ackA’nin geri aktivitesi ve glikozilat devresi yolagi (aceBak) ile

gerceklesmektedir.

Asetat konsantrasyonu glukoneogenez tarafindan da etkilenmektedir. Bu,
fosfoenolpiruvat karboksikinaz (pckA) tarafindan okzaloasetatin fosfoenolpiruvata
direk olarak doniisiimii ve fosfoenolpiruvat sentaz (ppsA) tarafindan piruvatin
fosfoenolpiruvata doniisiimii ile gerceklesmektedir. Her iki reaksiyon, piruvat ve
asetil-CoA konsantrasyonunun azalmasina sebep olarak [Krebs ve Bridger, 1980]
asetat birikiminde azalmaya neden olur. fruR gibi bir diizenleyici molekiil, asetat ve
glukoz metabolizmasiyla iligkili birgcok yolagi aym zamanda kontrol etmektedir

[Ramseier et al., 1993; Saier ve Ramseier, 1996; Cozzone, 1998].



Piruvatin asetil-CoA’a doniisiimiiniinii saglayan yolak gelisim kosullarina bagl
olmaktadir. Aerobik kosullarda, piruvatin doniisiimii, piruvat dehidrogenaz (acekE, F)
ile anaerobik kosullarda ise piruvat format liyaz (pfIB) ile kataliz edilmaktedir [Xu et
al., 1999]. Daha sonraki enzimler baskilanmakta ve oksijen tarafindan inhibe

edilmektedir [Bock ve Sawers, 1996; Kessler ve Knappe, 1996].

2.1.3. Asetat Yikimi: Pta-AckA Yolag

E. coli’de asetat yikimi Pta (asetil-CoA: Pi asetiltransferaz; EC 2.3.1.8)
[Matsuyama et al., 1994] ve AckA (ATP: asetat fosfotransferaz; EC 2.7.2.1) [Lee et
al., 1990] enzimleri tarafindan katalizlenmektedir. AckA, asetil-fosfat ve ADP’i,
asetat ve ATP’e geri doniisiimlii sekilde doniistiiriirken; Pta, asetil-CoA ve inorganik
fosfati, asetil-fosfat ve CoASH’a geri doniisiimlii sekilde doniistiirmektedir (Sekil
2.2) [Rose et al., 1954]. Bu nedenle; Pta-AckA yolagi, karbon ve fosforlar1 enerji
metabolizmasi ile biraraya getirmektedir [Wanner, 1992; Wanner, 1996]. Bu yolak
propionil-CoA ve propionat arasinda doniisiimii de saglayabilmektedir [Rose et al.,
1954]. A-ketobutirat metabolizmasi [Van Dyk et al., 1987], tek karbon ile yag
asitlerinin yikimi, propionat’in birikimi ve Salmonella’da enerji ve karbon kaynagi

olarak 1,2-propandiol iiretimini de saglamaktadir.
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Sekil 2.2. Asetat aktivasyon yolaklar1 [Wolfe, 2005].

2.1.3.1. Pta-AckA Yolaginin Ekspresyonu ve Aktivitesi

E. coli ve S. enterica’da ackA ve pta bitisik yerlesmektedir [Kwan et al.,
1988, Wanner et al., 1992, Yamamato-Otake et al., 1990] ve E. coli’de bu operon iki
transkripsiyonu saglamaktadir. Biri pfa ve ackA’1 kodlarken, digeri sadece pta’y1
kodlamaktadir [Kakuda et al., 1994]. Genetik kanitlar temel alinarak, her transkriptin
ayr1 promotordan sonuclandig goriilmektedir. Bu promotorlardan biri ack’nin yukari
bolgesinde, digeri pta’nin yukari bolgesinde konumlanmaktadir [Wanner et al.,
1992]. S. enterica’da zit olarak, tek bir transkript tek bir promotor tarafindan

yiiriitiilmektedir [Kwan et al., 1988].

E. coli’de gen iiriinleri AckA, Pta ve onlarin enzimatik aktiviteleri gibi, pta ve
ackA transkriptlerinin steady-state seviyeleri; oksijen basinci, ¢evresel faktorler,
asetat varligi, sicaklik, ortam zenginligi, aclik gibi g¢evresel faktorlere cevaben

degismektedir.



Oksijen basinci en biiyiik etken olmaktadir. Anaerobik sartlar altinda, AckA
ve Pta seviyeleri 8-10 kat artmaktadir [Nystrom, 1994] fakat aktiviteleri sadece 2-3
kat artmaktadir [Brown et al., 1977]. S. enterica’da, ackA transkripsiyonu anaerobik

cevreye cevapta artar, fakat bu artis sadece 2 kattir [Kwan et al., 1988].

Daha 6nce tanimladig1 gibi; ¢evresel pH ve asetat’in varligi olciilebilir etkiler
yapmaktadir. Aerobik gelisim boyunca, Pta’nin steady-state seviyeleri cevresel
asidite ile diismekte, alkalin artis1 ile artmaktadir [Stancik et al., 2002]. Zit olarak;
anaerobik gelisim boyunca, ¢evre asiditesi arttikga Ack’nin steady-state seviyeleri
artmaktadir [Johannes et al., 2004]. Yiiksek asetat konsantrasyonunda veya maruz
kaldiktan sonra gelisim boyunca; pfa ve ackA transkriptlerinin ve Pta protein
seviyeleri yaklasik 2-3 kat azalmaktadir [Kirkpatrick et al., 2001; Oh et al., 2000; Oh
et al., 2002; Tseng et al., 2001].

Sicaklik da belirli oranda etkiye sebep olmaktadir. Sicaklik arttikca, Pta
aktivitesi artmaktadir. Zit olarak, ackA transkripsiyonu azalmaktadir [Prif3 et al.,
1994]. Ortamin zenginligi de rol oynamaktadir: ackA transkriptlerinin ve AckA,
Pta’nin steady-state seviyeleri, glukoz destekli minimal besiyerine gore glukoz
destekli zengin besiyerinde 3-5 kat yiiksek olmaktadir [Nystrom, 1994, Tao et al.,
1999].

Benzer etki aclikta da olugmaktadir. AckA ve Pta seviyeleri 1.5 ve 3 kat
artmaktadir [Nystrom, 1994]. Karbon kaynaginin dogas1 AckA ve Pta aktivitelerini
etkilemektedir. Artan Pta aktivitesi muhtemelen, erisilebilen piruvattan enzimin
aktive edilmesinden kaynaklanmaktadir [Suzuki, 1969]. Zit olarak, karbon kaynagi
E. coli [Nystrom, 1994] ve S. enterica’da [Kwan et al., 1988] protein veya transkript

seviyelerinde her hangi bir etkiye neden olmamaktadir.

Son olarak; NADH, ADP ve ATP, Pta aktivitesini inhibe etmektedir [Suzuki,
1969]. Bu nedenle; sicak, alkali, anaerobik ve besince zengin c¢evre genellikle
yolagin aktivitesi ve/veya ekspresyonunu arttirirken, soguk, asidik, aerobik ve

asetatca zengin cevre ekspresyonu ve/veya aktiviteyi arttirmamaktadir.



2.1.4. TCA Dongiisiiniin Simirlandirilmasi

Karbon kaynaginin dogasi, miktar1 ve oksijene erisim TCA dongiisiinii
yonetmektedir (Sekil 3) [Amarasingham ve Davis, 1965; Gray et al., 1966; Spencer
ve Guest, 1987]. Oksijen yoklugunda ve katabolit baskilanmay1 (asir1 glukoz gibi)
arttiran kosullar altinda E. coli hiicreleri tim TCA dongiisiinii uyaramamaktadir
[Amarasingham ve Davis, 1965; Neidhardt et al., 1990; Peng ve Shimizu, 2003] ve
dallanmis versiyonda bir yolagi yonetmektedir. Bu yol, indirgeyici bir yol ile
succinil-CoA ve oksidatif yol ile 2- ketoglutarat olusturan bir dallanmis versiyondur
[Cronan et al., 1996; Guest ve Russell, 1992; Lynch ve Lin, 1996; Spencer ve Guest,
1987]. TCA dongiisiiniin bu dallanmis formu enerji iiretmez, biyosentetik olarak
islev gormekte ve Oncii metabolitleri iiretmektedir. Bu durumda, ATP, glikolizden
[Amarasingham ve Davis, 1965] Pta-AckA yolag1 aracili substrat fosforilasyonundan

gelmektedir [Brown et al., 1977; Rose et al., 1954; Thauer et al., 1977].

Bu dallanmis versiyon, oksijen yoklugunun bircok TCA dongii enzimlerinin
ekspresyonunu inhibe etmesi nedeniyle olusmaktadir. Bu enzimler 6zellikle siiksinat
dehidrogenaz (SDH), siiksinil-CoA sentetaz kompleksi (SCSC) ve KGDH’dir. Asiri
glukoz varliginda orta dereceli inhibisyon olusmaktadir [Gray et al., 1966; Gunsalus
ve Park, 1994; Hollywood ve Doelle, 1976; Iuchi ve Lin, 1988; Park et al., 1997;
Park et al., 1995; Park et al., 1994; Smith ve Neidhardt, 1983].

Oksijen yoklugunda, oksijen duyarli global diizenleyiciler ArcA ve FNR,
bircok TCA promotorunun baskilanmasini saglamaktadir. En ¢cok SDH, KDGH ve
SCSC’i kodlayan sdh-suc operonuna etki etmektedir [Cunningham et al., 1998;
Cunningham ve Guest, 1998; Gunsalus ve Park, 1994; Matsushika ve Mizuno, 1998;
Park et al., 1997; Park et al., 1995; Shen ve Gunsalus, 1997]. Glukoz baskilamasim
saglayan mekanizma ve Crabtree etkisi acik degildir. Glukoz EIICB (Glc)’nin
aktivitesi dolayl olarak sdh-suc’u baskilar fakat mekanizma agik degildir. Membrana
bagl EIICB (Glc), fosfoenolpiruvat:karbonhidrat fosfotransferaz sistemin (PEP:PTS)
bir pargasi olmakta ve glukozu fosforilleyerek transloke etmektedir. Bu islev EIICB
(Glc)'nin  defosforilasyonuna neden olmaktadir [Postma et al., 1996].
Defosforillenmis EIICB (Glc), Mlc’i baskilamaktadir. Mlc, EIICB (Glc)’i kodlayan

gen ptsG’i de iceren seker metabolize eden enzimlerin alinimini saglayan sistemin ve



bu enzimleri kodlayan genlerin global baskilayicisidir. Bu nedenle, EIICB (Glc)
tarafindan glukozun translokasyonu, Mlc bagimli baskilanmay1 hafifletmektedir.

Boylece glukoz aktive eden genlerin ekspresyonuna izin vermektedir.

sdh-suc ve diger glukoz baskilayic1 promotorlarin mekanizmalar acik degildir.
Islev, direk olarak Mic’i veya PEP havuzundaki olumsuzluklari icermemektedir
[Chatterjee et al., 2001; Chen et al., 1997]. EIICB (Glc) tarafindan glukoz
translokasyonu EIIA (Glc)’1 defosforile etmektedir. Bu, PTS’in agil fosforil
donoriidiir. Defosforillenmis EIIA (Glc), diger seker permeazlarin baglanmasi ve
inhibisyonu ile uyarici tasinima sebep olmaktadir. EIIA(GIc)’nin defosforilasyonu
adenilat siklazin indirgenmis aktivasyonu ile siklik AMP seviyelerini
diisiirebilmektedir [Postma et al., 1996; Stulke ve Hillen, 1999]. Fakat bu mekanizma
tartisilabilmektedir. cAMP-CRP, sdh-suc transkripsiyonunu direk olarak kontrol
edememektedir [Park et al., 1995]. Diger global karbon diizenleyici, Cra (FruR
olarak da bilinir) da bu olaya katilmamaktadir [Park et al., 1995].

2.1.5. Asetat Salimmm Yolagi

E. coli hiicreleri format ve etanol olusumunda oldugu gibi asetat olusumu igin
oncelikle piruvatin asetil-CoA’a doniisiimiinii, aerobik kosullar altinda oksidatif
sekilde, anaerobik kosullarda oksidatif olmayan sekilde gerceklestirmektedir.
Oksidatif dekarboksilasyon, piruvat dehidrogenaz enzim kompleksi (PDHC)
tarafindan katalizlenen bir reaksiyondur. Glukoz basma 2 NADH iiretmektedir.
Yiiksek konsantrasyonda NADH, PDHC aktivitesini inhibe etmektedir [Hansen ve
Henning, 1996]. Bu nedenle PDHC, NADH’1n NAD"a reoksidasyonunun hizli
sekilde gerceklesmedigi anaerobiozis gibi kosullar altinda yonetim yapamamaktadir.
Anaerobiozis PDHC’i kodlayan genlerin transkripsiyonunu da baskilamaktadir
[Quail et al., 1994]. Bu nedenle, oksidatif dekarboksilasyon anaerobiozis boyunca
bazi fonksiyonlar durdurulmasina ragmen, solunum metabolizmas1 boyunca
gerceklesmektedir [Guest et al., 1989; Kaiser ve Sawers, 1994; Spencer ve Guest,
1985].
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Anaerobiozis boyunca, E. coli hiicreleri piruvati, asetil-CoA’a dekarboksiller
ve oksidatif olmayan reaksiyonu katalizleyen piruvat format liyaz (PFL) ile formata
doniistiirmektedir [Knappe ve Sawers, 1990] (Sekil 2.3[Wolfe, 2005]). In vitro’da
aktivitesi, oksijen duyarl glisil rezidiisiine bagli olmas1 nedeniyle, PFL’1n sadece
oksijen yoklugunda islevsel oldugu diisiiniilmektedir. Son bulgular gostermistir ki;
PFL bir miktar oksijen varliginda in vivo’da islevsel olabilmektedir [Alexeeva et al.,

2000; de Graef et al., 1999].
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Sekil 2.3. Oksitlenmis metabolitlerin salgilanma yolaklar1 [Wolfe,
2005].

Formatin kaderi, ¢evresel PH’a bagl olarak PFL tarafindan olusturulmaktadir.
Notral pH’de format salgilanmaktadir. Cevresel pH, oksijene bagh olarak diistiigii
zaman; format aerobik format dehidrogenaz (FDO) tarafindan karbondioksit’e veya
format-hidrojen liyaz (FHL) tarafindan karbondioksit ve dihidrojen’e ¢evrilmektedir

[Abaibou et al., 1995; Alexeeva et al., 2000; Rossman et al., 1991].
Olusan asetil-CoA, iki alternatif kader izlemektedir; asetat’a doniisiim veya

etanole indirgenme. Asetil-CoA’nin asetata doniisiimii, Pta-AckA yolag: tarafindan

katalizlenmektedir. Glukoz basina 2 ATP iretilir fakat indirgeyici esitlik
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tilketilmemektedir. Asetil-CoA’nin etanole indirgenmesi, alkol dehidrogenaz

tarafindan katalizlenmekte ve enerji tiiketilmektedir.

Asetat, bir iigiincii piruvat dekarboksilleyici enzim, piruvat oksidaz’in (POXB)
islevi boyunca da salgilanabilmektedir. Son zamanlara kadar, POXB
bilinmemekteydi. Bu solunum enzimi, piruvatin direk olarak asetata oksidatif
dekarboksilasyonunu katalizlemektedir. Bu reaksiyon karbon dioksiti iiretmektedir
ve flavin adenin diniikleotid (FAD)’1 indirgemektedir [Bertagnolli ve Hager, 1991;
Bertagnolli ve Hager, 1993; Gennis ve Hager, 1976]. PDHC ve PFL’in, zorunlu
enzim olduklan diistiniiliirken, POXB genellikle zorunlu olmayan ve potansiyel ¢op
olarak diisiiniilmektedir [Chang ve Cronan, 1983; Chang et al.,, 1994; Grabau ve
Cronan, 1984]. Bir diger kanit gostermektedir ki; POXB, biiyiime ve duragan faz
arasinda olusan mikroaerofilik kosullarda enerji ve asetat gruplar saglamaktadir.
Transkripsiyonu ¢° ‘e baghdir ve erken duragan fazda uyarilmaktadir. Aerobik
gelisim boyunca maksimum seviyede eksprese edilmesine ragmen, anaerobik

kosullarda da eksprese edilmektedir [Chang et al., 1994].

POXB yoksun mutantlar, yaban tiplerine gore daha az etkin gelismektedirler.
Overekspres veya eksprese edildigi zaman, daha az etkin olmasina ragmen POXB,
PDHC yerini alabilmektedir. Bu nedenle POXB’nin, aerobik gelisim etkinligine
katki sagladigi onerilmektedir [Abdel-Hamid, A. M. ve ark., 2001]. Asetattan yoksun
ortamda uzun siireli inkiibasyon sonrasi, PDHC igermeyen mutantlar mikrokoloni
olusturmaktadir ve gelisimleri POXB’e bagli olmaktadir [Chang ve Cronan, 1983].
En basit model, POXB ve PDHC ile piruvat’dan asetil-CoA olusumunu saglayan
AMP-ACS’e sahip olmaktatir.

2.2. Asetat Metabolizmasinda Fosfotransasetilaz (Pta)

Enziminin Onemi

Dogada, prokaryot ve Okaryotlarin metabolik islevlerinde kullandiklar1 asetat,
dogada bol bulunan kisa zicirli yag asitidir. Hayvan ve insanlarda sindirim yolunda
ve toprakta asetat konsantrasyonu ¢ok yiiksek seviyelere ulagabilir [Buckel, 1999;

Cummings et al., 1987]. Biitiin hiicreler asetatt metabolize etmeden Once aktive
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ederler. Prokaryotik hiicreler bu kisa zincirli yag asidini asetil-CoA’a ¢evirmek i¢in

iki farkli yol gelistirmislerdir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Asetatin asetil-CoA’a doniisiimii icin yolaklar. Afinite,
belirtilen yolakta kullanilan optimum medyumdaki asetat
konsantrasyonuyla tanimlanir. Diisiik afinite yolak >30 mM fonksiyonal
asetat konsantrasyonudur; <10 mM asetat yiiksek afinite yolak i¢indir.
[Starai et al., 2004]

Bu yolaklarin kullanimin1 kombine ederek, prokaryotlar asetati cevredeki
konsantrasyonlarina ~ bakmaksizin  karbon  ve  enerji  kaynagt  olarak
kullanabilmektedirler. Bir yolak asetat kinaz (AckA, EC 2.7.2.1)/fosfotransasetilaz
(Pta, EC 2.3.1.8) enzimlerini kapsamaktadir. Bunlar asetati1 asetil-fosfat ile asetil-
CoA’a aktive etmektedirler [Brown et al., 1977]. Ack/Pta sistemi cevrede asetat
yikksek konsantrasyonda oldugu zaman (>30 mM) prokaryotlar tarafindan
kullanilmaktadir. Bir¢cok fermentatif ve fakiiltatif bakteri, hiicrede kullanilan ve
olusan CoA seviyelerini sabit tutmak ve enerjiyi korumak icin Ack/Pta’nin geri
doniigebilirligini bir avantaj olarak almaktadir. Bu amag i¢in, hiicreler asetil-CoA’1
asetil-fosfata cevirmek icin Pta’yr kullanmaktadir. Asetil-fosfat; enerjiyi korumak
icin yaygin olarak kullanilmasina ragmen, bir de iki bilesenli diizenleyici sistemlerle

gen ekspresyonunun diizenlenmesine de katilmaktadir [McCleary et al., 1993;
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McCleary et al., 1994; Bentley, 2000; Wolfe et al., 2003; Wanner et al., 1992].
Asetatin asetil-CoA’a aktivasyonunun ikinci yolagi asetil-CoA sentetazi (ADP
olusumu) ve asetil-CoA sentetaz’ti (AMP olusumu) icermektedir. Asetil-CoA
sentetaz (ADP olusumu, EC 6.2.1.1.3) asetat + ATP — ADP + P; + Ac-CoA geri

doniigebilir reaksiyonu katalizlemektedir.
2.2.1. ()karyotlarda Fosfotransasetilaz (Pta)

Son zamanlara kadar, AckA-Pta yolagimin sadece prokaryotlarda oldugu
disiiniilmekteydi. Simdilerde, AckA-Pta yolaginin bazi az gelismis Okaryotlarda
bozulmamis ve fonksiyonel oldugu rapor edilmistir [Atteia et al., 2006]. Bu konuya
iliskin calisma Clamydomanas reinhardtii’de yuritilmiustir. Clamydomanas
reinhardtii genomundan iki farkli Pta ve Ack proteinleri izole edilmistir. Ptal, 581
amino aside sahip yaklasik 60 kDA biiyiikliigiinde, Pta2 792 amino aside sahip
yaklasik 85 kDa biiyiikliigiinde bulunmustur. Ack enzimleri ise; Ackl, 431 amino
aside sahip yaklasik 45,5 kDa biiyiikliigiinde ve Ack2, 408 amino aside sahip
yaklagik 43 kDa biiyiikliigiinde bulunmustur.

Pta-Ack yolaginda bulunan bir¢cok peptid, aerobik gelisen alglerden izole
edilen mitokondrinin ¢oziilebilen fraksiyonunda tanimlanmistir. Bu peptidler Ptal ve
Ack2’ye spesifikken, algin kloroplast hidrogenaz1 kodlayan hyda2 genine yakin olan
pta2 ve ackl genlerin iiriinii Pta2 ve Ackl enzimlerinden uzaktir. Izole edilen
mitokondride Pta2 ve Ackl’e spesifik peptidlerin olmamasina ve gen
organizasyonuna gore, bu peptidlerin kloroplastta konumlandigi bulunmustur (Sekil

2.5).
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Sekil 2.5. C. reinhardtii’de ACK, PTA, PFO, PFL’in ve C.
Reinhardtii’e yakin fotosentetik olmayan Polytomella sp.”’de ADHE’nin
lokalizasyonu ve fonksiyonlari. Nisasta, 1sikli faz boyunca kloroplast
icerisinde biriktirilir ve karanlikta yikilir. Nisastanin yikimi anaerobik
kosullarda, aerobik kosullarda oldugundan daha fazladir. Islevsel TCA
dongiisiiniin yoklugunda (anaerobiyozis), PFL veya PFO aracilig1 ile
tiretilen asetil-CoA, asetat iireten ACK-PTA yoluna girer. PTA, ACK ve
ADHE’nin rolii ayristirmadir. Baz1 fizyolojik kosullar altinda PTA/ACK
ve/veya ADHE i¢in biriktirme rolii hari¢ tutulur, ciinkii asetat C.
reinhardtii i¢in karbon kaynagi iken, Polytomella sp. i¢in de etanol bir
karbon kaynagidir. Son iiriinler kutu i¢inde gosterilmistir. Fd;
ferrodoksin, Acs; ADP iireten asetil-Coa sentaz, PDH; piruvat
dehidrogenaz [Atteia et al., 2006].

C. reinhardtii Ackl ve Pta2 proteinleri ve oomiset Phytophthora sojae’den
uygun homologlarla belirlenen filogenetik ag; her iki enzim icin ortak atay1
gostermektedir. Bu; asetil-CoA’nin asetata geri doniisiimlii sekilde doniisiimiinii

saglayan iki basamakli yolagin, oomiset ve bitkilerin ortak atasinda bulundugunu

gostermektedir [Stechmann ve Cavalier-Smith, 2002].

Pta olmaksizin Ack, mitokondrisiz Okaryot Entamoeba histolytica genom

dizisinde bulunmustur. Pta-Ack sistemi, prokaryotlar arasinda yaygindir [Wolfe,
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2005]. Kreuzberg et al. (1987) tarafindan yapilan aktivite deneylerinde Ack ve
Pta’nin, 6karyotlar arasinda tipik ve yeni 6bakteriyel enzimler oldugunu saptamistir.
C. reinhardtii’deki mitokondriyel Pta-Ack yolagi asetat olusumu igin alternatif

yoldur.

2.2.2. Pta, Etanolamin ve 1,2-propanediol Katabolizmasina

Katilir

S. enterica’da asetat/propionat kinaz ve Pta aktiviteleri, tireonin, tek sayili
yag asidi, etanolamin ve 1,2-propanediol katabolizmasi ile iligkilidir [Clark ve
Cronan, 1996; Sawers, 1998; Palacios, 2003; Brinsmade, 2004]. Salmonella
enterica’da karbon ve enerji kaynagi olarak 1,2-propanediol’de gelisim propionatin
olusumuna ve salimmina neden olmaktadir. Propionatin propionil-CoA’a
aktivasyonu, propionat kinaz (PduW)/fosfotransasetilaz (Pta) enzim sisteminin

aktivitelerine baghdir.

Etanolamin, Salmonella enterica serotipi Typhimurium LT2 tarafindan
karbon, nitrojen ve enerjinin tek kaynagi olarak kullanilmaktadir [Chang ve Chang,
1975; Roof ve Roth, 1988; Roof ve Roth, 1989]. Prensipte, etanolaminin merkez

metabolit asetil-CoA’a doniisiimiiniin biyokimyast basittir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Etenolamin ve 1,2-propandiol’iin ac¢il-CoA tiirevlerine doniisiimii
icin biyokimyasal basamaklar. A) Etenolamin iki basamakta asetil-CoA’a
donustiriiliir. Asetil-CoA asetata ¢evrildigi zaman EutD ve Ack salimir. B) Benzer
olarak, 1,2- propandiol Pta ve Ack tarafindan Pro-CoA’dan propionata doniistiiriiliir.

Sonugta propionat salinir [Brinsmade ve Escalante-Semerena, 2004].

Etenolamin katabolizmasinin ilk basamagi iyi karakterize edilmis Coenzim B,
bagl enzim etenolamin amonyaliyaz tarafindan kataliz edilmektedir [Bandarian et
al., 1999; Bandarian ve Reed, 2002; Blackwell ve Turner, 1978; Faust et al., 1990;
Semialjac ve Schwarz, 2003]. Etenolamin ammonyaliyaz katalizli reaksiyonun
tiriinleri, amonyum ve asetaldehidtir. Asetata oksidasyonu asetil-CoA sentezine eslik
etmektedir [Babior, 1982]. Bu bakteride CoA igin olasi iki yol vardir. Hiicre enerji
icin a¢ degilken, asetil-CoA enerji lireten sistemi c¢alistirmak icin trikarboksilik asit
dongiisiiniin glikozilat yan yoluna girmektedir ve bircok ara iiriin ve ikincil
metabolizma yolaklar1 i¢in baglatict olarak davranmaktadir [Kornberg, 1966]. Sinirl
enerji kosullart altinda, asetil-CoA asetil-fosfata doniistiiriilmektedir ve sonunda
fosfotransasetilaz ve asetat kinazin aktiviteleri ile asetata ¢evrilmektedir. Bu yolakta,
asetil-fosfatin asetata doniisiimii ATP’i iiretmek icin substrat seviyesinde ADP’nin
fosforilasyonuna eslik etmektedir. S. enferica’da etanolamin katabolik fonksiyonlar1
17 gen iceren eut operonu tarafindan kodlanmaktadir [Kofoid et al., 1999;
Stojiljkovic et al., 1995]. EutD proteinin amino asit dizileri S. enterica’nin ve diger
bircok prokaryotun Pta enziminin katalitik domainine %56 benzerlik gosterirken,

%37 6zgiindiir.
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2.2.3. Pta iki Alt Stmfa Ayrihr

Dizilenmis mikrobiyel genom calismalari, Pta enziminin iki sinifim1 ortaya
cikarmaktadir. Smif 1 enzimleri (Pta") yaklasik 350 rezidiiye sahipken, smnif 2
enzimler (Pta") Pta' “in iki kat: olarak yaklasik 700 rezidiiye sahiptir [Brinsmade ve
Escalante-Semerena, 2004; Lundie ve Ferry, 1989]. Bilinen birka¢ Pta enziminin

molekiiler biiyiikliikleri Cizelge 2.1’de [Lundie ve Ferry, 1989] gosterilmektedir.

Ptal enzimleri, Ptall enzimlerinin aktif bolgesini iceren C- terminal domaini ile
uc¢ uca homoloji gostermektedir. Bu, Ptall’nin N-terminal domaininin fonksiyonunun
ne oldugu sorusunu dogurmaktadir. [n vivo genetik ve in vitro’daki calismalardan
elde edilen daha onceki sonuglara gore, Salmonella’dan Pta’nin N-terminal domaini
NADH ve piruvat i¢in bir sensordiir. Farkli metabolitlere kars1 davranis ve kinetik

analizler, Pta’nin bu ek domaininin énemli oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir.

S. enterica’nin pdul. geni, protein i¢in ek kodlama gostermektedir. Bu,
fosfotransasetilaz geninin evrimsel farkli simifidir [Liu et al., 2007]. PduL, 210
aminoasite sahip, fosfotransasetilazin iiciincii sinifidir. Pdul,, sinif 1 ve simif 2 enzim
benzerliginden yoksundur. Simif 2 Pta BioD-benzer ve DRTGG domainlerini
icermektedirler. Bu iki domain sinif 1 ve sinif 3’te yoktur. Bu domainlerin fizyolojik

rolii acik degildir.
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Cizelge 2.1. Farkli kaynaklardan fosfotransasetilazlarin karsilastirilmasi.

Spesifik Km
Aktivite

Organizma M, (kDa)  (Unite/mg)° CoAS Asetil-fosfat Metal Etkileri

Bacillus subtilis 90 1,371 0,096 0,48 K*, NH," uyarir; Mn**
ve Ca’" inhibe eder.

Bradyrhizobium NR® 8-12° NR NR K" uyarir; Na*, AsO,>

japonicum inhibe eder.

Clostridium acidiurici  63-75 710 NR NR Fe®* gereklidir; Na*,
AsO,”> inhibe eder.

Clostridium kluyveri 60 196 0,12 0,6-1,3 K*, NH," gerekli; Na*,
Li* ? inhibe eder.

C. thermoaceticum 88" 123 NR NR Mg2+ uyarir; AsO43'
birbirinden ayirir.

E. coli 160-250 333 0,32 3,0 (NH,),S0,, KPO,
inhibe eder.

Lactobacillus fermenti 68 1,124 0,09 NR K*, NH,", Rb* uyarir;
Ca2+’ Ba2+’ Mg2+’Li+
inhibe eder.

M. thermophila 43-52 2,496 0,09 0,17 K*, NH," gereklidir;
Na*, AsO,* inhibe
eder.

Rhodopseudomonas 55-57 32 0,15 4,70 K*, NH, uyarir; Na’,

palustris Li*, Mg** inhibe eder.

Veillonella alcalescens 75— 85° 812 NR NR Mg ATP ile
inhibisyonu geri
cevirir.

“Bir iinite, dakikada olusan asetil-CoA’nin 1 pmol’iidiir. °"Degerler rapor
edilmemistir. ‘1 {inite,dakikada olusan 1 nmol asetil-CoA’dir, hiicre ekstratindaki
aktivite. “Alt iinite molekiiler agirhigi 22,000 Da olan homotetramer olarak
saflagtirilmis enzim. Alt iinite molekiiler agirhg 32,000- 40,000 Da olan dimer
olarak saflastirilan enzim.
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2.2.4. Pta ile Ilgili Kinetik Calismalar

1971 yilinda Whiteley ve Pelroy; Veillonella alcalescens’den saflastirilan
fosfotransasetilazin jel filtrasyonu ile molekiiler agirliginin 75-80 kDa oldugunu ve
sukroz gradiyentinde, ultra santrifiij ve sedimentasyon proteinlerin heterojen yikimim
gostermislerdir. Ure ve sodyum dedosil siilfat ile denaturasyon sonucu 32-40 kDa
molekiiler agirlikli tek bir polipeptid olustugunu bildirmislerdir. Denatiirasyondan
once dimetil suberimidate ile amidinasyon sonucu, enzimin iki alt tniteden
olustugunu bildirmislerdir. Bu fosfotransasetilazin 6zelliklerini, diger bakterilerden

izole edilen fosfotransasetilazlarla karsilastirmislardir.

Saflastirdiklar proteinin konsantrasyonu 0.5 mg/ml veya daha fazla oldugunda,
fosfotranasetlaz’in 4°C ve -20°C’de birka¢ hafta kararli oldugunu bulmuslardir.
Amonyum siilfat ve potasyum fosfati kararlilagtirici ajan olarak tanimlamislardir.
Divalent katyonlar (FeSOj, Fe(NH4),SO4, MgCl,, MnCl, ve MgSO4) ve ATP
eklenmesi ile kararsizligr arttirmislardir. ATP ile enzimin katalitik aktivitesini
inhibe etmislerdir. ATP inhibisyonunun, CoA’ye ilgide yarisci, asetil-fosfata ilgide
yaris¢l olmayan sekilde oldugunu ifade etmislerdir. ATP inhibisyonunu Mg*z’mn
eklenmesi ile tamamiyle kaldirmuslardir. Mg** un enzim kararlilig: iizerine ATP nin
etkisini geri dondiirmedigini, asetil-fosfat, CoA veya B-merkaptoetanol karisiminin
ATP ile inaktivasyona karsi enzimi korudugunu bulmuslardir. ATP varliginda artan
kararsizligi; 0.01 M amonyum siilfat, potasyum fosfat, CoA ve asetil-fosfat
varliginda gormiislerdir. 0.1 M asetil-fosfat varlifinda, ATP’nin daha az etkiye sahip
oldugunu, enzim kararliliginin B-merkaptoetanol eklenmesi ile arttigim fakat ATP ve

Mg2+ tarafindan enzim kararsizliginin devam ettigini tanimlamislardir.

1972’de ise Pelroy ve Whiteley; Viellonella alcalescens’in fosfotransasetilaz
enziminin, biitlin substratlar icin Michaelis-Menten kinetikli geri doniisiimlii
reaksiyonu kataliz ettigini gostermislerdir. Enzimin geri reaksiyon hizinin (asetil-
fosfattan asetil-CoA’nin sentezi) ileri reaksiyon (asetil-CoA’dan asetil-fosfatin
sentezi) hizindan 6.5 kat daha fazla oldugunu bulmuslardir. Ileri reaksiyon igin
tanimladiklart K, degeri, asetil-CoA icin 8.6 pM ve asetil-fosfat i¢in 0.59 mM’dir.
Ileri ve geri reaksiyonlarda son iiriin tarafindan inhibisyon analiz sonuglarinin bi-bi

mekanizmasina uygun olarak bulmuslardir. Enzimin adenozin trifosfat ve adenozin
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difosfat ile inhibe edildigini fakat indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid veya

piruvat tarafindan etkilenmedigini bildirmislerdir.

Thomas ve Hoch 1973’de fosfotransasetilaz’1 saflagtirmak igin farkli bir
organizma olarak B.subtilis’i kullanmiglardir. Saflastirilan enzimin K™ ve NH," ile
aktive edilirken, Mn?* ve Ca** ile inhibe edildigini bildirmislerdir. Enzimin kisa
zincirli yag asidi esterleri propionil-CoA ve butiril-CoA kesim yetenegine sahip
oldugunu fakat bu substratlara olan V.x ve afinitelerinin asetil-CoA icin elde
edilenden daha az oldugunu bildirmislerdir. Enzim sukkinil-CoA veya palmitil-CoA
kesimini saglayamazken; palmitil-CoA’nin, CoA-SH’in yaris¢1 inhibitorii olarak
davrandigin1 belirlemislerdir. Adenin niikleotidleri, ATP, ADP ve AMP 1 mM
konsantrasyonda enzim {izerine inhibitor etki ettigini bildirmislerdir. Piruvat ve
indirgenmis piridin niikleotidleri tarafindan inhibisyon gozlememislerdir. Sephadex
G-150 kolonda enzimin molekiiler agirligmi 90 kDa olarak hesaplamislardir.
Enzimin maksimum aktivitesinin gelisimin biiyime fazinda oldugunu bulmuslardir.
Sitrik asit dongiisii mutasyonlar1 sonucuna gore, enzimin sitrik asit dongiisii ile

diizenlenmedigini gostermislerdir.

1989°da Lundie ve Ferry; giiniimiizde hakkinda en fazla bilgiye sahip
oldugumuz Methanosarcina thermophila’dan fosfotransasetilaz (EC 2.3.1.8.)
proteinini saflagtirmislardir. Saflastirilan proteinin 42.000- 52.000 Da’luk monomer
ve membrana bagli olmadigin1 belirtmislerdir. Proteinin bir mg’mnin dakikada 2.5
mmol asetil-CoA spesifik aktivitesinin 83 kat1 ile saflastirildigini ve bu hizin asetil-
fosfat sentez hizindan 10 kat daha fazla oldugunu gostermislerdir. Enzim optimum
aktivitesini pH 7.0’da ve 35- 45°C’de gosterdigini, havaya ve 70°C sicakliga kararh
oldugunu fakat daha iistii sicakliklarda inaktive oldugunu gostermislerdir. Fosfat ve
siilfat sicaklik inaktivasyonuna kars1 kismen 6nlerken, 10 mM’1n iistiinde potasyum
veya amonyum iyon konsantrasyonu, saflagtirilan enzimin maksimum aktivitesi i¢in
gerekli oldugunu bildirilmistir. Sodyum, fosfat, siilfat ve arsenat iyonlar ile enzim
aktivitesini inhibe etmislerdir. Hiicre akstratlarimin Western blot analizlerine gore;
fosfotransasetilazi, asetatta gelisen hiicrelerde metanolde gelisen hiicrelere gore daha

¢ok sentez etmislerdir.
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1990’lara gelindiginde gen lokalizasyonu ve dizi benzerlikleri {izerinde

calismalar yapilmaya baslanmistir.

Hideko et al. 1990’da ; K-12 den koken alan E. coli 1100’un genomik DNA
kiitiiphanesinden fosfotransasetilaz (pta) genini klonlamislardir. pta® plazmidini
iceren suslarin fosfotransasetilaz aktivitelerinin, lac promotorun kontrolii altinda
yaklagik 150 kat fazla oldugunu belirtmislerdir. Fosfotransasetilaz’in molekiiler
agirlhigim sodyum dedosilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde yaklasik 81.000
olarak bulmuslardir. pta geninin, plazmid alt klonlama ve restriksiyon analizlerinin
kombinasyonu ile ackA’nin alt bolgesinde, kromozomun purF-folC-hisT bolgesinin

13 kb yukar bolgesinde konumlanmis oldugunu bildirmislerdir.

Matthew T. Latimer ve James G. Ferry (1993); Methanosarcina thermophila
TM-1’dan asetat aktive edici enzim genleri, asetat kinaz (ack) ve fosfotransasetilaz
(pta) klonlams ve dizilemislerdir. Her iki genin genom basina bir kopya olarak
bulundugunu ve pta geninin ack geni yukar1 bolgesinde bitisik olarak yerlestigini
belirtmislerdir. Korunmus arkeal promotor dizilerinin, pta genini kodlayan bolgenin
yukar1 bolgesinde bulundugunu bildirmislerdir. pfa ve ack genlerinin molekiiler
biiytikliigii 35.198 ve 44.482 Da olan polipeptidleri kodladigini bildirmisleridir.
Fosfotransasetilaz dizisi ile enzimin hidrofobik polipeptid oldugunu belirtmisler ve
membrana bagli domainin olmamasint bunun kaniti olarak sunmuslardir. M.
termophila ve E. coli ack genleri karsilastirarak, genler arasinda benzer molekiiler
agirlikl alt tinite ve % 44 6zgiin oldugunu gostermislerdir (% 60 benzerlik). Bir¢cok
korunmus arjinin, sistein ve glutamik asit rezidiilerin varligin1 da gostermistir. Daha
once arjinin, sistein ve glutamik asit rezidiilerinin, E. coli asetat kinaz’in aktif
bolgesinde veya yakininda oldugu belirtilmistir [Wong et al., 1981; Wong et al.,
1980]. E. coli’de pta ve ack genlerini hipereksprese etmisler ve asir1 eksprese edilen
proteinler M. termophila’dan daha 6nce saflastirilan enzimden daha yiiksek spesifik

aktiviteli olarak homojen sekilde saflastirdiklarini belirtmislerdir.

Kavita et al. (1995); Methanosarcina thermophila’dan fosfotransasetilaz ve
asetat kinaz enzimlerini kodlayan genleri (pta ve ack) klonlayip ve dizilemislerdir.
Kromozom iizerinde ack’in yukar1 bolgesinde konumlanan pra ile beraber

diizenlendikleri daha once belirtilmisti [Latimer ve Ferry, 1993]. Fosfotransasetilaz
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ve asetat kinaz’in aktivitelerinin, asetatta gelisen hiicrelerde metanol,
monometilamin, dimetilamin veya trimetilamin’de gelisen hiicrelerden en az 8-10 kat
daha fazla oldugunu bulmuslardir. Northern blot (RNA) analizleri ile pfa ve ack’nin
yaklagik 2,4-kb polisistronik mesaj olarak transkripsiyona ugradigini ve enzim
sentezinin MRNA seviyesinde diizenlendigini gostermislerdir. Primer uzatma
deneyleri ile transkripsiyon baslama bolgelerinin pta geninin translasyon
baslangicindan 27 baz cifti yukar1 bolgesinde ve korunmusg arkeal boxA promotor
dizisinden 24 baz cifti alt bolgesinde oldugunu ortaya c¢ikarmislardir. S1 niikleaz
koruma deneyleri ile her biri dort ardigik tekrar iceren baslangica gore haritalanmas,
dort farkli 3° uglu transkriptleri tanmimlamislardir. ack 6zgiin problar kullanarak
yaptiklar1 northern blot analizleri ile 2.4 kb polisistronik transkripti ve daha kiiciik

olan 1.4 kb’lik monosistronik ack mRNA transkript’ini tanimlamiglardir.

Zhuang (1996); Clostridium acetobutylicum’un fermentasyonunda asetil-
CoA’nin asetata doniisiimiinii kataliz eden fosfotransasetilaz (Pta) ve asetat kinaz
(AK) enzimlerini kodlayan pta ve ack genlerini klonlayip, dizilemislerdir. Enzim
aktivite deneylerini alt klonu barindiran E. coli ve C. acetobutylicum’un hiicre
ekstratlarinda yapmislardir ve AK ve Pta aktivitelerinde artis gozlemislerdir. pra
geninin 333 amino asit rezidillii ve molekiiler agirligi 36.2 kDa olan proteini
kodladigim bildirmislerdir. ack geninin ise 401 amino asit rezidiili ve 44.3 kDa
molekiiler agirligina sahip olan proteini kodladigini bildirmislerdir. Primer uzatma
analizleri ile pta geni baslangic kodonunun 70 baz ¢ifti yukan bolgesinde

konumlanmis tek transkripsiyon baglangi¢ bolgesi tanimlamislardir.

Ruth et al. (2001); Lactobacillus sanfranciscensis’in karbonhidrat yolaginda
anahtar dallanma noktasi reaksiyonunu kataliz eden fosfotransasetilaz geninin 35.5
kD’luk molekiiler agirliga sahip bir proteini kodlayan 987 baz ciftlik acik okuma
bolgesini igerdigini belirtmislerdir. Diger biitiin bakterilerin aksine; Lactobacillus
sanfranciscensis’da pta geninin asetat kinaz kodlayan gene yakin konumlanmadigini
savunmuglardir. Lactobacillus sanfranciscensis i fosfotransasetilaz gen dizisinin B.
subtilis fosfotransasetilazi ile %61 dizi benzerligi ve %60 amino asid dizi benzerligi

icerdigini bildirmislerdir.
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Pta E. coli’de biyotinlenmis fiizyon protein olarak heterolog eksprese
etmislerdir. Saflastirilan proteinin asetil-fosfat ve CoA icin yaklasik K,, degerlerini
sirasiyla 1.3 ve 0.1 mM olarak tanimlamiglardir. Enzimin V11 194 U/mg olarak
belirtmislerdir. Enzimin, ters reaksiyonu asetil-CoA ve fosfat i¢in yaklasik 0,6 ve
6.7 mM K., degeri ile in vitro’da da kataliz ettigini belirtmislerdir (38U/mg V ax ile).
Saflagtirdiklar1 Pta’nin, optimum aktivitesini 49-58°C genis sicaklik araliginda
gosterirken, 60 °C’de 15 dakika sonra inaktif hale geldigini bildirmislerdir. Optimum
pH araligi 8.1- 9.1 iken, pH kararlilign 7-10’dur. Enzimin aktivitesinin MgCl,
(10mM) veya KC1 (100mM) ile etkilenmedigini bulmuglardir.

2.2.5. Pta ile ilgili Yap1 Fonksiyon Cahismalan

1997°de Madeline ve arkadaslari, Methanosarcina thermophila’dan
fosfotransasetilazin arjinin ve sistein rezidiilerinin dnemi iizerine calismislardir. Bu
calismada, dizide bulunan 4 sistein rezidiisii (C159, C277, C312, C325) alanin ile yer
degistirilmistir ve degisen enzimin kinetik sabitleri tanimlanmistir. 4 sisteinden
sadece birinin (C159) aktivite i¢in zorunlu oldugu bulunmustur. Bu rezidiiniin serin
ile yer degistirmesi full aktivite ile sonuglanmistir. C312 rezidiisii kataliz i¢in gerekli
degilken, modifikasyona ugratildiginda aktivitenin inhibe edilmesi ile

sonuclanmistir. Bu da onun aktif bolgede yer aldigim gostermistir.

Enzimde bulunan 5 arjinin rezidiisii (R28, R87, R133, R287, R310) glutamin
ile yer degistirilmistir. Degisen enzimin kinetik analizleri R310 rezidiisiiniin aktivite
icin zorunlu oldugunu gostermistir. Diger 4’ii aktivite i¢in zorunlu degilken, R87 ve

R133iin CoA ya baglanmaya katildig1 goriilmiistiir.

2001°de Iyer ve Ferry tarafindan aym Pta enziminin CoA’ya baglanmasinda
arjinin rezidiilerinin 6nemi arastirllmistir. Calismalarinda daha ©nce baglanmada
onemli oldugu goriilen R133 ve R87 rezidiileri alanin, glutamin, lizin, glutamik asit’e
degistirilmistir. Varyantlarin kinetik caligmalari, Arg87 ve Arg 133’iin substrat CoA
ile iletisimde oldugunu ispatlamistir. Arjinin 87 varyantlart CoA ve Coa analogu 3’-
defosfo-CoA arasinda ayrim yapma Yyetenegini yitirmistir. Bu, Arjinin 87
rezidiisiiniin CoA’nmin 3’-fosfat1 ile tuz kopriisii olusturdugunu gostermistir. Arg

133’tin CoA’nin 5’ fosfat ile etkilesimde oldugu varsayilmaktadir. Biitiin arjinin 87
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ve arjinin 133 varyantlar i¢in ke, ve ke/Kp’deki biiyiik diisiisler, bu rezidiilerin
kataliz i¢in 6nemli oldugunu gostermistir. key ve ke Ky’ deki biiylik diisiisler arginin
87 ve arjinin 133’lin yerine lizinin gectigi varyantlarda da goriilmiistir. Bu
rezidiilerin CoA veya onlarin biiyiik yiginlan ile etkilesimi optimum aktivite i¢in
onemli oldugunu ifade etmektedir. Desulfo-CoA enzim i¢in kuvvetli yaris¢i inhibitor
olmustur. Bu, CoA siilfidril grubunun CoA baglanma enerjisinin optimizasyonu igin
onemli oldugunu, fakat siki baglanma icin 6nemli olmadigim gostermistir [Iyer ve

Ferry, 2001].

Pta enzimlerinin kristalize edilme calismalarina 2001 yilinda Xu ve
arkadaslarinin S. pyogenes Pta enzimini kristalize etmesi ile baglanmigtir. Bunu 2003
yilinda Iyer ve arkadaslarinin Metahnosarcina thermophila Pta enzimini kristalize
etmesi izlemistir. Kristalize edilen bu Pta enzimi iizerine 2005 yilinda Lawrence ve
arkadaslan tarafindan yapi fonksiyon belirleme calismasi yapilmistir. Bu ¢alismada

Pta enzimi i¢in ilk kez calisma mekanizmasi 6nerilmistir.

Pta icin gosterilen reaksiyon mekanizmasi, bolge 06zgii yer degistirilmis
varyantlarin kinetik analizleri, kristalize yapidan elde edilen enzim aktif bolge
mimarisine dair veriler ve bu tarihe kadar elde edilen Pta’lar icin mekanik ve kinetik
bilgilerle olusturulmustur. Asetil fosfatin fosfat grubunun, Pta’nin aktif bolgesine,
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katalitik oneme sahip Arg”" ile koordine olmus sekilde baglandig: bildirilmistir.

294, 116297, e ile olusan hidrofobik paketinde

Metil grubu enzimin Phe*, Leu’, Phe
yer alir. Sekil 2.7°de; CoA, Asp307, Pr0296, Gly173 R Alalso, Ser'”® tarafindan olusan
pakette yer alan adenin halkas1 ile katalitik iligkili oryantasyonda oldugu
goriilmiistiir. Protein ve CoA arasinda hidrojen baglari gosterilmistir. Onerilen
mekanizma, baz-kolaylastirilmis kataliz boyunca islemektedir. Bu, asetil fosfatin
karbonil karbonuna direk olarak atakta bulunmak icin tiyolat anyonuna ulagsmada,
CoA’dan siilfidril protonun Asp3 ' aracili ayrimi ile olusur (Sekil 2.7A). Bu
mekanizma, negatif yiiklii gegici durumun olusumunu icerir. Bu Ser’” tarafindan
teorik olarak kararli olabilir (Sekil 2.7B). Asetil-CoA olustugu zaman (Sekil 2.7C),
olusan PO,” iyonu Asp’'®dan protonu aymrir. Fosfatin negatif yiiklerinden biri
dengeye ulasir ve bu onu daha iyi protonlanmaya hazir grup yapar. Katalizin diger

3165

turunda Asp” 'min deprotonlanmasimi saglar. Benzer mekanizma, karnitin ve

kloramfenikol asetiltransferazlar i¢in 6nerilmistir [Lewendon et al., 1990, Wu, 2003].
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0Ty 7 5 s

Sekil 2.7. Pta tarafindan katalizlenen reaksiyonun Onerilen
mekanizmasi. A) Substratlar aktif bolgeye baglanmistir. B) Negatif yiiklii
gecici durumun kararliligi. C) Uriinler aktif bolgeye baglanmistir. Kesikli
cizgiler kristal yapida oldugu anlasilan hidrojen baglaridir ve bitisik
monomerlerden Lys*’ ve GIn*** rezidiileri arasinda olusur. Oklar
elektron akisini gosterir [Lawrence et al., 2005].
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Ayni y1l Xu ve arkadaslan tarafindan Bacillus subtilis Pta enzimi kristalize

edilmistir ve yapi, fonksiyon calismalarina 11k tutmasi saglanmistir (Sekil 2.8) [Xu
et al., 2005].

Sekil 2.8. B. subtilis Pta’nin yapisi. A) Sirasi ile, kirmiz1 ve yesil
renkli domain I ve II'li B. subtilis monomerinin stereo ribbon goriintiisii.
b) B. subtilis dimer Pta’sinin yapisi. Bir monomer Sekil 2.8a’daki gibi,

diger monomer; domain I ve II, sirasi ile mavi ve sar1 ile gosterilmistir
[Xu et al., 2005].
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

Heidolph Promax 2020 GFL 1080 marka su banyosu, inolab WTW Series pH
Olcer, Heidolph MR 3004 safety manyetik karnstirici, Varioklav Typ 300 Otoklav,
Sortorius Basic marka tarti, Beckman Coulter Allegra 64R marka santrifiij, Excella
E25 marka calkalamali inkiibator, New Brunswick Scientific Ultra Low Temperature
Freezer U410 premium marka -80°C dondurucu, Indesit TNS5S (TK) marka -20°
sogutucu, Mikro 120 Hettich Zantrifugen marka santrifiij, Sodium dodeciyl sulfate
(Sigma / 1L4509), TEMED (Merck / 1.10732), Tris-HCI (Calbiochem/ 648317),
Triton X-100 (Merck/ 1.08603), Yeast extract granulated (Merck/ 1.03753.0500), 2-
mercaptoethanol (Merck/ 8.05740.0250), Acrylamide (Merck/ 8.00830.1000),
Acrylamide:N,N-methylene bis acrylamide (Fluka/ 01706), Agar (Fluka/ 05040),
Agarose (Sigma/ A9539), Bradford reagent (Sigma/ SIB6916), Imidazole (Sigma/ I-
0125), IPTG (Qiagen/ 12992), Kanamycin sulphate (Fluka/ 60615), MOPS sodium
salt (Sigma/M9024), Peptone (kazeinden) (Merck/ 1.07213.1000), Potassium
chloride (Sigma/ P3911), Sodium chloride (Merck/ 1.06404).

3.2. Metot

3.2.1.Staphylococcus saprophyticus Bakterisinde Oldugu
Varsayilan pta Geninin PCR ile Cogaltilmasi

3.2.1.1. pta Geninin Cogaltilmas icin Primer Dizaym
pta geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilacak olan Stapyhlococcus saprophyticus
SSP2124 (DSM 20229, ATCC 15305) bakterisinin genomik DNA’s1 Do¢. Dr. Ayhan

Celik (GYTE Kimya Anabilim Dali) tarafindan saglanmistir.

Staphylococcus ~ saprophyticus ~ bakterisinin ~ varsayillan  (putative)

fosfotransasetilaz geninin DNA baz dizileri dikkatli bir sekilde incelenerek, geni
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bakteri kromozomundan ¢ogaltacak DNA baz dizileri belirlenmistir. PCR iiriiniiniin
vektore ligasyonunu kolaylastirmak amaci ile yapiskan uc¢ agiga c¢ikacak sekilde
primerlerle 5’ ucuna Ndel endoniikleaz, 3’ ucuna BamHI endoniikleazina ait tanima

dizileri (Ndel i¢in, 5’-CATATG-3’; BamHI i¢in, 5’-GGATCC-3’) ilave edilmistir.

BamH]I ve Ndel endoniikleazlari; gen bolgesi icerisinde tanima bolgesine sahip
olmamasi ve vektor DNA {iizerinde coklu klonlama bolgesinde (MCS) kesim yapan
enzimlerden olmalar1 gibi 6nemli unsurlar g6z 6niinde bulundurularak secilmistir. Bu
kriterler g6z Oniinde bulundurularak dizayn edilen ve fosfotransasetilaz genini
Staphylococcus saprophyticus genomundan c¢ogaltacak kullanilacak olan primer

dizileri Sekil 3.1°de verilmistir.

fleri Primer: 5'- AGG CCC CAT ATG ACT TTA TTA GAT GTA TTA CAA -3'
-
Ndel Kesim Bolgesi
BamH]I Kesim Bolgesi
—

Geri Primer: 5’- TTG CTA GGA TCC TTA TTG CAA TGA TTG TGC -3'

Sekil 3.1. Fosfotransasetilaz genini Staphylococcus saprophyticus
genomundan PCR ile ¢cogaltmak i¢in kullanilan primer dizileri.
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3.2.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Deneyi

Reaksiyon hazirlanmadan 6nce reaksiyon bilesenleri tek tek incelenerek, stok
kontaminasyonun Onlenmesi amaciyla giinliik kullanimlar i¢in steril mikrosantrifiij
tiiplerine paylastinnlmistir. Giinliik stoklar hazirlandiktan sonra miimkiin oldugu
kadar steril sartlarda ve buz iizerinde, en son enzim ilave edilecek sekilde PCR
reaksiyonu hazirlanmigtir. Fosfotransasetilaz geninin amplifikasyonu icin hazirlanan

PCR reaksiyonu bilesenleri Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. pta geninin amplifikasyonu icin hazirlanan PCR reaksiyonu
bilesenleri.

Cinsi Stok Alinan Son
Konsantrasyon Miktar Konsantrasyon

(/50 ul)

S. saprophyticus kalip DNA’si 250 ng/ul 2,5 ul 650 ng

ileri Primer 10 pM 5ul 1uM

Geri Primer 10 uM 5ul 1uM

dNTP Karisimi 10 mM 5ul 1uM

Reaksiyon Tamponu 10X 5ul 1X

Pag DNA Polimeraz 5U 0,5 ul 0,05U

Deiyonize Su - 27,5 ul -

TOPLAM - 50 pl -

0.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiinde bu sekilde hazirlanan reaksiyon karisimi
daha Once programlanmis olan PCR cihazinin 6rnek bloguna yerlestirilerek cihaz

calistirlmustir.

30



Primerlerin kalip DNA’ya yapistig1 sicaklik (Ty, = annealing sicakligl) primer

alinan firma tarafindan bildirilmistir. Buna gore Ty, degerleri;

fleri Primer i¢in (5'- AGG CCC CAT ATG ACT TTA TTA GAT GTA TTA
CAA -3") Tm =57.4°C

Geri Primer i¢in (5'- TTG CTA GGA TCC TTA TTG CAA TGA TTG TGC -
3") Ty = 59.3°C’dir.

Bu durumda anneling sicakligi i¢in (Annealing sicakli§i hesaplanan Ty,
degerinin 2-5 °C asagis1 alinmaktadir) ilk bes dongiide 50 °C, kalan 25 dongii i¢in
58°C olacak sekilde gradient uygulanmistir.

Yukaridaki agiklamalar dogrultusunda hazirlanan Thermal Cycler programi

Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Fosfotransasetilaz geninin Staphylococcus saprophyticus
DNA’simndan amplifikasyonu i¢in PCR cihazina uygulanan program.

Program Gruplari Sicaklik Sire  DOngl Sayisi

1 95°C 5 dakika 1
94°C 30saniye

2 50°C 30 saniye 5
72°C 1,5 dakika
94°C 30 saniye

3 58°C 30 saniye 25
72°C 1 dakika

4 72°C 5 dakika 1

5 4°C 1 saat 1
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3.2.2. PCR Uriiniiniin Elektroforezi ve Agaroz Jelden

Saflastirilmasi

PCR programi tamamlandiktan sonra reaksiyon iriiniinden 40 pl alinarak
tizerine 8 pl 6X yiikleme tamponu ilave edilmis ve hafifce pipetlenerek homojenize
hale getirilmistir. Elde edilen karisim markir DNA ile birlikte % 1’lik agaroz jelin
kuyularna dikkatli bir sekilde yiiklenmis ve 6nce 30V’da 15 dakika, sonra 150 V’da
45 dakika siireyle elektroforeze tabi tutulmustur. Beklenen molekiiler agirlikta olusan
tek bir DNA bant1 temiz bir bistiiri yardimu ile dikkatli bir sekilde kesilerek alinmig
ve darasi alinan temiz bir mikrosantrifiij tiipiine konarak miktar1 tespit edilmistir.
DNA, RTA agaroz jelden saflagtirma kiti (RTA firmas1) protokoliine gore agaroz

jelden arindirilmastir.

Saflagtirllan DNA’dan 5 pl’si alinarak yeniden % 1'lik agaroz jelde aym
kosullarda elektroforeze tabi tutulmustur. Miktar1 bilinen markir DNA’s1 baz
alarak, UV altinda parlaklik ve goreceli biiyiikliige gore izole edilen DNA miktar

belirlenmistir. Daha sonra DNA kesiminde kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmustir.

3.2.3. S. saprophyticus Fosfotransasetilaz Geninin BamH]I ve

Ndel Endoniikleazlar ile Kesimi

PCR ile sentezlenip miktar1 belirlenen S. saprophyticus fosfotransasetilaz
genini vektor pET28a ile ligasyona tabi tutmak i¢in, DNA’nin her iki ucunun uygun
restriksiyon enzimleri ile kesimi gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu sirasinda
primerlerle yerlestirilen BamHI ve Ndel kesim bolgeleri kullanilarak yapilan kesimde
DNA’nin her iki ucunda yapiskan ug elde edilmistir. Fosfotransasetilaz geninin Ndel

ve BamHI endoniikleazlar ile kesim reaksiyon bilesenleri Cizelge 3.3’de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Fosfotransasetilaz geni kesim reaksiyonu bilesenleri.

Cinsi Stok Alinan Son
Konsantrasyonu Miktar Konsantrayon (/50
ul)

S.sp-pta 36 ng/ul 42 ul 450 ng

Reaksiyon Tamponu 10X 5ul 1X
(BamH1)

Ndel 10 U/ul 1ul 05U

BamHI 10 U/ul 1ul 0,5U

Deiyonize su - 8 ul -

TOPLAM - 50 pl -

Kesim reaksiyonu BamHI enziminin star aktivitesi olmasi nedeni ile iki
basamakta yapilmustir. Tlk olarak, BamHI enzimi olmaksizin, Ndel kesim reaksiyonu
37°C’e ayarlanmis su banyosunda 1.5 saat bekletilmistir. Daha sonra BamHI enzimi

eklenerek kesim reaksiyonuna ayni kosullar altinda 1.5 saat devam edilmistir.

Kesim f{irliniiniin izolasyonu icin kesim reaksiyonun hepsi % 1’lik agaroz
jelde elektroforeze tabi tutulmustur. Ligasyon reaksiyonu kurmadan oOnce alici
vektoriin miktarinin bilinmesi gerektiginden, 5 ul’si % [1’lik agaroz jelde
elektroforeze tabi tutulmustur. Miktar1 bilinen markir DNA’s1 baz alinarak, UV
altinda parlaklik ve goreceli bityiikliige gore izole edilen DNA miktar belirlenmistir.

Daha sonra DNA ligasyonda kullanilmak {izere -20 °C’de saklanmuistir.

3.2.4. pET28a Klonlama Vektoriiniin izolasyonu ve Ligasyona

Hazirlanmasi

S. saprophyticus pta geninin klonlanmasi i¢in pET28a(+) klonlama vektorii
kullanilmistir. Bu vektoriin secilme nedeni, klonlama boélgesinin 5 ucunda His-Tag
bolgesinin bulunmasidir. Boylece, Ni-NTA kullanilarak protein saflagtirilmasi
saglanmis olacaktir. Kullamlan pET28a’a ait vektor haritas1 Sekil 3.2°de

gosterilmistir.
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Eag l(168)
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Tth111 lzess)

Sekil 3.2. Klonlama vektorii pET28a’nin vektor haritasi.

3.2.4.1. pET28a Klonlama Vektoriiniin izolasyonu

E. coli Topl0 hiicrelerinden pET28a(+) vektoriiniin izolasyonu icin, LB/Kan
plaklarindan pET28a(+) iceren E. coli ToplO koloni se¢imi yapilmistir. Steril
kiirdanla secilen koloni 5 ml LB/Kan sivi besiyerine batirilarak, 37°C’e ayarlanmig
inkiibatorde gece boyu biiyiimeye birakilmigtir. Sabah biiyiiyen hiicre kiiltiirtinden

pET28a(+) klonlama vektorii plazmit izolasyon kiti (RTA Firmasi, GEBZE)

kullanilarak izole edilmistir.

Izole edilen pET28a(+) klonlama vektoriiniin goriintiilenmesi ve miktar tayini

icin % 1’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmustur.
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3.2.4.2. pET28a Klonlama Vektoriiniin Ndel ve BamHI1 Endoniiklazlar:

ile Kesimi

[zolasyonu yapilan ve miktar1 belirlenen pET28a(+) plazmit DNA’s1 Ndel ve
BamH]I endoniikleaz enzimi ile kesilerek diiz zincir (dogrusal) hale getirilmistir.Ndel
ve BamHI endoniikleazlar1 plazmidin her iki ucunda yapigkan uglar meydana
getirmistir. pET28a(+) plazmit DNA’sinin Ndel ve BamHI endoniikleazlari ile kesim
reaksiyonu bilesenleri Cizelge 3.3’de verilenlerle aymidir. Fakat kesim {iriinii olarak

Ssp-Pta yerine 35 pl 12ng/ul konsantrasyona sahip pET28a(+) vektorii kullanilmastir.

Kesim reaksiyonu BamHI enziminin star aktivitesi olmasi nedeni ile iki
basamakta yapilmustir. Tlk olarak, BamHI enzimi olmaksizin, Ndel kesim reaksiyonu
37°C’e ayarlanmis su banyosunda 1.5 saat bekletilmistir. Daha sonra BamHI enzimi

eklenerek kesim reaksiyonuna ayni kogullar altinda 1.5 saat devam edilir.

Kesim {iriiniiniin izolasyonu icin kesim reaksiyonun hepsi % 1’°lik agaroz jelde
elektroforeze tabi tutulmustur. Ligasyon reaksiyonu kurmadan once alict vektoriin
miktarinin bilinmesi gerektiginden, 5 ul’si % 1’lik agaroz jelde elektroforeze tabi
tutulmustur. Miktar1 bilinen markir DNA’s1 baz alinarak, UV altinda parlaklik ve
goreceli biiyiikliige gore izole edilen DNA miktar1 belirlenmistir. Daha sonra DNA

ligasyonda kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmuistir.

3.2.5. S. saprophyticus Fosfotransasetilaz Geninin pET28a(+)

Vektorii ile Ligasyonu
BamHI ve Ndel endoniikleazlan ile kesilen pET28a klonlama vektorii ile S.

Saprophyticus fosfotransasetilaz geni i¢in ligasyon reaksiyonu hazirlanmistir.

Ligasyon reaksiyonu bilesenleri, Cizelge 3.4’de verilmistir.
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Cizelge 3.4. pET28a(+) vektorii ile fosfotransasetilaz geninin ligasyon
reaksiyon bilesenleri

Cinsi Stok Alinan Son
Konsantrasyonu Miktar Konsantrasyon
Ssp.- Pta/BamH|-Ndel 3 ng/ul 15 ul 45 ng
pET28a/BamHI-Ndel 12 ng/ul 1,25 pl 16,2 ng
T4 Ligaz 5U/ul 1l 0,1U
T4 Ligaz Tamponu 10X 2 ul 1X
TOPLAM - 19,25 pl -

Elde edilen ligasyon reaksiyonu 16 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra
ligasyon sivist bir gece -20°C’de saklanmistir. Ertesi giin ligasyon karisimindan Sul

alinarak E. coli BL21 (DE3) bakterisine transferde kullanilmistir.

3.2.6. Fosfotransasetilaz Geni Tasiyan pET28a(+) Vektoriiniin

E. coli Top10 Bakterisine Transferi

Ligasyon iiriinlerinin E. coli Top10 hiicrelerine aktarimindan 6nce, bu hiicreler
kompetant hale getirilmistir. Kompetant hiicre hazirlamak i¢in, oncelikle E. coli
BL21 (DE3) bakterisinin -80 stogundan Sul’i 1 gece dénce 30 pg/ml kanamisin igeren
5 ml hacimli LB s1v1 besiyerine ekilerek 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde iiremeye
birakilmistir. Ertesi giin, tiremis olan kiiltiirden 50 ml hacimli LB s1v1 besiyerine %1

olacak sekilde inokiile edilmis ve 37 °C’de ODGOOnmE 0.4 oluncaya kadar (~2.5-3.0

saat) tiretilmistir. Bakteri buz {izerine alinarak 50 ml hacimli steril santrifiij tiiplerine
25 ml olacak sekilde paylastirllmistir. Bakteri kiiltiirii 4500 rpm’de 10 dk
santrifiijlenerek pelet haline getirilmistir. Siiparnatant kisim dokiilerek pelet 2 ml
soguk 0.1 M ile yikanmistir. Bakteri kiiltiirii 4500 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek
pelet haline getirilmistir. S1vi kisim uzaklastirilarak bakteri peleti 2 ml soguk 0.1 M

CaCl2 ile ¢oziilmiis ve buz iizerinde 30 dk inkiibe edilmistir. Bakteri kiiltiirii 4500

rpm’de 10 dk santrifiijjlenerek pelet haline getirilmistir. Siipernatant dokiilerek

bakteri peleti 1000 pl soguk 0.1 M CaCl2 ile tekrar c¢oziilmiistiir. Bakteri kiiltiirii

steril mikrosantrifiij tiiplerine 50’er pl olacak sekilde paylastirilarak kullanima hazir

hale getirilmistir.
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Cizelge 3.5’de verilen ligasyon karnsimindan 5 pl alinarak hazirlanan
kompetant hiicrelere transforme edilmistir. Transformasyon islemi i¢in, kompetent E.
coli BL21 bakterisi bulunduran 5 adet mikrosantrifiij tiipii buz iizerine alinmustir.
Dordiine tanesine 5 pl ligasyon sivisi ilave edilerek hafifce pipetlenmis ve karisim
homojen hale getirilmistir. Diger tiipe ise ligasyon kontrol grubunun 5 pl’i ilave
edilmis (sadece kesilen vektorii icerir) ve kontrol grubu olarak birakilmistir. Tiipler
buz iizerinde en az 30 dk bekletilmistir. Tiipler 42 °C’de 90 saniye tutulmus ve
hemen tekrar buz tizerine alinmigtir. Tiiplerdeki sivilarin tizerine 450 pl LB sivi
besiyerleri (antibiyotik icermiyor) bosaltilarak 37 °C’de 1 saat siireyle iiretilmistir.
Daha sonra bakteriler 12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek ¢cokertilmistir. Icinde
yaklasik 200 pl kalacak sekilde iist sivi atilmistir. Bu 200 pl icerisinde ¢oken
hiicreler siispanse edilmis ve 30 pg/ml kanamisin iceren LB agar plaklarina steril
cam cubukla yayma yontemiyle ekilmistir. Plaklar 5-10 dk kurutulduktan sonra ters

cevrilerek 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatore ertesi giine kadar tiremeye birakilmistir.

3.2.7. Rekombinant E. coli Kolonilerinin Sec¢imi ve

Karakterizasyonu

3.2.7.1. Ligasyonun Kloni PCR Analizi ile Kontrolii

Transformasyon plaginda gelisen kolonilerden 5 tanesi steril kiirdan yardimi
ile secilerek once koloni PCR tiipiine, sonra LB/Agar/Kan plaklarma ekilerek
37°C’de gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. PCR koloni; Cizelge 3.3’deki
reaksiyon ortami olusturularak Cizelge 3.2’deki program uygulanarak yapilmistir.
Koloni PCR ile ligasyonun basarili oldugu, gene 6zgii primerlerin bu geni ¢ogaltarak
% 1’lik agaroz jelde istenen biiyiikliikte band olusumu ile goriintiillenmistir. Secilen
kolonilerden istenen bandi iceren koloni, LB/Agar/Kan plaklarindan steril kiirdan ile
secilip 5 ml LB/Kan sivi besiyerine ekilip, 37°C’de gece boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Ertesi giin plazmid izolasyon protokolii (RTA kullanilarak plazmid

izolasyonu saglanir.
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3.2.7.2. SspPta-pET28a Vektoriiniin BamHI ve Ndel Endoniikleazlarla

Kesimi

Ligasyon sonucu olusan SspPta-pET28a vektoriiniin ligasyon kontrolii
yapilmasi icin, iizerinde bulunan Ndel ve BamHI kesim bolgeleri kullanilmistir.

Ligasyon reaksiyon bilesenleri i¢in Cizelge 3.4’ a bakiniz.

3.2.7.3. pta Geni Dizi Analizi

DNA dizi analizi i¢in SspPta-pET28a vektoriiniin yaklasik 20 ng/ul’den 45
pl’si  kullamlarak, dizi analizi icin RefGen Firmasi (ANKARA) tarafindan

yapilmistir.

3.2.8. S. saprophyticus Fosfotransasetilaz Geni Tasiyan
pET28a(+) Vektoriiniin BL21 (DE3) Hiicrelerine Transferi

[zolasyonu yapilan fosfotransasetilaz geni tastyan pET28a vektoriiniin 5 pl’si
almarak Bolim 3.2.6’da beliritildigi gibi E. coli ToplO bakterisine transfer

edilmistir.

3.2.9. Fosfotransasetilazin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

3.2.9.1. E. coli BL21 (DE3) Hiicrelerinde Pta Ekspresyonu

30 pg/ml Kanamisin igeren LB agar plaklarindan BL21(DE3) hiicre
kolonilerinden biri steril kiirdanla secilerek Sml LB sivi besiyerine ekilmistir.
37°C’de gece boyu bilyiimeye birakilan kiiltiir sabah 1litrelik flaskta 5 g KCl iceren
1 litre LB/Kan besiyerine aktarilmistir. 30°C’de ODgyp 0.6 oluncaya kadar
inkiibasyona birakilmistir (yaklasik 3.5-4 saat). ODgoy 0.6’a ulastiginda son
konsantrasyonu 0.25 mM olacak sekilde IPTG ile uyarilmis ve oda kosullarinda gece

boyu bilytimeye birakilmistir.
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3.2.9.2. Hiicre Ekstratindan Pta izolasyonu

E. coli/S.spPTA-pET28a bakterisinden hiicre i¢i protein izolasyonu
gerceklesmistir. Gece boyu biiylimeye birakilan hiicreler 10.000 rpm’de 10 dakika
santrifiijle coktiiriilmiistiir. Elde edilen bakteri peleti hacminin 10 kati1 kadar lizis
tamponunda ¢6ziilmiistiir. Elde edilen bakteri ¢ozeltisi buz icerisinde 40 saniye siire
ile 15 kez 3’er dakika ara ile sonikasyon islemine tabi tutulmustur. A¢iga cikan

hiicresel atiklar 10.000 rpm’de 20 dakika santrifiij ile uzaklagtirilmstir.

3.2.9.3. Ni-NTA Kolon Kullanmilarak His-Tag’lh Rekombinant Pta’nin

Saflastirilmasi

Sonikasyon sonrasi yapilan santrififjden yaklasitk 65 ml siipernetant elde
edilmistir. Siipernetanttan His-Tag’l1 proteinlerin izolasyonuna ge¢gmeden dnce, resin
kolonun daha once saflastirma deneylerinin olast kalintilarindan arindirmak igin;
resinin Sml’i Tampon A (500 mM imidazol i¢eren 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl
pH; 7.5) ile 10 kez yikanmistir. Olast protein kalintilarindan arindirilan kolon,
imidazol igermeyen yikama tamponu ile 20 kez yikanarak imidazolden arindirildi.
Protein ekstrat1 kolona yiiklenerek akan siiziintii toplanmistir. Tiim protein ekstrati
aktildiktan sonra 25 ml imidazolsiiz Tris-HCl tamponunda yikanan kolon, once
0.010 M ve sonra 0.2 M imidazol iceren Tris-HCI/NaCl tamponu ile yikanmistir. 10
mM imidazol iceren tamponla 1’er ml’lik 14 fraksiyon toplanmisken, 200 mM

imidazol iceren tampon ile 16 fraksiyon toplanmistir.

3.2.9.4. SDS-PAGE Analizi

SDS-PAGE jel ile fraksiyonlarda toplanan proteinlerin goriintiilenmesi
saglanmistir. SDS-PAGE’de yiiriitiilmek {izere, sonikasyon sonrasi peletten, kolon
yikamasi sirasinda elde edilen tutunmayan protein fraksiyonundan, siipernatanttan ve
10 mM ve 200 mM imidazol iceren elute tamponu ile toplanan fraksiyonlardan

ornekler hazirlanmistir.
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%12’1ik toplayici jel asagida verilen oranlarda kimyasallarm ilavesiyle

hazirlanir:

Cinsi Yiiriitme Jeli Yiikleme Jeli

Su 3.3 ml 1.4 ml

%30 Akrilamid Karigimi 4.0 ml 0.33 ml

1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5 ml -

1 M Tris (pH 6.8) - 0.25 ml

%10 SDS 0.1 ml 0.02 ml

%10 amonyum persiilfat 0.1ml 0.02 ml

TEMED 0.004 ml 0.002 ml

Cizelge 3.5. SDS-PAGE hazirlamada kullanilan kimyasallar [Laemmli, 1970].

Yiiriitme jeli hazirlanirken polimerizasyonu saglayan amonyum persiilfat ve
TEMED c¢ozeltilerinin en son ilave edilmesine dikkat edilmistir. Daha Once
hazirlanan iki cam levhadan olusan diizenek arasindaki bosluga bir pastor pipeti
yardimiyla iistten 4-5 cm bosluk kalacak sekilde dokiilmiistiir. Uzerine ince bir
katman olusturacak sekilde su ilave edilerek donmasit icin 45 dk beklenmistir. Jel
donduktan sonra istteki su bir peceteye emdirilerek alinmistir. Bu arada yukarida
verilen oranlarda kimyasallarin karisimiyla yiikleme jel bir erlen igerisine

hazirlanmstir:

1.8 ml Akrilamid, 3.65 ml Tris (0.5 M, pH 6.8), 0.15 ml SDS (%10), 9.4 ml
Saf su

Polimerizasyonu saglamak i¢in 100 pl amonyum persiilfat (%10) ve 10 pl
TEMED eklenerek bir pipet yardimiyla yiiriitme jelin iizerine dokiilmiistiir. Jel taragi
yerlestirilerek donmasi i¢in 45 dk beklenmistir. Jel donduktan sonra tarak ¢ikarilarak
yarisina kadar elektrod soliisyonu konmus olan tankin igerisine kisa cam i¢ tarafa
gelecek sekilde yerlestirilmistir. Karsi tarafa iki cam levha yan yana konularak uzun
cam ic¢ tarafa gelecek sekilde yerlestirilmistir. Daha sonra iki cam levhanin arasina
jelin iizerine ¢ikacak kadar, disina ise 2-3 parmak yiiksekliginde elektrod soliisyonu

ilave edilmistir [Laemmli, 1970].
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Orneklerden 5X, 6X yiikleme tamponundan 1X olacak sekilde ependorf
tiiplerinde SDS-PAGE 6rnekleri hazirlanmistir. 10 dakika kaynatma sonrasi kisa
siireli santrifiij edilen ornekler, SDS-PAGE kuyularina dikkatlice yiiklenerek

elektroforeze tabi tutulmustur.

Saflastirilan proteinlerin SDS-PAGE goriintiilerine bakilarak, uygun 6rnekler
bir araya getirilerek diyaliz tamponunda (2 mM 2-merkaptoetanol, 50 mM KCl
iceren 20 mM Tris-HCI tamponu) diyaliz edilmistir.

3.2.9.5. Bradford Metodu le Protein Miktar Tayini

Diyaliz edilen 7-13 numarali karisim igerisindeki protein miktar1 Bradford

metodu ile belirlenmistir [Bradford, 1976].

. Bu protokol ile protein miktar1 belirlemek icin mikroplaka okuyucusu olmasi

sarttir. Metoda gore;

1) Bradford boya ajaninin 1 hacmine, distile suyun 4 hacmi eklenir. Olasi partikiilleri
uzaklagtirmak icin Whatman # 1 filtresinden gegirilir. Bu boya oda sicakliginda
yaklagik iki hafta kullanilabilir.

2) 5 farkh diliisyonda (0.05 mg/ml- 0.5 mg/ml) protein standartlar1 hazirlanir.
Kullanmadan 6nce mikroplaka okuyucuda okunup, standartlarin lineer olmasina
dikkat edilir.

3)Her standart ve 6rneklerden 10 pl alinip, plakanin kuyularina yiiklenir.

4) Her kuyuya boya soliisyonundan 200 pl eklenir. Mikroplaka karistiricida veya

temiz pipet ucu ile dikkatlice karigtirilir.

5) En az 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

6) Ornek yiiklii plaka 595 nm absorbansta okutulur.
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3.2.9.6. MALDI-TOF Analizi

Rekombinant proteinin molekiiler agirligt MALDI-TOF kiitle spektrometre ile
analiz edildi. Analiz i¢in 50 pl enzim (1 mg/ml) soliisyonuna 500 ul %20’lik TCA
¢ozeltisi eklendi ve 30 dakika buz iizerinde bekletildikten sonra, 10 dakika 12000
rpm’de santrifiij edilerek coktiiriildii. Elde edilen pelete, 500 pl aseton eklenerek, 3-5
dakika buz iizerinde bekletildikten sonra, 10 dakika 12000 rpm’de santrifiij edilerek
tekrar ¢oktiiriildi. Oda sicakliginda kurutulan pelet, daha o©nce formik
asit/su/izopropanol (1/3/2) ¢ozeltisinde doyurulmus sinapinik asit matriksinin 30
ul’si ile siispanse edildi. Bu Ornekten 3 upl almarak MALDI-TOF plakaya

damlatildiktan sonra kurutulup analizi yapildi.

3.2.10. Pta Aktivite Tayini

Pta aktivitesi, daha once belirtilen spektrofotometrik yontemle 233 nm’de
Asetil-CoA’nin olusumunu zamana karsi (toplam 120 sn) takip edilerek ol¢iilmiistiir
[Lawrence et al.,2005]. Reaksiyon karigimi (toplam 500 pl): 455 ul tampon B (100
mM Tris-HCI, pH 7.5, 115 mM KCIl, 2mM DTT), 25 pl asetil-fosfat (suda
¢Oziinmiig72 mM) , 20 pl CoA’dan (suda c¢oziinmiis ve 3 mM DTT igerir)
olusmaktadir. Reaksiyon karigimi istenilen sicaklifa gelince (~ 3 dk), 2 pl enzim

eklenerek reaksiyon baslatilmistir.

3.2.10.1. Enzim Miktarmin Baslangic Hizina Etkisi

Enzim miktarini seri halde seyreltmek icin enzim diliisyon tamponu (25 mM
MOPS tamponu, 50 mM KCI, 2 mM DTT, %10 gliserol iceren) ile 10 kattan 150
kata kadar enzim diliisyonlar1 hazirlanarak; 3.6 mM asetil-fosfat, 0.16 mM CoA ile
oda sicakliginda reaksiyona tabi tutulmustur. Enzim aktivite dl¢ctimlerinde 2 mM 2-

merkaptoetanol iceren 0.1M Tris-HCI, 0.115 M KCl pH 7.5 tamponu kullanilmistir.
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3.2.10.2. Asetil-Fosfat icin K, Degerinin Belirlenmesi

Enzim miktar1 0.02 pug, CoA miktar1 0,12 mM’da sabit tutulup 0.0144’ten 3.6
mM’a kadar seri asetil-fosfat miktarlar1 olusturularak 25 °C’de reaksiyona tabi

tutulmustur.

3.2.10.3. CoA icin K;;, Degerinin Belirlenmesi

CoA’a kars1 spesifik aktivite belirlenirken; enzim miktar1 0,02 pg, asetil-fosfat
miktar1 3.6 mM’da sabit tutulup 1.6°dan 200 pM’a kadar seri CoA miktarlarn

olusturularak 25 C°’de reaksiyona tabi tutulmustur.

3.2.10.4. Farkli Tuzlarimm Pta Aktivitesine Etkisi

Pta iizerine KCI, NH4Cl, (NH4),S0, tuzlarinin etkileri incelenmistir. Her tuz
icin 1M stok soliisyonu hazirlanmistir. 0.02 pg enzim, 4.32 mM asetil-fosfat, 0.12
mM CoA miktarinda 20 mM’dan 200 mM’a kadar tuz konsantrasyonlar1 varliginda

enzim aktivite degisimi incelenmistir.

3.2.10.5. pH’1n Pta Aktivitesine Etkisi

Pta iizerine pH etkisini incelemek i¢in 50 mM MOPS ve 50 mM Tris tamponu
kullanilmistir. 6.5- 8.0 pH aralig1 icin MOPS tamponu, 7.5-9.0 pH aralig1 icin Tris
tamponu kullanilmistir. Reaksiyon 0.02 pg enzim, 0.12 mM CoA, 3.6 mM asetil-
fosfat varliginda 25°C’de gerceklesmistir.

3.2.10.6. Sicakhigin Pta Aktivitesine Etkisi

Pta tizerine sicakligin etkisini incelemek icin 2 mM 2-merkaptoetanol iceren
0.1M Tris-HCI, 0.115 M KCIl pH 7,25 tamponu kullanilmistir. 10°C’den 80°C’e
kadar sicaklik degisiminde enzim (0.02 pg) ve substrat miktarlar (asetil-fosfat, 3.6
mM; CoA, 0.12 mM) sabit tutularak ol¢ciim yapilmistir. Sicaklik degisimleri su

banyosu kullanilarak yapilmstir.

43



4. SONUC ve TARTISMA

4.1. Fosfotransasetilaz Geninin Klonlanmasi

S. saprophyticus pta geninin pET28a(+) vektoriine klonlama asamalar1 6zetle

Sekil 4.1°de gosterilmistir.

2516 kbp (S.saprophy. genomik DNA)

Bamlirll l

Ndel PCR

|

‘\ PCR iiriinii

Ndel

pET28a(+)
5369 bp

Bamifl

T4 DNALigaz
Bamif

6319bp \del

SspPTA-pET28a

Sekil 4.1. S.saprophyticus pta geninin pET28a (+) vektoriine klonlama asamalari.

[k ©nce, pta genine spesifik primerler (bkz. Sekil 3.1) kullamlarak tahmini
biiyiikliikteki gen (~ 1000 bp) PCR ile ¢ogaltilarak elde edildi (Sekil 4. 2).
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Sekil 4.2. Fosfotransasetilaz genine ait PCR diriiniiniin % 1’lik
agaroz jelde goriintiillenmesi. M: markir, pta: PCR {iriinii.

Daha sonra, plazmit izolasyonu kiti (RTA firmasi Gebze) ile saflastirilmasi
yapildi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Izolasyonu yapilan pET28a(+), pta geninin agaroz jelde
goriintiillenmesi. M, markir; 1-2, pra geni; 3, pET28a(+)

Saflagtirilan PCR iiriinii ile pET28a(+) vektorii Ndel ve BamHI endoniikleazlar

ile kesilerek ligasyona hazirlandi. Kesilen parcalar 3/1 insort/vektor oran1 T4 DNA
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ligaz enzimi kullanilarak ligasyon reaksiyonuna tabi tutuldu. Ligasyon {iriinleri

9%1’liik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 4.5).

4.1.1. Ligasyon Kontrolii

E.coli ToplO hiicrelerine aktarilan ligasyon iiriinleri, 30 pg/ml Kanamisin
iceren plaklarda koloni secimi ic¢in biiyiitiildii. Seg¢ilen koloniler ile koloni PCR
yapildi. Koloni PCR sonuglan ile %1°lik agaroz jelde, 987 baz ciftlik pta geni
biiyiikliigiinde bandlar elde edilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. % 1’lik agaroz jelde PCR koloni fiiriinlerinin
goriintiilenmesi. M; markir, 1-5 numarali secilen kolonilerin PCR
trtinleri.

Ligasyon reaksiyonun bir diger kontrolii i¢in, plasmid SspPTA-pET28a(+)
Ndel ve BamHI endoniikleazlarla kesime tabi tutulmustur (Sekil 4.5). Kesim sonucu

plazmidin pta geni biiyiikliigiinde parca attig1 gosterilmistir.
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1000bp

Sekil 4.5. SspPta-pET28a  vektoriinin  BamHI ve  Ndel
endoniikleazlarla kesimi. M; markir, 1; SspPta-pET28a vektorii kesim
reaksiyon lriinleri 2; SspPta-pET28a vektori 3; pET28a vektorii.

4.1.2. pta DNA Dizi Analiz Sonucu

RefGen Firmasi’na (Ankara) yaptirilan dizi analizi sonuclarina gore, pET28a
(+) vektoriine aktarilan gen pargasinin S. sapropyticus bakterisinin olasi pta geni
oldugu dogrulanmistir (Sekil 4.6). Dizi analiz sonucunda elde edilen dizi
kromotogramlart Ek-1 ve Ek-2’de gosterilmektedir. Bu sonuglar, KEGG
veribankasinda verilen S. saprophyticus genom haritasinda oldugu varsayilan pta gen
dizisi ile karsilastinldiginda; 270. glisin rezidiisiiniin glutamik aside doniistiigii

goriilmiistiir.
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136

181

226

271

316

406

451

496

541

586

631

676

721

766

811

856

901

946
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TTG

ATT

CTG
Leu

GAA
Glu

GAA
Glu

GAT
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GCC
Ala

ATT
Ile

TTT
Phe

GAG
Glu

ACT
Thr

GGT
Gly

GGT
Gly

AAA
Lys

GCA
Ala

AAA
Lys

ACT
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GCT
Ala

GAT
Asp

CCT
Pro

GAT
Asp

GGT
Gly

CCA
Pro

GCG

ACC

GTG
Val

AAA
Lys
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TAT
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TTA
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GAC
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Met
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GTC
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720
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1036 GGC TGT TCT AAA GAA GAC GTG TAT AAT TTA TCA ATC ATT ACT GCA 1080
Gly Cys Ser Lys Glu Asp Val Tyr Asn Leu Ser Ile Ile Thr Ala

1081 GCA CAA TCA TTG CAA TAA 1098
Ala Gln Ser Leu Gln End

Sekil 4.6. Dizi analizi sonucu belirlenen pta baz dizisi. ilk 111 baz
pET28a(+) vektoriine aittir. pta genine ait kistm 112. bazdan itibaren
baslamaktadir. Ayrica, kodladig1 amino asit dizisi alt kistmda verilmistir.

4.1.3. S. saprophyticus Pta Amino Asit Dizisinin Diger Pta

Dizileri ile Karsilastirmasi

Kfristal yapis1 bilinen B. subtilis, M. thermophila, S. pyogenes bakterilerinden
elde edilen Pta ile S. saprophyticus bakterisinden elde edilen Pta arasindaki dizi
benzerligi LALIGN [Huang and Miller 1991] programi ile incelenmistir. Bu
karsilastirmaya gore S. saprophtyticus Pta M. thermopyla Pta’s1 ile %45.8, S.
pyogenes Pta’st ile %56.5, B. Subtilis Pta’s1 ile %67.1 dizi benzerligi gostermistir. Bu
sonuglara gore yapr ve fonksiyon icin en yakin benzerlige sahip olan B. Subtilis
Pta’sidir (Sekil 4.7). S. Saprophyticus Pta’simin karakterizasyonu yapilirken B.

subtilis pta’si ile karsilastirmaya gidilmistir.
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Sekil 4.7. B. subtilis ve S. saprophyticus Pta’larin amino asit
dizilerinin karsilastirmasi. Dizi iizerindeki mavi ¢izgiler ve siyah oklar B.
subtilis’in ikinci yapi1 elementlerini (a-helix ve P-strand) gosterir. 32
prokaryotik Pta dizileri arasinda yapilan dizi kargilastirmasina gore (Iyer
et al., 2004), az ve yiiksek korunmus diziler sirasi ile mor ve kirmizi
olarak isaretlenmistir.
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4.2. Pta’nin Ekspresyonu ve Saflastirmasi

4.2.1. Pta Ekspresyonu

. Plasmiti tasiyan E. coli BL21 (DE3) hiicreleri ile 100 ml’lik kiigiik kiiltiir
baslatildi ve zamana karsi ekspresyon olup olmadigr gozlendi. Sekil 4.8’den de
goriilecegi gibi 37 °C’de IPTG ile indiiklendiginde zamanla ekpresyonu artmakta ve

3 saatte maksimum diizeye ulasmaktadir.

—»37 kDa

— - e v

Sekil 4.8. E.coli BL21 (DE3) hiicrelerinden Pta enziminin over
ekspresyonunun SDS-PAGE jelinde goriintiisii. M, markir; 1, IPTG
oncesi; 2, IPTG sonras1 1. Saat; 3, IPTG sonras1 2. Saat; 4, IPTG sonrasi
3. Saat; 5, IPTG sonras1 4. Saat; 6, IPTG sonras: 5. Saat.

S. saprophyticus Pta elde etmek icin; SspPTA-pET28a(+) vektoriinii iceren E.
coli BL21(DE3) hiicreleri 37°C’de biiyiitiiliip, yine ayn1 sicaklikta IPTG ile uyarildi.
Fakat, saflagtirma asamasinda rekombinant Pta’nin cogu inkliizyon cisimcikleri

olarak gozlendi ve coziiniir halde elde edilen az miktardaki protein Pta aktivitesi

gostermedi.
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Ikinci denemede, hiicreler 30°C’de biiyiitiildii ve oda sicakliginda 0.25 mM
IPTG ile uyarldi. Bu kez; rekombinant Pta’nmin daha az kismi inkliizyon
cisimciklerinde gozlendi ve elde edilen protein yiiksek Pta aktivitesi (400

umol/dk.mg protein) gosterdi.
4.2.2. Ni-NTA Kolondan Protein Saflastirilmasi

Sonikasyon sonrasi siipernatant, rekombinant protein harici farkli proteinleri de
icerdigi icin, His-Tag iceren rekombinant proteinlerin saflagtiritlmast Ni-NTA rezin

ile gerceklestirildi (Sekil 4.9).

Ni-NTA
rezin

oY &) &) &)
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Sekil 4.9. Ni-NTA’dan rekombinant proteinlerin saflastirilmasi.

Yikama 10 mM imidazol ve 200 mM imidazol iceren iki farkli yikama
tamponu ile yapildi. 10 mM imidazol iceren tampon ile spesifik olmayan
baglanmaya gosteren farkli proteinler rezin kolondan ayrstirilirken, 200 mM
imidazol iceren yikama tamponu ile rekombinant Pta’nin saf halde elde edilmesi

sagland1 (Sekil 4.10).
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37 kDa

Sekil 4.10. Ni-NTA rezinden toplanan fraksiyonlar. 1, Pelet; 2,
kolondan gecen protein ekstrati; 3, siipernatant; M, markir; 4, 200 mM
imidazol iceren ayirma tamponu ile toplanan 4. fraksiyon; 5, 5.
fraksiyonun 2,5 pl’i; 6, 5. fraksiyonun 5pl’i; 7, 6. fraksiyonun 2,5 pl’i; 8,
6. fraksiyonun 5ul’i; 9, diyaliz edilen 7-13. fraksiyon karigimi.

4.2.4. MALDI-TOF Analizi

His-tag iceren rekombinant Pta’nin hesaplanan molekiiler agirlign 37422.3
Da’dur. MALDI-TOF kiitle spektrometre analizi ile His-tag Pta’min molekiiler
biiytikliigii 37423.02 £+ 200 Da bulundu (Sekil 4.11). Bu sonuglara gore, hesaplanan

ve bulunan molekiiler agirliklar uyumludur.
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Sekil 4.11. Pta’nin MALDI -TOF analizi.

m/z civarindaki bantin genisletilmis halidir.

54



4.3. Pta’nin Karakterizasyonu

4.3.1. Enzim Miktarimin Baslangi¢c Hizina Etkisi

Michaelis-Menten  denklemine gore baslangic hizi, tim  substrat
konsantrasyonlarinda, enzim konsantrasyonu ile direk orantilidir. Yani, in vitro
deney sartlarinda enzim miktar hiz belirleyicidir. Dolayisiyla, enzim karakterizasyon
calismalarinda, ilk 6nce, enzim miktarimin baslangic hizina etkisi belirlenip, diger
kinetik deneylerde kullanilacak enzim miktar tayin edilmelidir. Bu baglamda, biz de
ilk Oonce, rekombinant Pta enzim miktarinin baslangic hizina etkisini belirledik
(Sekil 4.12). Sekil 4.12’den de goriilecegi gibi, belirtilen deney sartlarinda, yaklasik
0.02 pg enzim miktarina kadar baslangic hizi lineer artmaktadir. Bu sonuglara gore,
ayn sartlarda, yaklasik 0.01-0.02 pg enzim miktarinin uygun oldugu diisiiniildii ve
bundan sonraki deneylerde, aksi belirtilmedigi takdirde, bu miktarlar ile devam

edildi.
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Sekil 4.12. Enzim miktarina bagli olarak aktivite grafigi. Reaksiyon
2 mM 2-merkaptoetanol iceren 0.1M Tris-HCI, 0.115 M KCI pH 7.5
tamponu icerisinde 3.6 mM asetil-fosfat, 0.16 mM CoA ile 25 °C’de
gerceklestirilmistir.
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4.3.2. Asetil-Fosfat ve CoA icin K,, Degerlerinin Belirlenmesi

Michaelis-Menten denklemine gore enzim konsantrasyonu ve diger biitiin
sartlarin  sabit oldugu bir ortamda enzimatik tepkimenin hizi, substrat
konsantrasyonunun arttirllmasiyla baslangigta dogrusal bir artis gosterir; fakat
substrat ilave edildik¢ce hiz giderek daha az artar ve belirli bir V,x diizeyinde sabit
kalir. K, en yiksek hiz degerinin (V) yarisina ulagsmak i¢in gerekli substrat
miktaridir. ke /Kp (veya Viax/Kn) degeri enzim-substrat iliskisinde bir olciidiir.

kea/ Kiy degeri yiiksek olan bir enzim substratina yiiksek ilgi gosterir.

Bu baglamda, elde ettigimiz rekombinant Pta’nin, asetil-fosfat ve CoA
substratlarina olan ilgisini gosteren K;, ve Vp.x degerleri belirlenmistir.
Staphylococcus saprophyticus Pta’nin asetil-fosfata karsi olan K, ve Vi« degerleri,
Sekil 4.13’teki verilerin Michaelis-Menten denklemine nonlineer fit edilerek,
sirasiyla, 0.159 mM ve 344 pmol/dak.mg olarak bulunmustur. BRENDA database’de
bilinen Pta’lar igerisinde asetil-fosfata olan K, degerleri 0.024-22.5 mM arasinda
degismektedir. Staphylococcus saprophyticus Pta enzimine en yakin dizi benzerligi
gosteren B. subtilis’in asetil fosfata olan K, degeri 0.53 mM olarak bulunmustur. Bu
deger S. saprophyticus Pta’sinin asetil fosfata daha yiiksek bir afiniteye sahip

oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.13. Pta enziminin asetil-fosfata olan spesifik aktivitesi.
Reaksiyon 2 mM 2-merkaptoetanol iceren 0.1M Tris-HCI, 0.115 M KClI
pH 7.5 tamponunda, enzim miktart 0.02 pg, CoA miktar1 0.12 mM’da
sabit tutulup 0.0144°ten 3.6 mM’a kadar seri asetil-fosfat miktarlar:
olusturularak 25 °C’de gerceklestirilmistir. Veriler Michaelis-Menten
denklemine nonlineer olarak fit edilmistir.

Cizelge 4.1. S. saprophyticus Pta i¢in kinetik parametreleri.

Substrat K (mM) Vomax(Hmol/min.mg) Keat () Keat/Kn(M™.5)
Cesitleri

Asetil fosfat 0.159 344 213.7 1.34x10°
CoA 0.0738 440 274.6 3.76x10°

S. saprophyticus Pta’min CoA’ya kars1 olan K, ve V. degerleri, Sekil
4.14’teki verilerin Michaelis-Menten denklemine nonlineer fit edilerek, sirasiyla,
73.8 uM ve 440 pmol/dak..mg olarak bulunmustur. BRENDA database verilerine
gore bilinen Pta’larin CoA’a olan K, degerleri 30-1694 uM arasinda degismektedir.
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B. subtilis Pta’nin CoA icin K, degeri 1.3 uM olarak bulunmustur [Xu et al., 2005].
S. saprophyticus Pta’sinin CoA’a olan afinitesine en yakin afiniteye termofilik

bakteri M. thermophyla Pta’s1 (K, 70 pM) sahiptir.
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Sekil 4.14. CoA konsantrasyonuna bagli Pta aktivitesi. Reaksiyon 2
mM 2-merkaptoetanol iceren 0.1M Tris-HCI, 0.115 M KCl pH 7.5
tamponunda,enzim miktar1 0.02 pug, asetil-fosfat miktar1 3.6 mM’da sabit
tutulup 0.0016’dan 0.2 mM’a kadar seri CoA miktarlar1 olusturularak 25
°C’de  gerceklestirilmistir.  Veriler Michaelis-Menten denklemine
nonlineer olarak fit edilmistir.

4.3.3. Pta Aktivitesi Uzerine Tuzlarin Etkileri

Literatiirde, simdiye kadar biyokimyasal ozellikleri rapor edilen tim Pta
aktivitelerinin NH4", K" iyonlarinin varliginda arttigi rapor edilmistir [bkz Cizelge
2.1]. Bu ¢alismada, rekombinant olarak elde ettigimiz S. saprophyticus Pta aktivitesi
izerine bu iyonlarin etkilerini incelemek icin KCl, NH4Cl, (NH4),SO4 tuzlan

kullanilmistir. (NHy4),SO4 tuzu, diisiik konsantrasyonlarda aktiviteyi artiriken yiiksek
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konsantrasyonlarda enzim inhibisyonuna neden olmaktadir (Sekil 4.15). Yiiksek
konsatrasyonlarda, (NH4);SO4 tuzunun Pta’nin ¢Oziiniirliginii  diistirdiigii
diisiiniilmektedir. Diger yandan, KCl ve NH4Cl tuzlarinin konsantrasyonu arttikca
enzim aktivasyonunun arttigr goriilmektedir (Sekil 4.14); bu iki tuz herhangi bir
inhibisyona sebep olmamaktadir. NH4Cl tuzu diisiik konsantrasyonlarda daha etkili
oldugu gozlendi. Her iki tuzun beraber kullanilmas1 aktiviteyi, her ikisinin ayr1 ayri
kullanildigindakinden fazla artirmamistir. Bu sonuglar, NH;" ve K* iyonlarinin aym
bolgeye baglandigim gostermektedir. Benzer sonuglar, NHs* ve K iyonlarinin
aktivitesini artirdig1r bagska enzimler i¢cin de rapor edilmistir [Hiromasa and Roche,

2008].
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Sekil 4.15. Pta aktivitesi iizerine tuzlarin etkisi. Reaksiyon 50 mM
Tris-HCI1 tamponunda, 0.02 pg enzim, 4.32 mM asetil-fosfat, 0.12 mM
CoA miktarinda 20 mM’dan 200 mM’a kadar tuz konsantrasyonlari
varliginda 25°C’de gerceklestirilmistir.

Literatiirde iyon etkisi olarak bir de NaCl calisilmistir ve Pta aktivitelerinin
inhibisyonuna neden oldugu rapor edilmistir [Lundie ve Ferry, 1989]. Bu ¢alismada
da NaCl’iin rekombinant Pta aktivitesini inhibe ettigi goriilmiistiir (Sekil 4.16). KCl1

varhiginda inhibisyon etkisi daha azdir, fakat NaCl konsantrasyonu arttikca
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inbibisyon etkisi de artmaktadir (Sekil 4.16). Bu da, Na* iyonlarinin K* iyonlarinin

baglandig1 bolgeye baglanarak inhibe ettigini gostermektedir.
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Sekil 4.16. NaCl tuzunun Pta aktivitesine etkisi. Reaksiyon 0.02 pg
enzim, 4.32 mM asetil-fosfat, 0.12 mM CoA miktarinda 0-160 mM NaCl
konsantrasyonu varliginda 25°C’de gercgeklestirilmistir. Reaksiyonun
yapilisi tam ifade edilmemis.

4.3.4. pH’1n Pta Aktivitesine Etkisi

Enzimin aktif bolgesi, buraya substrat baglanmasin1 ve reaksiyonun
katalizlenmesini miimkiin kilacak bir iyonik bi¢cimde ya da iyonik gruplardan
olusacak bir konformasyon verecek bir sekilde olugsmustur. pH’daki degismeler bu
iyonlasabilen gruplarda ve dolayisiyla konformasyonel yapida degisiklige neden

olarak katalizin hizin1 etkileyebilir. Bunun disinda substrat molekiili de
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iyonlasabilen gruplar icerebilir, ya da substratin sadece iyonlasabilen sekli enzime

baglanarak katalize ugrayabilir. Bu da reaksiyonun hizini etkiler.

Bu nedenle bu calismada, pH’in Pta aktivitesine etkisi belirlenmistir. S.
saprophyticus Pta’inin aktivitesi i¢in optimum pH 7.5 olarak bulunmustur (Sekil
4.17). Enzim 6.5-7.5 araliginda aktivite gosterebilmektedir. pH 8 ve sonrasinda
aktivite biiylik miktarda azalmaktadir. Dizi benzeri olan B. subtilis Pta i¢in optimum

pH 7.6’dir [BRENDA database].
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Sekil 4.17. Pta aktivitesi iizerine pH’in etkisi. Reaksiyon 0.02 pg
enzim, 0.12 mM CoA, 0.72 mM asetil-fosfat varliginda 25°C’de Bo6liim
3.2.10.5’de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.
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4.3.5. Sicakhigin Pta Aktivitesine Etkisi

Kimyasal reaksiyonlarin ¢cogunun hiz1 sicakligin artmasi ile artar. Sicakliktaki
artis reaktant molekiillere daha fazla kinetik enerji saglar, bu da birim zamanda daha
fazla sayida iiretken carpisma ile sonuclanir. Enzim katalizli reaksiyonlarda da
benzer tarzda davranir. Ancak yiiksek sicakliklarda enzimler denatiirasyona ugrar ve
aktivitesini yitirir. Bu nedenle, her enzim i¢in optimum sicakligin belirlenmesi 6nem

arzetmektedir.

S. saprophyticus Pta’inin aktivitesi icin optimum sicakligi 30°C-35°C olarak
belirlendi (Sekil 4.18). Enzimin aktivitesi 60 °C’den sonra biiyilkk oranda
azalmaktadir. Dizi benzeri B. subtilis Pta icin sicaklik calistimamistir; fakat
termofilik bakteri M. thermopila igin optimum sicaklik 45°C olarak bildirilmigtir
[BRENDA database].
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Sekil 4.18. Sicakligin Pta aktivitesi iizerine etkisi. Reaksiyon 2 mM
2-merkaptoetanol iceren 0.1M Tris-HCl, 0.115 M KCI pH 7.25
tamponunda 0.02 pg enzim, 0.12 mM CoA, 3.6 mM asetil-fosfat
varliginda 10°C- 80°C aras1 degisen sicakliklarda gerceklestirilmisti.
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5. GENEL DEGERLENDIRME

Bu calismada, S. saprophyticus bakterisinde oldugu varsayilan pta geni ilk kez
klonlanmistir. Klonlanan genin baz dizisi dizi analizi ile dogrulandi. Gen {iiriinii olan
Pta’nin amino asit dizilimiyle secilen ii¢ bakteriden (M. thermopila, B. subtilis, S.
pyogenese) Pta amino asit dizileri dizi alignment LALIGN [Huang and Miller 1991]
program ile karsilagtinnlmistir. En yakin dizi benzeri (%67.1) B. subtilus oldugu
bulunmustur. Kristal yapilart bilinen Pta’larin sekonder yapilari aym1 oldugu
bildirilmistir [Xu et al., 2005]. Buna gore; elde edilen SspPTA’ninda (glnci ve ikinci

yapilari ayni oldugu disinilmektedir.

MALTI-TOF analizleri ile elde edilen Pta’nin molekiil agirligi 37422.02 +200
Da olarak bulundu. Enzimin asetil-fosfat i¢cin K;, degeri 0.159 mM, CoA i¢in K,
degeri 0.0738 mM olarak saptandi. Bulunan afinite degerleri literatiirde simdiye
kadar analizi yapilmis Pta’lara gore oldukca yiiksektir. Literatiirde simdiye kadar
biyokimyasal olarak karakterize edilmis Pta’lar i¢in K™ ve NH," iyonlarmin aktive
edici rolii oldugu bilindiginden dolayi, S. saprophyticus Pta aktivitesine tuzlarin
etkileri arastirildi. KCl1 ve NH4ClI tuzlarinin Pta aktivitesini arttirdigi belirlenirken,
(NH4)2S04 (yliksek konsantrasyonda) ve NaCl tuzlarmin aktiviteyi inhibe ettigi
belirlendi. Enzim icin optimum pH 7.5 ve optimum sicaklik 30°-35°C olarak

belirlendi.

Pta enziminin yap1 ve fonksiyonuna dair calismalar heniiz netlik kazanmig
degildir. Bu nedenle, ileride enzim iizerinde yap1 fonksiyon calismalar1 yapilarak,
aktivasyon prosesi igin oneriler gelistirilebilir. Insanda, yap1 ve fonksiyon benzeri
enzimlerin caligma prensibine 1s1k tutularak, olast tibbi kullanimina agiklik

getirilebilir.
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EKLER

EK-1. T7-lleri Primer ile pta Geni Dizi Analizi Kromotogrami.
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EK-2. T7-Geri Primer ile pta Dizi Analizi Kromotogrami
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