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OZET

TEZ KONU BASLIGI: Staphylococcus saprophyticus
FOSFOTRANSASETILAZ’IN KiNETIiK VE MEKANIZMASININ
INCELENMESI

YAZAR ADI: HAMDI YILDIZ

Bu ¢alismamizda, Staphylococcus saprophyticus’dan ilk defa bizim laboratuarda
klonlanan ve Escherichia coli’de exprese edip saflastirilan fosfotransasetilazin (Pta)

kinetik ve mekanizmasini inceledik.

Pta’nin  katalizledigi  reaksiyonun iicli kompleks veya ping-pong
mekanizmasiyla olup olmadigmi aywt etmek i¢in, farkli  substrat
konsantrasyonlarinda ileri ve geri reaksiyonlarin baglangic hizlari 6lgiilerek, 1/v’ye
karst 1/substrat grafigi ¢izildi. Elde edilen grafiklerin paralel olmayip kesistigi
goriildii. Bu sonuglar, Pta’nin katalizledigi ileri ve geri reaksiyonun mekanizmasinin
t¢lii kompleks mekanizmasiyla gergeklestigini gostermektedir. Pta’nin katalizledigi
reaksiyonun ti¢lii kompleks mekanizmalar1 olan rastgele (random) ve sirali (ordered)
iki substrat-iki tiriin mekanizmasindan hangisi oldugunu belirlemek i¢in de firiin
inhibisyonu deneyleri yapildi. Uriin inhibisyon deneyleri sonucunda Pta’nin
katalizledigi reaksiyon mekanizmasinin rastgele iki subtrat-iki drin (rapid

equilibrium random bi-bi) mekanizmas1 oldugu goriildii.

Ayrica, bazi metabolitlerin (NADH, piriivat, ATP ve a-ketoglutarat) S.
saprophyticus Pta’nin aktivitesi tizerine etkisi de ¢alisildi. NADH ve pirtivatin
herhangi bir etkisi gézlenmezken, ATP ve a-ketoglutarat’in ileri ve geri reaksiyonu
inhibe ettigi goriildii. ATP’nin CoA’ya kars1 yarismali, Ac-Pi’ye kars1 ise yarigmasiz
inhibitér oldugu belirlendi. a-Ketoglutarat’in ise Pta i¢in allosterik bir inhibitor
oldugu goriildii; ileri ve geri reaksiyon i¢in yari-doygun konsantrasyonu 6.5 + 0.7
mM, ve Hill sabiti, sirasiyla, 2.6 + 0.8 ve 3.3 £ 0.2 olarak hesaplandi.
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SUMMARY

TITLE of THESIS: INVESTIGATION of KINETICS AND MECHANISM of
PHOSPHOTRANSASETYLASE (Pta) from Staphylococcus saprophyticus.

AUTHOR NAME: HAMDI YILDIZ

In this study, we investigated the kinetics and mechanism of Pta which was
cloned from Staphylococcus saprophyticus by ilknur Aksoy of this laboratory.

The initial velocity pattern of two substrate, two product reaction catalyzed by
Pta were investigated in order to differentiate between ternary complex kinetic
mechanism and a ping-pong kinetic mechanism. The initial velocity patterns are
consistent with a kinetic mechanism that proceeds via formation of ternary complex
between Pta and both subsrates prior to any chemical step, rather than via a ping-
pong mechanism. The product inhibition patterns of the reaction catalyzed by Pta
were analyzed to determine if substrate binding and product release are random or
ordered. Inhibition of the forward (acetyl-CoA forming) reaction catalyzed by Pta by
product inhibitors, acetyl-CoA and inorganic phosphate, was analyzed with respect
to various concentrations of the substrates, CoA and acetyl phosphate, using the
standard activity assay. Kinetic analysis and product inhibition studies indicated that
there is a kinetic mechanism that proceeds through random addition of both

substrates to the enzyme prior to any chemical step.

Furthermore, effect of some metabolites on the activity of Pta have been
investigated. The enzyme was inhibited in both forward and reverse directions by
ATP and a-ketoglutarate but not affected by pyruvate and NADH. ATP was
competitive with respect to CoA and noncompetitive with respect to acetyl-
phosphate. The inhibition by a-ketoglutarate, however, was allosteric with half-
saturations at 6.5 £ 0.7 mM and Hill coefficients of 2.6 + 0.8 and 3.3 + 0.2, in
forward and reverse directions, respectively, presenting the first example of allosteric

regulation of a member of class | Ptas.
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1. GIRIS

Fosfotransasetilaz (Pta, EC 2.3.1.8), asetat kinazla (AckA) birlikte bakterilerde
ATP sentezi ve asetil-CoA’nin asetata doniisiimiinde 6nemli rol oynar. Asetil-
CoA’nin hem biyolojik olarak sentezlenmesi hem de tiiketimi, okaryot ve
prokaryotlarda fizyolojik 6neme sahiptir. Asetat biitiin fakiiltatif ve zorunlu anaerob
mikroorganizmalarin enerji tiretim metabolizmasinda yer alan yiiksek enerjili bir ara
uriindiir [Latimer and Ferry, 1993]. Aerobik kosullar altinda asetat birikimi,
cogunlukla  bakteriyel susa baghh  gerceklesmektedir.  Diisiik  oksijen
konsantrasyonunda ve hizli biiyiime sirasinda asetat birikimi olmaktadir [Walle and
Shiloach, 1998; Ko et al., 1995; Majewski and Domach, 1990]. Ayrica, TCA
dongiisii tamamlanmadig1 zaman ve hiicredeki karbon akisi, hiicrenin ve diger
metabolit yollarin kapasitesini astigi zaman da asetat birikimi meydana gelmektedir
[Chang et al., 1999; Farmer and Liao, 1997; Varma and Paulson, 1994]. Asetat
birikim yolunun yiiksek enerjili ara {riinii olan asetil fosfat hiicrede cesitli
diizenleyici islevlerde 6nemli rol oynar [Bang et al., 2000; Bang et al., 2002]. Bu
nedenle asetil-CoA ve asetil fosfat dengesi Onemlidir. Pta, asetil fosfat’tan
coenzimA’ya asetil grubunun transferiyle asetil CoA ve inorganik fosfat olusumunu

geri doniisiimlii olarak katalizleyerek bu dengeyi saglamaktadir.

Bugiine kadar aerob ve anaerob olmak {izere bir¢ok mikroorganizmadan Pta
saflastirilmast  yapilmistir. Saflastirilan bu Pta’larin  biyokimyasal 6zellikleri
caligilmig, fakat Kinetik mekanizmasma dair pek fazla ¢alisma bulunmamaktadir
[Thomas ve Hoch, 1973].

Pta aktivitesi bazi patojenik bakterilerin patojenik etkileri i¢cin Onemlidir.
Uropatojenik E. coli CFT073’te Pta-AckA metabolik yolunun bakterilerin idrar yolu
enfeksiyonlarmma neden olmasinda etkili oldugu belirtilmistir [Welch et al., 2008].
Staphylococcus saprophyticus da bayanlarda idrar yolu enfeksiyonlarina sebep olan
tiropatojen bir bakteridir. S. saprophyticus iki tane pta geni igermektedir: SSP2124
ve SSP1236 (“truncated” bir Pta kodladig1 disiiniilen gen) geni [KEGG Database].
SSP2124 geni S. saprophyticus’dan ilk kez laboratuarimizda klonlanmis, E. coli’de
ekspres edilmis ve kismi Karekterizasyon c¢aligmasi yapilmistir [Aksoy, 2010].



Literatiirde S. saprophyticus Pta’nin kinetigi ve mekanizmasma dair her hangi bir

yayim bulunmamaktadir.

Bu tez calismasinda S. saprophyticus Pta’nin asetil fosfat’tan coenzim A’ya
asetil grubunun transferiyle asetil-CoA ve inorganik fosfat olusumunu geri
dontisimlii  olarak  katalizledigi reaksiyonun kinetik ve mekanizmasinin
aydmnlatilmasi igin ¢aligmalar yapilmistir. Kinetik parametrelerinin ve reaksiyon
mekanizmasinin aydinlatilmasi enzimlerin daha iyi anlasilmasmi saglamaktadir.
Bakterilerin enerji metabolizmasinda gérev alan enzimlerin iyi anlagilmasinin, enerji
metabolizmasmin da daha iy1 anlagilmasina yardimci olmast beklenmektedir.
Bakterilerin enerji metabolizmasinin bilinmesi bu bakterilere sipesifik ilag
gelistirirmesine de yardimci olabilir. Ayrica s6z konusu calisma ile literatiirdeki

boslugun doldurulmasi ve daha sonraki ¢alismalara referans olmasi beklenmektedir.



2. KONUYLA ILGILIi CALISMALAR

2.1. Fosfotransasetilaz’in Genel Ozellikleri

Fosfotransasetilaz asetil fosfat’tan (Ac-Pi) coenzimA’ya (CoA) asetil grubunun
transferiyle asetil CoA ve inorganik fosfat olusumunu geri doniisimlii olarak
katalizler (1). Asetil-CoA biitiin anabolik proseslere direk olarak katilan merkezi bir
metabolik ara iirtindiir [Wolfe, 2005].

Fosfotransasetilaz, asetat kinazla (AckA) beraber bakteri domainine ait
fermantatif anacroblarda ATP’nin sentezinde ve asetil CoA’nin asetata doniistimiinde

onemli rol oynar [Lawrence and Ferry, 2005].

CH3COS-CoA + HPO,* CH3;CO,POs* + CoA (1)

CHsCO,POs> + ADP == CH,COO" + ATP (2)

Asetat yikimi E. coli’de Pta (asetil-CoA: Pi asetiltransferaz; EC 2.3.1.8)
[Matsuyama et al., 1994] ve AckA (ATP: asetat fosfotransferaz; EC 2.7.2.1) [Lee et
al., 1990] enzimleri tarafindan katalizlenmektedir. AckA, asetil-fosfat ve ADP’yi,
asetat ve ATP’ye geri doniistimlii olarak doniistiiriirken; Pta, asetil-CoA ve inorganik
fosfati, asetil-fosfat ve CoASH’a geri doniisimlii olarak dontistiirmektedir. (Sekil
2.1) [Rose et al., 1954]. Bu nedenle; Pta-AckA yolu, 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]. o-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.



Glukoz

|

Serin —* Piruvat

CoasH + NAD —_ |} TCA, GB

PDHC | POXB
CO,+NADH + H* |} /
P, i
/ Asetil-CoA e
CoASH ¢ &/
PTA . CoASH
FAD —._: ACS ™=

. i "
Asetil-Fosfat co,+ +} Asetil-AMP
FADH + H* i v
ACKA ' RS
ADP ¢ 3
/—\ PP, 2P,
pox. Asetat o PPase

Sekil 2.1. Asetatin aktivasyon yolagi. PDHC, piriivat dehidrogenaz kompleksi,
POXB, piruvat oksidaz; PTA, fosfotransasetilaz; ACKA, asetat kinaz; ACS, asetil-
CoA sentetaz; PPase, pirofosfataz; TCA, trikarboksilik asit dongiisii; GB, glioksilat
yolu [Wolfe, 2005].

Pta ilk defa 1950’li yillarda fermantatif bir organizma olan Clostridium
Kluvyeri’den saflagtirilmistir. Ayrica, enzim aktivitesi i¢in potasyum veya amonyum

tuzlar1 gerekliyken sodyum ve lityum tuzlarmin inhibisyona neden olduklari

belirtilmistir [Stadtman, 1952].

Pta aktivitesi bazi patojenik bakterilerin patojenik etkileri i¢in 6nemlidir. Wech
ve arkadaglar1 iropatojenik E. coli CFT073’te Pta-AckA metabolik yolunun
bakterilerin idrar yolu enfeksiyonlarma neden olmasinda etkili oldugunu

belirtmislerdir [Welch et al., 2008].

S. saprophyticus bayanlarda idrar yollar1 enfeksiyonuna sebep olan gram
pozitif bir iiropatojendir [Kuroda et al., 2005]. Tiim DNA sekuansi belirlenmistir
(KEGG Database). S. saprophyticus kromozomunda yukarida da bahsedildigi gibi
SSP2124 ve SSP1236 olmak iizere iki tane pta geni bulunmaktadir. S. saprophyticus



Pta 328 amino asite sahiptir ve Ptal sinifina aitti. Bu smiftaki Pta’lar olan
Methanosarcina thermophila, Streptococcus pyogens ve Bacillus subtilis kristal
yapilarinin homodimer ve birbirleriyle ¢ok benzer oldugu goriilmiistiir [lyer et al.,

2004; Xu et al., 2004].

2.2. Pta’nin Simiflandirilmasi

Bugiine kadar yapilan c¢alismalar, Pta’nin farkli mikroorganizmalardan elde
edilen iki tiiriiniin oldugunu ortaya ¢ikarmustir (Ptal ve Ptall). Ptal eutD geniyle
kodlanmis ve yaklasik 350 rezidiiye sahipken Ptall pta geniyle kodlanmis ve
yaklasik 700 rezidiiden olusmaktadir [Lundie and Ferry, 1989; Campos-Bermudez et
al., 2010]. Bazi mikroorganizmalar bu genlerin her ikisini de igermektedir. Ptall’nin
C-terminal domaini katalitik domaindir ve Ptal ile homoloji gostermektedir. Pta’nin
N-termial domaini regiilatér domaindir. Bu sayede NADH, ATP ve piruvat gibi
allosterik effektorlerin aktiviteye etkisinde rol oynar [Brinsmade and Escalente-
Semerena, 2007; Campos-Bermudez et al., 2010]. Ptal smifindan olan B. subtilis
adenin niikleotidleri, ATP, AMP ve ADP tarafindan inhibe edilirken piruvat ve
NADH tarafindan inhibe edilmedigi goriilmiistiir [Thomas ve Hoch, 1973].

Giiniimiizde Ptal iiyesi olan M. thermophila, B. subtilis ve S. pyogens Pta
kristal yapilar1 aydinlatilmistir. Fakat Ptall’nin kristal yapis1 heniiz bilinmemektedir
[lyer et al., 2004; Xu et al., 2005]. B. subtilis ve S. pyogens eutD geniyle kodlanmus;
fakat M. thermophila’nin her iki genomunun heniiz gen dizisi ag¢iklanmamustir. B.
subtilis ve S. pyogens genomlar1 asetat kinaz (ackA) geni igerirler; fakat pta geni
icermezler. ackA ve eutD genleri kromozomda uzak yerlere konumlanmislardir
[Presecan-Siedel et al., 1999; Shin and Park, 1999]. Diger yandan pta geni ackA
geniyle birlikte Escherichia coli ve Salmonella enterica kromozomlarinda tek bir
operon olarak diizenlenmistir [Brinsmade and Escalente-Semerena, 2004]. S.
enterica ve E. coli’den klonlanip karakterize edilen eutD geni yiiksek Pta aktivitesi

gostermektedir [Brinsmade and Escalente-Semerena, 2004].

S. saprophyticus Pta 328 amino asit rezidiisiine sahip Ptal sinifina aittir. Pta’nin

bu smifindasimdiye kadar M. thermophila, B. subtilis ve S. Pyogens Pta’larinin



kristal yapilar1 aydinlatilmis ve bunlarin homodimer yapida olduklar1 ve benzer
katlanma gdsterdikleri belirtilmistir [Iyer etal., 2004; Pelroy and Whiteley, 1972; Xu
et al, 2004]. BLAST arastirmalar1 sonucunda S. saprophyticus Pta’nin M.
thermophila, S. Pyogens ve B. subtilis Pta’larina sirasiyla %45, %55 ve %67
benzedigi gorilmiistiir. S. saprophyticus Pta biiyiikk 6lglide korunumlu rezidiiye
sahiptir (Sekil 2.2). Ayrica a9 ve al0 heliksle baglantili loop bdlgesinde ekstra bes

rezidi vardur.

ol p1 ol B2 ol
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nom Lnon
ooy ool

B3 pa o ol ob
ZKC'__ISL‘.'_:iE" PETSEL RREKGK-ATEEQAQEMLEDVNYFGTMLVYTGK 116
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S.saprophyticus 170
B.subtilis VFADCAINI 171
S.pyogenes GnI"QTnL:T‘.FI'-‘.3 1 IIKTKW:IQPT: VFADCRINI 173
M.thermophila VDGVVSGAAHSSSDTLRPAVQIVKTAKGAALASAFFIISVPDCEYGSDETFLFADSGMVE 176
o8 Bs oS

- . L . o Py SN
S.saprophyticus LERQDLAE FGMSP-RVAMLSFSTKGSAKSD ATAVNLAQEKIEAR 229
B.subtilis APDSQDLAEIAIESAD ) IEP=-RVAMLSFSTKGSAKSDETEKVADAVKIAKEKAP=- 2289
. genes LAEIAVNTAE =KIAMLSFSTKGSGKAR /REATEIAKGLNP=- 233
M.thermophila VANIAVISAKTFELLY JPEVAMLSYSTKGSAKSKLTEATIASTKLAQE 235

_al0 ol B10 12
5. FDAA TVDEVAKKKAPDAKIQGDA EAGNIGYKIAQRLGEF 289
B. ; SETKGDANVE EAGNIGYKIAQRLGNF 285
5. ----DLALDGELQFDAAFVPETAATKAPDSAVAGQANTFI FPDLOSGNIGYKIAQRLGME 289
M. ----DIAIDGELQVDAAIVPKVAASKAPGSPVAGKANVE I FEDLNCGNIAYKIAQRLAKA 291
1l P12z P13 ®l3
5. mxr::w"_gr:_! |SPVND LSRECSKEDVYNLSIITARQSLO--- 328
B. EAVGPILOGLNMPYNDLSRGCNAEDVYNLALITAAQAL ===~ 223
s. DATGPILOGLNKEVNDLSRGSSAEDIYKLAT ITARQATESQG 231
M. EAYGPITQGLAKPINDLSRGCSDEDIVGAVAITCVQARAQDK 333

Sekil 2.2. S. saprophyticus Pta’nin M. thermophila, S. Pyogens ve B. subtilis
Pta’lariyla dizi uyumu. Dizilerin {izerindeki mavi bar ve kirmizi oklar B. subtilis
Pta’nin sirasiyla a-heliks ve B-plakasi. Mor ve turuncu gosterilen rezidiiler lyer ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan 32 prokaryotik Pta dizisi boyunca siralanmasina

dayanan korunmus rezidiilerdir [Iyer et al., 2004].

Bilinen birka¢ Pta enziminin molekiiler agirliklar1 Tablo2.1°de [Lundie and

Ferry, 1989] gosterilmektedir.



Tablo 2.1. Farkli kaynaklardan elde edilen Pta’nin 6zelliklerinin

karsilastirilmasi.
Spesifik
Organizma (k'\g;) Aktivite CEEES AléfInDi Metal Etkileri
(Unite/mg)? =——= ———
K*, NH, uyarir; Mn?* ve
Bacillus subtilis 90 1,371 0,096 0,480 Ca?* inhibe eder.
Bradyrhizobium K* uyarir; Na*, AsO,*
japonicum NR® 8-12° NR® NR® inhibe eder.
Fe?* gerekli; Na",
C. acidiurici 63-75 710 NR® NR® AsO,* inhibe eder.
K*, NH, gerekli; Na* ve
C. kluyveri 60 196 0,12 0,6-1,3 Li* inhibe eder.
C. Mg?®* uyarir; AsO,>
thermoaceticum 88’ 123 NR® NR® birbirinden ayirir.
(NH,),S0,, KPO,
E. coli 120-250 333 0,32 3 inhibe eder.

] K", NH,, Rb* uyarr;
Lactobacillus Ca®*, Mg*, Ba*'ve Li" inhibe
fermenti 68 1,124 0,000 NR° eder.

K*, NH, gerekli; Na",
M. thermophila  43-52 2,496 0,090 0,170 AsO,* inhibe eder.
K", NH, uyarir; Na*, Li*
R.palustris 55-57 32 0,15 4,70 ve Mg®* inhibe eder.
Mg ve ATP ile
V. alcalescens 75-85° 812 NR® NR® inhibisyon geri gevrilir.

®Bir inite, dakikada olusan asetil-CoA’nin 1 pmol’idir. "Degerler rapor
edilmemistir. °1 iinite, dakikada olusan 1 pmol asetil-CoA’dr, hiicre ekstratindaki
aktivite. 9Alt iinite molekiiler agirhgi 22,000 Da olan homotetramer olarak
saflagtirilmis enzim. °Alt {inite molekiiler agirhg 32,000- 40,000 Da olan dimer

olarak saflastirilan enzim.

2.3. Yonlendirilmis Mutasyon Cahsmalar1 ve Pta’min

Kristal Yapisi

Madeline ve ekibi 1997 yilinda M. thermophila’dan elde ettikleri
fosfotransasetilazin arginin ve sistein reziidiilerini incelemislerdir. Yapilan bu
calismada dizide yer alan 4 sistein rezidiisiinii (C159, C277, C312, C325) alanin ile
yer degistirmis ve bu sekilde enzim i¢in kinetik parametreleri tanimlamislardir. Bu
calisma sonucunda enzim aktivitesi i¢in dort sistein rezidiisiinden sadece C159
rezidiisliniin gerekli oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu rezidiiniin enzim kararliligi

icinde gerekli oldugu belirtilmistir. C159 rezidiisiiniin serin ile yer degistirildiginde



aktivitede onemli artis oldugu goriilmiistiir. Dort sistein rezidiisiinden biri olan C312
rezidiisiiniin kataliz icin gerekli olmadig1 fakat enzimin aktif bdlgesinde yer aldigi

belirtilmistir.

Pta yapisinda bulunan arginin rezidiileri (R28, R87, R133, R287, R310)
glutamin ile yerleri degistirilmis ve yapilan kinetik analizler sonucunda R310
rezidiisiiniin enzim aktivitesi icin gerekli oldugu gorilmistir. Diger arjinin
rezidiilerinin (R28, R87, R133, R287) enzim aktivitesi igin gerekli olmadigi
goriilmiistiir. R87 rezidiisiiniin CoA’nin 3'-fosfatiyla tuz kopriisii olustururken R133
rezidiisiiniin CoA’nin 5'-fosfatiyla etkilesime girdigi ifade edilmistir [lyer and Ferry,
2001].

Daha sonra yapilan ¢aligmalarda CoA ile etkilesim i¢inde olan R87 ve R133
rezidiileri lizin, alanin, glutamik asit ve glutamin ile yer degistirilmis ve her bir yer
degistirme sonunda yapilan kinetik analizler R87 ve R133’lin CoA ile etkilesim
icinde oldugunu ispatlamistir. Biitiin R87 ve R133 degisimlerinde yapilan kinetik
analizler Kear Ve Kea/ K degerlerinde biiyiik diisiisler oldugunu gostermis bu sayede

bu rezidiilerin kataliz i¢in 6nemli oldugu anlagilmistir [ lyer and Ferry, 2001].

2001°de Xu ve arkadaglar1 S. Pyogenes’den elde ettikleri Pta’y1 kristalize
etmislerdir. Pta’nin kristalize edilme ¢alismalarini1 2003 yilinda M. thermophila’nin
Iyer ve arkadaslar1 tarafindan kristalize edilmesi izlemistir. Kristalizasyon yapilan
Pta’nin yap1 fonksiyon belirleme ¢alismalar1 2005 yilinda Lawrence ve arkadaslari
tarafindan yapilmis ve Pta icin ilk kez bir katalitik mekanizma onerilmistir
[Lawrence et al., 2005].

Fosfotransasetilaz i¢in Onerilen Katalitik mekanizma amino asitlerin yerlerinin
degistirilmesi sonucunda elde edilen kinetik bilgiler, enzimin kristal yapilarindan
elde edilen enzim aktif bolge bilgileri ve enzim i¢in yapilan kinetik ve mekanik
calismalarin verileri kullanilmistir. Fosfotransaetilazin aktif bolgesinde bulunan ve
katalitik neme sahip R310’un asetil fosfatin fosfat grubuyla etkilesim i¢inde oldugu
ifade edilirken metil grubunun ise F4, L5, F294, 1297 ve 1323 ile hidrofobik

etkilesim i¢inde oldugu ifade edilmistir.
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Sekil 2.1. Fosfotransasetilaz’in katalizledigi reaksiyon i¢in Onerilen katalitik
mekanizma. (A) Substratlarin enzimin aktif bolgesine baglandig1 andaki durumu. (B)
Negatif yiikli gecis hali. (C) Enzimin aktif bolgesine {iriinlerin baglandigi andaki
durumu. Burada K257 ve Q244 arasinda meydana gelen hidrojen bagi kesikli
cizgiyle gosterilmistir. Elektron akis1 oklar yoniindedir [Lawrence et al., 2005].
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Sekil 2.1°de D307, P296, G173, A150 ve S178’in olusturdugu grupta kalan
adenin halkasiyla CoA arasindaki katalitik iliski ve enzim ile CoA arasindaki
hidrojen baglar1 goriilmektedir. One siiriilen bu mekanizma baz katalizli
gerceklesmektedir. D316’1n CoA’nin siilfidril protonunu koparmasiyla asetil fosfatin
karbonil karbonuna direk atak yapilmasi saglanmaktadir. (B) Burada asetil-CoA
olusumu gergeklesmektedir. Daha sonra olusan PO, iyonu D316’dan proton
kopararak fosfatin negatif yiiklerinden biri dengeye ulasir ve bu sayede daha iyi
protonlanmaya hazir grup haline gelir [Lewendon et al., 1990; Wu, 2003].

2005 yilinda Xu ve arkadaslar1 B. subtilis’ten elde ettikleri fosfotransasetilazi

kristalize etmisler ve Pta’nin yap1, fonksiyon ¢alismalarma 1sik tutmuslardir (Sekil

2.2) [Xu et al., 2005].

(a)

Sekil 2.2. B. subtilis’ten elde edilen fosfotransasetilazin yapisi. (a) Kirmizi
renkli domain I ve yesil renkli domain II B. subtilis monomerinin stereo ribbon
goriintiisii. (b) B. subtilis’ten elde edilen dimer Pta’nin yapisi. Monomerlerden biri
sekil a’daki gibi diger momomer domain I (sar1) ve domain II (mavi) ile

gosterilmektedir [Xu et al., 2005].
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2.4. Pta Ile Ilgili Yapilan Kinetik Calismalar

Fosfotransasetilaz’in kinetik ¢alismalari ilk defa 1972 yilinda Pelroy ve Whiley
tarafindan Viellonella alcalescens’ten elde edilen Pta iizerine yapilmistir. V.
alcalescens’ten elde edilen Pta’nin biitiin substratlar1 i¢in Michaelis-Menten kinetikli
reaksiyonu geri doniisiimlii olarak kataliz ettigini ifade etmislerdir. Pta tarafindan
katalizlenen geri reaksiyonun (asetil-CoA + fosfat — asetil-fosfat + CoA) hizinin
ileri reaksiyonun (asetil-fosfat + CoA — asetil-CoA + fosfat) hizindan 6,5 kat daha
fazla oldugunu ifade etmislerdir. Pta’nin katalizledigi ileri ve geri reaksiyonun
substratlar1 icin goriiniir Ky, degerlerini belirlemislerdir. Geri reaksiyonun substratlari
olan asetil-CoA ve fosfat i¢in goriiniir Ky, degerleri sirasiyla 8,6 uM ve 9,3 mM
olarak belirlenmistir. ileri reaksiyonun substratlar1 olan CoA ve asetil fosfat’in
gorliniir Ky, degerleri ise sirastyla 0,33 mM ve 0,59 mM olarak belirlemislerdir.
Pta’m1 katalizledigi ileri ve geri reaksiyonun mekanizmasinin {riin inhibisyonu
deneyleri sonucunda random (rastgele) bi-bi mekanizmasiyla gerceklestigi
belirlenmistir. Ayrica yapilan ¢alismalar sonucunda enzimin adenozin trifosfat (ATP)
ve adenozin difosfat (ADP) tarafindan inhibe edildigi fakat pirtivat ve indirgenmis
nikotinamid adenin diniikleotid’in (NAD") enzim aktivitesine herhangi bir etkisinin
olmadig1 belirtilmistir. Yapilan ¢alismada ATP’nin inhibitor tiirii belirlenmis ve
asetil fosfat i¢in yarismasiz inhibitorken CoA i¢in yarismali inhibitor oldugu
goriilmiistiir. ATP ve ADP’nin inhibisyon etkisinin MgCl, ile ortadan kaldirildig:
belirtilmistir [ Pelroy and Whiteley, 1972].

1973’te Thomas ve Hoch fosfotransasetilaz’1 farkli bir organizma olan B.
subtilis’ten saflagtirmiglar ve enzimin molekil agirhigmmi 90 kDa olarak
hesaplamuslardir. B. subtilis’ten saflastrilan Pta’mn Mn?* ve Ca?* ile inhibe
edilirken, K" ve NH," ile aktive edildigi belirtilmistir. Fosfotransasetilaz’in
propiyonil-CoA ve butiril-CoA’y1 substrat olarak kullandig: belirtilmis; fakat bu iki
substrata olan ilginin asetil-CoA’ya olan ilgiden daha az oldugu belirlenmistir.
Yapilan inhibisyon c¢aligmalar1 sonucunda ATP, ADP ve AMP’nin enzimi inhibe
ettigi piruvat ve indirgenmis piridin niikleotidlerinin ise herhangi bir etkisinin
olmadig1 belirtilmistir. Ayrica palmitil-CoA’nin CoA i¢in yarigmali inhibitdr oldugu
ifade edilmistir [Thomas and Hoch, 1973].
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1976 yilinda Henkin ve Abeles fosfotransasetilaz’1 C. kluvyeri’den saflagtirmig
ve sodyum dodesil siilfat elektroforeziyle enzimin molekiil agirligini 70.000 olarak
belirlemislerdir. Fosfotransasetilaz’in katalizledigi ileri (asetil-fosfat + CoA — asetil-
CoA + fosfat) ve geri reaksiyonu igin (asetil-CoA + fosfat — asetil-fosfat + CoA) her
bir substratin Ky, degeri belirlenmistir. Ky, degerleri sirasiyla asetil fosfat i¢in 0,7
mM, CoA i¢in 0,12 mM, asetil-CoA i¢in 0,2 mM, arsenat i¢cin 1,9 mM ve fosfat i¢cin
2,6 mM olarak belirlemislerdir. Baslangi¢ hizlar1 deneyleri sonucunda reaksiyon
mekanizmasinin ping-pong mekanizmasi olmadigimi belirledikte sonra ileri ve geri
reaksiyon i¢in mekanizmay1 tam olarak aydmlatmak i¢in iiriin inhibisyonu deneyleri

yapmuiglardir.

Tablo 2.2. C. kluvyeri’den elde edilen Pta’nin {iriin inhibitorlerinin
inhibisyon tiirleri [Henkin and Abeles, 1976].

inhibitor Degisken Reaksiyon Inhibitér
substrat Tiirii
Fosfat Ac-Pi F C
Fosfat CoA F NC
Yiiksek[Pi] CoA F M
PPi Ac-Pi F C
Arsenat Ac-Pi F M
Ac-CoA Ac-Pi F C
Desiilfo-CoA  CoA F C
CoA Ac-CoA A C
PPi Ac-CoA A NC

F, asetil-fosfat + CoA — asetil-CoA + fosfat; A, Ac-CoA +AsO,>

— CoA + AcOH; C, competetive; NC, non-competetive; M, mixed

Uriin inhibisyonu deneyleri sonuglarina gére Pta’nim katalizledigi reaksiyonun
“random bi-bi” mekanizmasiyla gergeklestigi belirlenmis ve reaksiyonun ilerlemesi

Sekil 2.3’de gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Pta’nin katalizledigi reaksiyonun ilerleme semast.

Lawrence ve Ferry 2005 yilinda fosfotransasetilazi farkli bir organizma olan
M. thermophila’dan klonlamis ve molekiil agirligin1 71 kDa olarak belirlenmistir.
Enzimin daha 6nce ¢bzelti icinde monomer halde bulundugu belirtilmesine ragmen
[Latimer and Ferry, 1993] yapilan bu ¢alismada enzimin ¢ozelti iginde dimer halde
bulundugu belirtilmistir. M. thermophila’dan elde edilen Pta’nin katalizledigi
reaksiyonun mekanizmasmi incelenmis ve baslangic hizlar1 Gl¢iimleri sonucu
reaksiyonun mekanizmasinin ping-pong olmadigi belirlenmistir. Baglangi¢ hizlar1
Olciimlerinden Pta’nin katalizledigi ileri ve geri reaksiyonun substratlar1 igin
Michaelis sabitlerini belirlemislerdir. Michaelis sabitleri asetil fosfat igin 186 puM,
CoA icin 65 uM, asetil-CoA i¢in 96 uM ve fosfat i¢cin 742 uM olarak belirlenmistir
ayrica ke degeri 1500 s olarak belirlenmistir. Bu degerler C.kluvyeri ve V.
alcalescens’dan elde edilen Pta’nmin Kinetik sabitleriyle benzerlik gosterdigi
belirtilmistir [Henkin and Abeles 1976; Pelroy and Whiteley, 1972].

M. thermophila’dan elde edilen Pta’nmin katalizledigi reaksiyonun
mekanizmasinin random (rastgele) veya order (sirali) oldugunu belirlemek i¢in tiriin
inhibisyonu deneyleri yapilmstir. Uriin inhibisyonu deneyleri substratlardan birinin
konsantrasyonu doygun ve doygun olmayan konsantrasyonlarda sabit tutulup diger
substrat ve inhibitoriin konsantrasyonu degistirilerek yapilmistir. CoA doygun (600
uM) ve doygun olmayan (60 uM) konsantrasyondayken fosfat asetil fosfat i¢in
yarigmali inhibitordiir. Asetil fosfat doygun olmayan (150 pM) konsantrasyonayken
fosfat CoA igin yarismasiz inhibitorken asetil fosfat doygun (4 mM)
konsantrasyondayken fosfat’m CoA i¢in inhibisyon etkisi yoktur. Asetil fosfat
doygun konsantrasyondayken Ac-CoA’m CoA i¢in inhibisyon etkisi yoktur; fakat
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asetil fosfat doygun olmayan konsantrasyondayken Ac-CoA CoA igin yarigmali
inhibitordiir. Benzer sekilde CoA doygun konsantrasyondayken Ac-CoA’nin asetil
fosfat i¢in inhibisyon etkisi yokken, CoA doygun olmayan konsantrasyondayken Ac-
CoA asetil fosfat i¢in yarigmali inhibitdr oldugu belirlenmistir. Ayrica desiilfo-
CoA’nin CoA igin yarigmali, asetil fosfat igin yarismasiz inhibitor oldugu
belirlenmistir. Desiilfo-CoA’nin CoA i¢in inhibitor sabiti 1,3 uM, asetil fosfat i¢in
ise 2,8 uM oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda M. thermophila’dan
elde edilen Pta’nin katalizledigi reaksiyonun mekanizmasinin random (rastgele) bi-bi

mekanizmasi oldugu ifade edilmistir [Lawrence and Ferry, 2005].

2.5. Iki Substrath Enzim Kinetigi Mekanizmalar

Iki substrat-iki iiriin (bi-bi) enzim kinetigi mekanizmalar1 Ping-Pong, rastgele

(random) ve sirali (compulsory) mekanizmasi olmak iizere {i¢ kisma ayrilir.
2.5.1. Rastgele iki Substrat-iki Uriin Mekanizmasi

Bu mekanizmada substratlardan herhangi biri enzime Once baglanabilir ve
herhangi bir iirlin enzimden diger iiriinden daha 6nce ayrilabilir. Hangi substrat 6nce

baglanirsa baglansin reaksiyon E-AX- B {iglii kompleksi olusumuna ilerler.

E+AXT‘ E*AX BX EA =—= E+A
B
ak®

E*AX*B ==—= EsA«BX

= E*BX === E +BX

Sekil 2.4. Random bi-bi mekanizmasinin ilerleme semasi.

Burada K** ve K® sirasiyla AX ve B substratlarunin serbest enzime baglanma

sabitini gosterir. aK™* ve aK?® ise sirastyla AX ve B substratlarmin enzim-substrat
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ikili kompleksine baglanma sabitini gostermektedir. Reaksiyonun hizi asagidaki

esitlikten hesaplanir.

_ Vinax[AX][B]
~ aKAXKB + aKB[AX] + aK4X[B] + [AX][B]

v

B doygun konsantrasyonda oldugu zaman oK™ = K™%, AX doygun

konsantrasyonda oldugu zaman oK® = K,° olur.
2.5.2. Sirah iki Substrat-iki Uriin Mekanizmasi

Bu mekanizmada E-AX- B {iglii kompleksinin olugsmasinda substratlardan biri
enzime digerinden &nce baglanmak zorundadir. Ornegin AX o6nce baglanmak

zorunda oldugunda reaksiyon asagidaki gibi ilerler.

—BX

E-I—AX.‘——‘“E-AX‘—]‘;— E-AX-B=—FE-A-BX éE-A,——‘“E-I-A

Eger E.AX.B ‘nin E.A.BX’e doniisiimii reaksiyonun hiz belirleyici basamagi
ise E, AX, B ve E.AX.B denge halindedir. Hiz ;

~ KAXKB + KB[AX] + [AX][B]

v

esitligiyle hesaplanir.

Eger E.AX.B ‘nin E:A:BX’e doniisiimii diger basamaklardan hizli ise hiz

steady state (durgun hal) yaklasimima goére hesaplanir.

_ Vmax [AX] [B]
~ KAXKB + KB[AX] + KAX[B] + [AX][B]

v
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2.5.3. Ping-Pong iki Substrat-iki Uriin Mekanizmasi

Bu reaksiyon mekanizmasinda transfer olacak grubu tasiyan substrat (AX)
enzime Once baglanir ve birinci lirtin (A) olusur. Birinci liriiniin ayrilmasmdan sonra
ikinci substrat (B) baglanir. ikinci {iriiniin ayrilmasmndan sonra reaksiyon sonlanir.

Burada E.AX.B ii¢lii kompleksi olusmaz. Reaksiyon asagidaki gibi ilerler.

E E-AX «— EX-A EX EX-B «— E-BX E

Ping-Pong iki substrat-iki iiriin mekanizmasiyla gerceklesen reaksiyonun hizi

asagidaki esitlik ile hesaplanir.

_ Vinax [AX][B]
KB + K{¥[B] + [AX][B]

v

26. 1ki Substrat-iki Uriin Enzim Kinetigi

Mekanizmalarimin Belirlenmesi

Reaksiyon mekanizmasmin Ping-Pong veya iiclii kompleks (rastgele veya
strall) mekanizmasi oldugunu belirlemek i¢in baslangi¢c hizlar1 6l¢iimii yapilir. Elde
edilen veriler Lineweaver-Burk denklemine uyarlanarak grafige aktarilarak lineer fit
yapilir. Lineer fit sonunda elde edilen dogrular eger bir birine paralel ise reaksiyon
Ping-Pong mekanizmasiyla ilerler, eger dogrular kesisiyorsa tiglii kompleks (rastgele

veya siralt) mekanizmastyla ilerlemektedir.

Lineweaver-Burk grafigi kullanarak mekanizmanin Ping-Pong olup olmadi
belirlene bilirken, tliglii kompleks mekanizmalarindan rastgele veya sirali mekanizma

oldugunu belirlemek i¢in bu grafik yeterli degildir. Rastgele ve sirali iki substrat-iKi
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iriin reaksiyonunun mekanizmasini ayirt etmek i¢in iiriin inhibisyonu deneylerinden

yararlanilir.

Tablo 2.3. E + AX + B— E +A +BX bi-bi reaksiyonunun mekanizmasi
belirlemek i¢in iiriin inhibisyonu tablosu [Segel, 1975].

Inhibitor Tiirii
Uriin
Mekanizma Inhibitorii

[AX] Degisken [B] Degisken

Doygun  Doygun  Doygun Doygun
Olmayan [B] Olmayan [AX]

Straly, [AX] BX N U N N
Once Baglanir
Siral, [AX] A C C N -
Once Baglanir
Sirali, [B] BX N - C C
Once Baglanir
Sirali, [B] A N N N U
Once Baglanir
Rastgele A C C N -
Rastgele BX C - C -
Ping-Pong A N - C C
Ping-Pong BX C C N -

C, competitive (yarismali); N, noncompetitive (yarismasiz); U, uncompetitive;
- inhibisyon yoktur.

2.7. Bu calismanin amaci

Bu tez calismasinda, {iropatojen gram pozitif bir bakteri olan S.
saprophyticus’dan ilk defa laboratuarmmizda klonlanip karekterizasyonu yapilan
Pta’nin asetil fosfat’tan coenzim A’ya asetil grubunun transferiyle asetil-CoA ve
inorganik fosfat olusumunu geri doniisiimli olarak katalizledigi reaksiyonun kinetik
ve mekanizmasint  aydinlatilmast  amaglanmaktadwr.  Enzimlerin  Kinetik
parametrelerinin ve mekanizmalarmin bilinmesi enzimlerin de daha iyi anlagilmasma

yardimc1 olmaktadwr. Bu amagla, bakterilerin enerji metabolizmasinda yer alan
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enzimlerin Ozelliklerinin bilinmesi bakterilerin enerji metabolizmalarmin daha iyi
anlasilmasmna katkida bulunmaktadir. Pta aktivitesi bazi patojenik bakterilerin
patojenik etkileri i¢in ©nemlidir. Uropatojenik E. coli CFT073’te Pta-AckA
metabolik yolunun bakterilerin idrar yolu enfeksiyonlarmma neden olmasinda etkili
oldugu belirtilmistir [Welch et al., 2008]. S. saprophyticus da bayanlarda idrar yolu
enfeksiyonlarmma sebep olan iiropatojen bir bakteridir. S. saprophyticus Pta’nin
Kinetik ve mekanizmasmin aydinlatilmasinin bu patajenik bakterinin daha iyi
anlagilmasmma yardimci olmasi beklenmektedir. Ayrica enzimin kinetik
parametrelerinin  ve mekanizmasinin bilinmesinin patajenik  bakteriler i¢in
gelistirilecek olan sipesifik ilaclara 11k tutmasi amaglanmaktadir. Literatiirde S.
saprophyticus Pta’nin kinetik ve mekanizmast hakkinda herhangi bir yayin
bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile literatiirdeki boslugun doldurulmasi ve daha sonra

yapilacak olan caligmalara referans olmasi beklenmektedir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1 Kullamlan Kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan; MOPS sodium salt (M9024), Sodium dodesily
sulfate (L4509), Agarose (A9539), Bradford reagent (SIB6916), Imidazole (1-0125),
Potassium chloride (12636), Potassium phosphate (16H1604), Dithiothreitol, Asetyl
phosphate (057K5317), Pyruvate (105K0723) ve a-Ketoglutarate (105K5304)
Sigmadan; ATP (00911EE) Aldrich, TEMED (1.10732), Triton X-100 (1.08603),
Yeast extract granulated (1.03753.0500), 2-mercaptoethanol (8.05740.0250),
Acrylamide (8.00830.1000) ve Sodium chloride Merck’ten; 5,5’-Dithiobis (2-nitro
benzoic acid) Alfa Aesar’dan, IPTG (12992) Qiagen, Asetyl-Coenzyme A trilithium
salt Applichem’den; Tris-HC1 (648317) Calbiochem’den, Acrylamide:N,N-
methylene bis acrylamide (01706), Agar (05040), Kanamycin sulphate (60615),
Peptone Fluka’dan; Coenzyme A Trilithium salt Calbiochem’den satin alinmustir.
Ayrica E. coli BL21 (DE3) hiicresi igeren %50 gliserol stok Ilknur Aksoy’dan

alimusir.
3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Inolab WTW Series pH 6lger, Heidolph MR 3004 safety manyetik karistirici,
Varioklav Typ 300 Otoklav, SartoriusnBasic marka tarti, Mikro 120 Hettich
Zentrifugen santrifiij, New Brunswick Scientific Ultra Low Temprature Freezer
U410 premium marka -80°C dondurucu, Indesit TN5 (TK) marka -20°C sogutucu, F1
Multy channel Finnpipette (Thermo), Moleculer Devices kuvars plate, Hamilton
Siringa, Spectromax Plus 384 (Moleculer Devices) kullanilmistir. Ayrica protein

saflastirmasi i¢in Ni-NTA kolonu kullanilmustir.

3.1.2. Kullanilan Cozeltiler ve Besiyerleri

Bu tez calismasinda kullanilan ¢6zelti ve besiyerleri Ek1’de verilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. Fosfotransasetilazin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

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

Pta ekspresyonu i¢in dncelikle 500 mL Lauria Bertani (LB) besiyeri hazirlandi.
Bundan 5 mL alinip i¢ine 30 pg/ml kanamisin ve pET28a-Pta vektorii igeren E. coli
BL21 (DE3) hiicresi igeren %50 gliserol stogundan 5 uL ilave edilerek 37'C’de 180
rpm’de gece boyu biiyiimeye birakildi. Ertesi sabah biiyiimeye birakilan 6n kiiltiir 30
pug/mL kanamisin igeren 500 mL LB besiyerine aktarildi ve ODggo 0,6 olana kadar
30'C’de 180 rpm’de inkiibe edildi (yaklasik 3-3,5 saat). ODggo 0,6°ya ulasinca son
konsantrasyonu 0,25 mM olacak sekilde IPTG ile uyarildi ve saat bagi SDS-PAGE
icin 1 mL o6rnek alindi. Izopropil B-D-1-tiogalaktopiranosit (IPTG) ile uyarilarak
eksprese olan hiicreler 10.000 rpm’de 4'C’de 10 dakika santrifiijlenerek toplanmistir.

3.2.1.2. Ni-NTA Kolon Kullanilarak Hiss- Pta’min Saflastiriimasi

E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinden ekprese edilen Pta’in santifiijle
¢oktiirilmesinden sonra elde edilen bakteri peleti, hacminin 10 kati1 kadar liziz
tamponunda ¢0ziildii. Elde edilen bakteri ¢ozeltisi buz igerisinde tutularak 25 saniye
stire ile %50 giicle 10 kez sonikasyon islemi yapildi. A¢iga ¢ikan homojenat atiklar
10.000 rpm’de 20 dakika santrifiij ¢oktiiriilerck uzaklastirildi. Sonikasyon sonrasi
elde edilen siipernetant1 kolona yiiklemeden 6nce kolon 6nce 500 mM imidazol
iceren 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl (pH 7,5) tamponuyla, daha sonra imidazol
icermeyen yikama tamponu (50 mM Tris, 150 mM NaCl (pH 7,5)) ile yikandi.
Yikama iglemi bittikten sonra protein ekstrat1 kolona yiiklendi ve yiiklenen protein
ekstrakti kolondan akitilarak toplandi. Kolon imidazolsiiz Tris-HCI tamponunda
yikandi ve dnce 10 mM imidazol i¢ceren Tris tamponuyla yikanip, 200 mM imidazol
iceren Tris-HCI/NaCl tampon ile birer mL’lik fraksiyon toplandi.

Nikel kolonla saflastirilan proteinlerin miktar1 BIORAD yontemiyle BSA

standart olarak kullanilarak tayin edildi.
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E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinden Pta ekspresyonu ve Ni-NTA kolonundan
elde edilen fraksiyonlarin goriintiilenmesi %12’lik SDS-PAGE jel ile yapildi
[Laemli, 1970].

3.2.2. Kinetik Calismalar

3.2.2.1. lleri Reaksiyonun Baslangi¢ Hizimin Olgiilmesi

S. saprophyticus fosfotransasetilaz’in (Pta) ileri reaksiyonu igin coenzim A
(CoA) ve asetil fosfat (Ac-Pi) olmak tizere iki substrati vardir. Baslagic hizi
Ol¢limleri mekanizmanin ping-pong mekanizmasi olup olmadigmi belirlemek i¢in
yapildi. Pta’nin katalizledigi ileri (asetil-COA olusumu) reaksiyonun hiz1 25 C’de 233
nanometrede Asetil-CoA’nin tiyoester bagmin absorbansi kuvars plaka (plate)
(€2330m= 5,55 mM™.cm™) kullamlarak Spectromax Plus 384 spektrofotometresiyle
Olgiilerek belirlendi [Lawrence et al., 2005]. Substratlar ve enzim tampon A [50 mM
Tris, 150 mM KCI1 (pH 7,5)] i¢inde hazirland1 ve reaksiyon hazirlanirken buz
tizerinde tutuldu. Reaksiyonun uygun sicakliga (25C) gelmesi i¢in yaklasik ii¢
dakika bekletildi. Substratlardan birinin konsantrasyonu sabit tutulup digerinin

konsantrasyonu degistirilerek reaksiyon bir dakika takip edildi.

IIk olarak Ac-Pi konsantrasyonu 150, 300, 500 ve 3000 pM olarak sabit
tutulup, CoA konsantrasyonu 25, 50, 100, 200, 400, 600 ve 1000 puM olarak
degistirildi. ikinci olarak CoA konsantrasyonu 25, 50, 100, 200 ve 400 uM olarak
sabit tutulup, Ac-Pi konsantrasyonu 40, 70, 125, 250, 500, 1000 ve 2000 uM olarak
degistirildi. Toplam reaksiyon hacmi 100 pL olarak belirlendi. Reaksiyon tamponu
olarak tampon B [50 mM Tris-HCI, 150 mM KCI, 2 mM DTT (pH 7,5)] kullanildi. 5
uL enzim (0,025 pg) kullanilip reaksiyon enzim ilavesiyle baslatildi.

3.2.2.2. Geri Reaksiyonun Baslangi¢c Hizinin Olgiilmesi

Ileri reaksiyonda oldugu gibi geri reaksiyonda da mekanizmanm ping-pong
mekanizmasi olup olmadigmi belirlemek iginyapildi. S. saprophyticus Pta’nin geri
reaksiyonu i¢in asetil-coenzim A (Ac-CoA) ve inorganik fosfat (Pi) olmak iizere iki

substrat1 vardir. Pta’nin katalizledigi geri (Asetil fosfat olusumu) reaksiyonun hizi
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25'C de 412 nanometrede plaka (g412nm= 13,6 mM™.cm™) kullanilarak Spectromax
Plus 384 spektrofotometresiyle takip edildi [Lawrence et al., 2005]. Reaksiyon
hazirlanirken substratlar ve enzim buz iizerinde tutuldu. Reaksiyonun uygun
sicakliga (25C) gelmesi icin yaklasik ii¢ dakika bekletildi. Substratlardan birinin
konsantrasyonu sabit tutulup digerinin konsantrasyonu degistirilerek reaksiyon bir

dakika takip edildi.

Once, DTNB final konsantrasyonunu 0,2 mM ve Pi konsantrasyonu 1, 2,5, 5 ve
20 mM olarak sabit tutularak Ac- CoA konsantrasyonu 25, 50, 100, 150, 200 ve 300
uM olarak degistirildi. Daha sonra DTNB final konsantrasyonunu 0,2 mM ve Ac-
CoA konsantrasyonu 50, 100, 200 ve 400 uM olarak sabit tutulup Pi konsantrasyonu
0,5, 1, 2,5, 5, 10, 20 ve 40 mM olarak degistirildi. Toplam reaksiyon hacmi 100 pL
olarak belirlendi. Reaksiyon tamponu olarak tampon A kullanildi. 5 pL enzim (0,025
ug) kullanilip reaksiyon enzimle baslatild.

3.2.3. Uriin inhibisyonu Deneyleri

Uriin inhibisyonu deneyleri Pta’nin katalizledigi reaksiyonun substratlarmin
baglanmasi ve iirlinlerin ayrilmasmin mekanizmasinin rastgele (random) veya siral
(compulsory) mekanizma olup olmadigini belirlemek igin yapildi. S. saprophyticus
Pta’nin ileri reaksiyonu i¢in inorganik fosfat (Pi) ve Ac-CoA olmak iizere iki iiriin

inhibitori vardir.

3.2.3.1. ileri Reaksiyon icin Pi Inhibisyonu

Uriin inhibisyonu deneylerinde substratlardan her biri (CoA ve Ac-Pi) doygun
ve doygun olmayan konsantrasyonlarda sabit tutulup diger substratin konsantrasyonu
degistirildi. Inhibitér olarak 0, 5, 10, 20 ve 40 mM Pi kullanildi. Substratlar

reaksiyon tamponunda Pi ise deiyonize suda hazirlandi.

[k olarak CoA doygun olmayan (100 uM) konsantrasyonda ve Pi 0, 5, 10, 20
ve 40 mM olarak sabit tutulup, Ac-Pi konsantrasyonu 50, 75, 100, 250, 500, 750,
1000 ve 2000 uM olarak degistirilerek reaksiyon 25C’de 233 nanometrede bir
dakika takip edildi. Reaksiyonun toplam hacmi 100 pL olarak belirlendi. Reaksiyon
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tamponu olarak tampon B kullanildi. 5 pL enzim (0,025 pg) kullanilip reaksiyon
enzimle baglatildi. CoA’nm doygun (600 uM) konsantrasyonu i¢in ayni iglemler
tekrar edildi.

Ikinci olarak Ac-Pi doygun olmayan (100 pM) konsantrasyonda ve Pi 0, 5, 10,
20 ve 40 mM olarak sabit tutulup CoA konsantrasyonu 25, 50, 100, 200, 400, 750 ve
1000 uM olarak degistirilerek reaksiyon 25 C’de 233 nanometrede bir dakika takip
edildi. Reaksiyonun toplam hacmi 100 pL olarak belirlendi. Reaksiyon tamponu
olarak tampon B kullanildi. 5 pL enzim (0,025 pg) kullanilip reaksiyon enzimle
baslatildi. Ac-Pi’nin doygun (4 mM) konsantrasyonu igin ayn1 igslemler tekrar edildi.

Inhibitér tiiriinii belirlemek i¢in veriler Lineweaver-Burk grafigine uyarlandi ve

Origin 7,5 kullanilarak dogrusal fit yapildi.

3.2.3.2. ileri Reaksiyon icin Ac-CoA Inhibisyonu

Her bir substrat1 (CoA ve Ac-Pi) doygun ve doygun olmayan konsantrasyonda
sabit tutularak diger substratin konsantrasyonu degistirildi. Inhibitér olarak 0, 50,
200, 500 ve 1000 uM Ac-CoA kullanildi. Substratlar tampon B’de Ac-CoA ise

tampon A i¢inde hazirland1.

Oncelikle, CoA doygun olmayan (100 pM) konsantrasyonda ve Ac-CoA 0, 50,
200, 500 ve 1000 uM olarak sabit tutulup Ac-Pi konsantrasyonu 50, 100, 250, 350,
500, 750, 1000 ve 2000 uM olarak degistirilerek reaksiyon 25 C’de 233 nanometrede
bir dakika takip edildi. Reaksiyonun toplam hacmi 100 pL olarak belirlendi.
Reaksiyon tamponu olarak tampon B kullanildi. 5 pL enzim (0,025 pg) kullanilip
reaksiyon enzimle baslatildi. CoA’nin doygun (600 uM) konsantrasyonu i¢in ayni
islemler tekrar edildi.

Benzer sekilde, Ac-Pi doygun olmayan (100 uM) konsantrasyonda ve Ac-CoA
0, 50, 200, 500 ve 1000 uM olarak sabit tutulup CoA konsantrasyonu 25, 50, 100,
200, 350, 750 ve 1000 uM olarak degistirilerek reaksiyon 25°C’de 233 nanometrede
bir dakika takip edildi. Reaksiyonun toplam hacmi 100 pL olarak belirlendi.
Reaksiyon tamponu olarak tampon B kullanildi. 5 pL enzim (0,025 pg) kullanilip
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reaksiyon enzimle baglatildi. Ac-Pi’nin doygun (4 mM) konsantrasyonu i¢in ayni

islemler tekrar edildi.

Inhibitor tiiriinii belirlemek i¢in datalar Lineweaver-Burk grafigine uyarlandi

ve Origin versiyon 7,5 (Origin Lab, USA) kullanilarak dogrusal fit yapildi.
3.2.4. Substratlarin Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

S. saprophyticus Pta’nin katalizledigi reaksiyonun mekanizmasi {iriin
inhibisyonu deneyleri sonucunda belirlendikten sonra substratlarm ayrisma
sabitlerini belirlemek icin ikinci dereceden (secondary) grafikler ¢izildi. Ikincil
grafikler esitlik (1) ve (2) kullanilarak ¢izildi.

app [B]

— max
KL 2PP 4 [B]

D)
Vmax [A]

A(14K2 akB
aK (1+[B])+ [Al(1+355)

U= (2)

1_ aky Kpy 1
v Vimax (1 + [B]) [A] + Vimax

(1 + aKB) @3)
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Sekil 3.1. Rastgele bi bi enzimatik reaksiyonu i¢in (A) Egim ve (B) Vimax "

grafiginden aK”, K&, aK® ve Vax degerlerinin grafiksel olarak belirlenmesi.

Sabit olan substrat konsantrasyonuna karsi egim (Km®*"/Vmax®") ve 1/

Vmax®® grafigi ¢izilerek aKA, KB, oKB ve Vmax grafiksel olarak belirlendi.

3.2.5. lleri ve Geri Reaksiyona Metabolitlerin Etkisi

3.2.5.1. ileri Reaksiyona NAD"*, NADH, NADP*, NADPH Etkisi

Substratlar ve metabolitler tampon A’da hazirlandi. Reaksiyonlar hazirlanirken

substratlar ve metabolitler buz iizerinde tutuldu. CoA ve Ac-Pi konsantrasyonlari

sirastyla 100 pM ve 500 uM da sabit tutulup NAD®, NADH, NADP" ve NADPH
konsantrasyonu 0, 0,5, 1 ve 2 mM olarak degistirerek 25'C’de 233 nanometrede bir

dakika 6l¢iim yapildi. Reaksiyon tamponu olarak tampon B kullanildi. Reaksiyon

hacmi 100 pL olarak belirlendi. 5 pL enzim (0,025 pg) kullanild1.
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3.2.5.2. Tleri ve Geri Reaksiyona ATP, Piruvat ve a-Ketoglutarat Etkisi

Substratlar, ATP, piruvat ve a-ketoglutarat tampon A’da hazirlandi.
Reaksiyonlar hazirlanirken substratlar ve metabolitler buz iizerinde tutuldu. Hise-
Pta’nin katalizledigi ileri reaksiyon i¢in CoA ve Ac-Pi konsantrasyonlar1 sirasiyla
100 uM ve 500 uM da sabit tutulup ATP konsantrasyonu 0, 0,5, 1, 2 ve 3 mM,
piruvat 0, 5, 10 ve 15 mM ve o-ketoglutarat 0, 2,5, 5, 7,5 10 ve 15 mM olarak
degistirerek 25 C’de 233 nanometrede bir dakika 6lgiim yapildi. Reaksiyon tamponu
olarak tampon B kullanildi. Reaksiyon hacmi 100 pL olarak belirlendi. 5 pL enzim
(0,025 pg) kullanildi.

S. saprophyticus Pta’nin katalizledigi geri reaksiyon igin Ac-CoA, ATP,
piruvat ve a-ketoglutarat tampon A’da, DTNB 0,1 M Tris (pH 8)’de ve Pi deiyonize
suda hazirlandi. Reaksiyonlar hazirlanirken substratlar, DTNB ve metabolitler buz
iizerinde tutuldu. Ac-CoA, Pive DTNB konsantrasyonlari sirasiyla 125 pM, 5 mM
ve 0,2 mM da sabit tutulup ATP konsantrasyonu 0, 0,5, 1, 2 ve 3 mM; piruvat 0, 5,
10 ve 15 mM; ve a-ketoglutarat 0, 2,5, 5, 7,5 10 ve 15 mM olarak degistirerek
25'C’de 412 nanometrede bir dakika 6lgiim yapildi. Reaksiyon tamponu olarak
tampon A kullanildi. Reaksiyon hacmi 100 pL olarak belirlendi. 5 uL enzim (0,025
ug) eklenerek reaksiyonlar baslatildi.

3.2.6. ATP ve a-Ketoglutarat Inhibisyonuna Tamponlarin
Etkisi

S. saprophyticus Pta’nin inhibit6rii olan a-ketoglutarat’m Tris [SO mM Tris,
150 mM KCI, 2 mM DTT (pH 7,5)] ve HEPES [50 mM HEPES, 150 mM KCl, 2
mM DTT (pH 8)] tamponlarinda, ATP’nin ise Tris, HEPES ve MOPS [50 mM
MOPS, 150 mM KCI, 2 mM DTT (pH 8)] tamponlarinda aktiviteye etkileri

incelendi.

[lk olarak suda hazirlanan a-ketoglutarat’m Hepes ve Tris tamponlarinda
Pta’nin katalizledigi ileri reaksiyona etkisi incelendi. CoA 200 uM ve Ac-Pi 500
uM’da sabit tutulup reaksiyon 25°C’de 233 nm’de bir dakika takip edildi. Reaksiyon
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tamponu olarak tampon A ve tampon C (50 mM HEPES, 150 mM KCI, 2 mM DTT
(pH 8)) kullanild1.

Ikinci olarak suda hazirlanan ATP’nin HEPES, MOPS ve Tris tamponlarinda
Pta’nin katalizledigi ileri reaksiyona etkisi incelendi. CoA 200 uM ve Ac-Pi 500
uM’da sabit tutulup reaksiyon 25 C’de 233 nm’de bir dakika takip edildi. Reaksiyon
tamponu olarak HEPES, MOPS ve Tris tamponu kullanildi.

3.2.8. ATP’nin inhibitor Tiiriiniin Belirlenmesi

3.2.8.1. CoA Icin ATP’nin Inhibitér Tiiriiniin Belirlenmesi

CoA ve Ac-Pi tampon A’da, ATP ise deiyonize suda hazirlandi. Ac-Pi
konsantrasyonu 2 mM, ATP 0, 1 ve 2 mM da sabit tutulup CoA konsantrasyonunu
50, 100, 200, 400, 600 ve 1000 uM olarak degistirildi. Reaksiyon tamponu olarak
tampon B kullamldi. Ortam sicakligin1 25°C olarak ayarlandi. Reaksiyon hacmi 100
uL olarak belirlendi. 5 pLL enzim (0,025 pg) kullanildi. Reaksiyon enzimle baglatildi
ve 233 nm’de bir dakika 6l¢iim yapildi. Inhibitdr tiiriinii belirlemek icin datalar
Lineweaver-Burk grafigine uyarlandi ve Origin 7,5 versiyonu (Origin Lab, USA)
kullanilarak dogrusal fit yapild1.

3.2.8.2. Ac-Pi icin ATP’nin Inhibitor Tiiriiniin Belirlenmesi

Ac-Pi ve CoA tampon A’da, ATP ise deiyonize suda hazirlandi. CoA
konsantrasyonu 200 uM, ATP 0, 1 ve 2 mM da sabit tutulup Ac-Pi
konsantrasyonunu 75, 150, 300, 600 vel000 uM olarak degistirildi. Reaksiyon
tamponu olarak tampon B kullanildi. Ortam sicakhgmi 25°C olarak ayarlandu.
Reaksiyon hacmi 100 pL olarak belirlendi. 5 uL enzim (0,025 pg) kullanildi.
Reaksiyon enzimle baslatild1 ve 233 nm’de bir dakika 6l¢iim yapildi. Inhibitér tiiriinii
belirlemek i¢in veriler Lineweaver-Burk grafigine uyarlandi ve Origin 7,5 versiyonu
(Origin Lab, USA) kullanilarak dogrusal fit yapildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Kinetik Cahismalarda Kullamilan S. saprophyticus

Pta’in Saflastirilmasi

S. saprophyticus Pta daha laboratuarimizda Ilknur Aksoy trafindan klonlanmus,
eksprese edilmis ve kismi karakterizasyonu yapilmisti [Aksoy, 2010]. Bu tez
calisgmasinda oncelikle gerekli olan Pta E. Coli BL21 (DE3) hiicresinden eksprese
edilip, daha sonra Ni-NTA kolonuyla saflastirildi. Elde edilen rekombinant Pta’nin
safligit SDS-PAGE analizi ile kontrol edildi ve en az % 80 saf oldugu goriildii (Sekil
4.1).

kDa M Pta

170
130

95
55
43
34

20

Sekil 4.1. Ni-NTA kolonuyla saflastirilan Hisg-Pta’nin SDS-PAGE (% 12)
goriintiisi. M (markir), Pta (5 pg).

4.2. S.saprophyticus Pta’nin Katalizledigi Reaksiyonun

Kinetik Mekanizmasinin Belirlenmesi

Daha once belirtildigi gibi, ¢ift substratli enzim kinetigi ti¢ temel mekanizmaya
gore olmaktadir. Bunlar, ping-pong, rastgele ve swrali mekanizmadir. S.
saprophyticus Pta’nin  katalizledigi iki substrat, iki iriin reaksiyonunun

mekanizmasini belirlemek i¢in baslangi¢ hizlari incelendi. Pta’nin hem ileri hem de
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geri reaksiyonu i¢in mekanizmalar ayr1 ayr1 incelendi. Enzimin hem ileri (asetil-CoA
olusumu) reaksiyonu, hem de geri (asetil fosfat olusumu) reaksiyonu klasik

Michaelis-Menten kinetiginin 6zelliklerini gosterdigi gortildii.
4.2.1. Tleri Reaksiyonun Mekanizmasinin Aydinlatilmasi

Baslangic hizlar1 ol¢limleri, mekanizmanm ti¢li kompleks mekanizmast mi
veya ping-pong mekanizmasi mi oldugunu belirlemek i¢in yapildi. Substratlardan
birinin konsantrasyonu (CoA veya Ac-Pi) birkag farkli konsantrasyonda sabit tutulup
diger substratin (CoA veya Ac-Pi) konsantrasyonu degistirilerek baslangi¢ hizlari
Olciimii yapildi.

Ik olarak Ac-Pi konsantrasyonu sabit tutulup, CoA konsantrasyonu
degistirilerek baslangi¢ hizi 6l¢iimii yapildi. Elde edilen veriler Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk denklemine uyarlanarak grafige aktarildi (Sekil 4.2). Lineweaver-
Burk grafigi incelendiginde dogrularin paralel olmayip kesistigi gorildi (Sekil
4.2B). Lineweaver-Burk grafiginde dogrularin kesismesi S. saprophyticus Pta’nin
Katalizledigi reaksiyonun mekanizmanin ping-pong mekanizmas: degil, tgli

kompleks mekanizmasi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.2. Ac-Pi konsantrasyonu sabit tutulup CoA konsantrasyonu
degistirilerek ileri reaksiyonun baslangi¢ hizinin &lgiilmesi. Ac-Pi konsantrasyonu
150, 300, 500 ve 3000 uM olarak sabit tutulup CoA konsantrasyonu 25, 50, 100,
200, 400, 600 ve 1000 pM olarak degistirildiginde gozlenen Pta aktivitesinin
Michaelis-Menten (A) ve Lineweaver-Burk (B) grafigi. Diger deney sartlar1 boliim
3.2.2.1°de verildigi gibidir.
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Kinetik parametreleri (goriiniir Viax (VbR ) ve goriiniir Ky (KPP ) degerlerini)
belirlemek i¢in, Sekil 4.2A’daki veriler Michaelis-Menten denklemine nonlineer fit
edildi ve hesaplanan kinetik degerler Tablo 4.1’e aktarildi. Tablo 4.1’deki verilerden
de goriildiigii gibi artan sabit substrat (asetil fosfat) konsantrasyonuyla Voos ve CoA

icin KiPPdegerlerinin de artig1 goriildii. Bu sonuglar, asetil fosfatin enzime once

baglanmasimin enzimin CoA’ya karsi olan afinitesini diistirdiigiinii gostermektedir.

Tablo 4.1. Sekil 4.2A’deki verilerin Michaelis-Menten denklemine nonlineer
fit edilerek hesaplanan kinetik sabitler.

Ac-Pi Vi K’

max m
(M) (nmol/dk/mg protein) (M)
150 205+ 12 47+ 12
300 387+ 13 73+£9
500 625+ 23 114+ 15
3000 977+ 27 210 £ 17

Ayni sekilde, CoA konsantrasyonu sabit tutulup, Ac-Pi konsantrasyonu
degistirilerek baslangi¢ hizi 6l¢iimii yapildi. Elde edilen veriler Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk denklemine uyarlanarak grafige aktarildi (Sekil 4.3). Lineweaver-
Burk grafigi incelendiginde dogrularin paralel olmayip kesistigi gorildii (Sekil
4.3B). Kesisen dogrular, yukarida da belirtildigi gibi, reaksiyon mekanizmasinin
ping-pong mekanizmasi degil, tg¢li kompleks mekanizmasi gergeklestigini

gostermektedir.
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Sekil 4.3. CoA konsantrasyonu sabit tutulup Ac-Pi konsantrasyonu
degistirilerek ileri reaksiyonun baslangi¢ hizinin 6lgiilmesi. CoA konsantrasyonu 25,
50, 100 ve 200 uM olarak sabit tutulup Ac-Pi konsantrasyonu 50, 100, 200, 400, 700
ve 1000 puM olarak degistirildiginde gozlenen Pta aktivitesinin Michaelis-Menten
(A) ve Lineweaver-Burk (B) grafigi. Diger deney sartlart bolim 3.2.2.1°de verildigi
gibidir.
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Bu reaksiyon sartlarindaki kinetik parametrelerin (Vohr ve K:PP) belirlenmesi
icin de, Sekil 4.3A’daki veriler Michaelis-Menten denklemine nonlineer fit edildi ve
elde edilen degerler Tablo 4.2°de verilmistir. Artan CoA konsantrasyonuyla V2> ve
asetil fosfat i¢in K:PPdegerlerinin de artig1 goriildii. Buradan CoA’nin enzime 6nce

baglanmasinin enzimin asetil fosfata olan afinitesini diigiirdiigti goriilmektedir.

Tablo 4.2. Sekil 4.3A’daki verilerin Michaelis-Menten denklemine nonlineer
fit edilerek hesaplanan kinetik sabitler.
CoA viPh KZPP

UM)  (umolidkimg protein)  (uM)
25 S+ 1 11946
50 146 + 4 120 £12

100 270+ 8 152+ 18

200 779 £ 22 295 + 42

4.2.2. Geri Reaksiyonun Mekanizmasinin Aydinlatilmasi

Ileri reaksiyonda oldugu gibi S. saprophyticus Pta’nin katalizledigi geri
reaksiyonun da mekanizmasinin ii¢lii kompleks mekanizmasi m1 yoksa ping-pong
mekanizmasi mi oldugunu belirlemek igin baslangi¢c hizlar1 6l¢timii yapildi. Geri
reaksiyon i¢in baslangi¢ hizlar1 6l¢timiinii substratlardan birinin (Ac-CoA veya Pi)
konsantrasyonunu sabit tutup diger substratin (Ac-CoA veya Pi) konsantrasyonunu

degistirerek yapildi.

Once, fosfat birkag farkli konsantrasyonda sabit tutulup Ac-CoA
konsantrasyonu degistirilerek baslangic hiz1 8l¢iimii yapildi. ileri reaksiyonda oldugu
gibi elde edilen veriler Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk denklemine
uyarlanarak grafige aktarildi (Sekil 4.4 ). Lineweaver-Burk grafiginde veriler lineer
fit edilerek elde edilen dogrularin kesistigi gorildi (Sekil 4.4B). Dogrularin
kesismesi Pta’nin  katalizledigi geri reaksiyonun mekanizmanin ping-pong

mekanizmasi degil, ticlii kompleks mekanizmasi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.4. Pi konsantrasyonu sabit tutulup Ac-CoA konsantrasyonu
degistirilerek geri reaksiyonun baslangi¢ hizinin 6lgiilmesi. Pi konsantrasyonu 1, 2,5,
5 ve 20 mM olarak sabit tutulup Ac-CoA konsantrasyonu 25, 50, 100, 150, 200 ve
300 uM olarak degistirildiginde gozlenen Pta aktivitesinin Michaelis-Menten (A) ve
Lineweaver-Burk (B) grafigi. Diger deney sartlar1 bolim 3.2.2.2°de belirtildigi
gibidir.
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Kinetik parametreleri belirlemek i¢in Sekil 4.6A’daki veriler Michaelis-Menten
denklemine nonlineer fit edildi. Elde edilen veriler Tablo 4.3’¢ aytarildi. Pi
konsantrasyonu sabit tutulup Ac-CoA konsantrasyonu degistirildiginde artan Pi
konsantrasyonlarinda Vi > artarken Ac-CoA igin K PP’in degismedigi goriildii

(Tablo 4.3). Bu sonuglara gore fosfatin enzime Once baglanmasin enzimin Ac-

CoA’ya olan afinitesini etkilemedigi goriildii.

Tablo 4.3. Sekil 4.4A°daki verilerin Michaelis-Menten denklemine nonlineer

fit edilerek hesaplanan kinetik sabitler.

Pi Vi Kn?
(mM) (mmol/dk/mg protein) (uM)
1 122 £10 139 £ 26
2,5 185+15 141 £ 26
) 270+ 16 126 £ 17
20 382 +32 130+ 24

Daha sonra Ac-CoA bir ka¢ farkli konsantrasyonda sabit tutulup fosfat
konsantrasyonu degistirilerek baslangi¢ hizi 6lgtimii yapildi. Yukarida oldugu gibi
elde edilen veriler Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk denklemine uyarlanarak
grafige aktarild1 (Sekil 4.4 ). Lineweaver-Burk grafiginde veriler lineer fit edilerek
elde edilen dogrularin kesistigi goriildii (Sekil 4.4B). Dogrularm birbirine paralel
olmayip kesismesi Pta’nin katalizledigi geri reaksiyonun mekanizmanin ping-pong

mekanizmasi degil, liclii kompleks mekanizmasi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.5. Ac-CoA konsantrsyonunu sabit tutup Pi konsantrasyonunu
degistirerek geri reaksiyonun baglangi¢ hizinin 6lgiilmesi. Ac-CoA konsantrasyonu
50, 100, 200 ve 400 uM olarak sabit tutulup Pi konsantrasyonu 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 20
ve 40 mM olarak degistirildiginde gozlenen Pta aktivitesinin Michaelis-Menten (A)
Lineweaver-Burk (B) grafigi. Diger deney sartlar1 bolim 3.2.2.2°de belirtildigi
gibidir.
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VPP ve KiPPdegerlerini belirlemek icin Sekil 4.5A’daki veriler yukarida

oldugu gibi Michaelis-Menten grafigine aktarilarak nonlineer fit yapildi. Nonlineer

fit sonucunda elde edilen Vo*P ve KPP degerleri Tablo 4.4’te verildi. Bu tabloda da

max

goriildiigii gibi Ac-CoA konsantrasyonu sabit tutuldugunda Vio» artarken fosfat icin
KiPPdegerinin degismedigi goriildii (Tablo 4.4). Bu sonuglara gore Ac-CoA’nin
enzime fosfattan Once baglanmasi enzimin fosfata olan afinitesini etkilemedigi

belirlendi.

Tablo 4.4. Sekil 4.5A°daki verilerin Michaelis-Menten denklemine nonlineer
fit edilerek hesaplanan kinetik sabitler.

Ac-CoA vibh KZPP

(M) (umol/dk/mg protein) (uM)
50 70+ 3 5+0,7
100 116 £ 4 4+0,5
200 188 +3 43+0,2
400 297 +7 5,1+04

4.2.3. Ileri Reaksiyon Substratlar Icin Kinetik Sabitlerin

Belirlenmesi

Baslangi¢ hizlar1 6l¢liimii ve {iriin inhibisyonu deneyleri sonucunda Pta’nin
katalizledigi reaksiyonun mekanizmasmin hizli denge rastgele iki substrat, iki iiriin
mekanizmasi oldugu belirlendi. Bundan dolay1 veriler hizli denge rastgele bi bi
mekanizmasinda tanimlanan esitlik 1 kullanilarak analiz edildi. Konsantrasyonu sabit
tutulan her bir substrat icin “secondary” grafikleri ( 1/Vo?? vs 1/B, ve egim vs. 1/B)
cizilerek Vmax, K ve aK degerleri belirlendi [Segel, 1975].

Vmax maksimum hiz, A ve B degisken ve sabit tutulan substratin
konsantrasyonu, oK ve Kg sirasiyla A’nin Enzim-B kompleksine baglanma sabiti ve

B’nin Enzim-A kompleksine baglanma sabitidir [Copeland, 2000].
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Tablo 4.5. S. saprophyticus Pta’nin katalizledigi ileri reaksiyonun (asetil-fosfat
+ CoA — asetil-CoA + fosfat) substratlar1 igin ikincil grafikler kullanilarak

hesaplanan ayrigsma sabitleri.

Substrate K (uM) ak? (uM) Keat (5™)
Ileri Reaksiyon
Asetil Fosfat 150 + 55 503 +£85 869 + 132
CoA 51+5 290 £ 41 1130 + 385

'Substratn serbest enzime baglanma sabiti, “substratin enzim-diger substrat

kompleksine baglanma sabiti.

S. saprophyticus Pta’nin katalizledigi ileri reaksiyonu i¢in hesaplanan ayrisma
sabitleri ve kinetik parametreler Tablo 4.3°te gosterilmektedir. Bu parametrelere gore
Pta’nin katalizledigi ileri reaksiyonun substratlarindan birinin enzime baglanmasi
diger substratin enzime afinitesini (o = 4,5) disirdigi goriilmiistiir. Bu durum
baslangi¢ hizlar1 Sl¢iimlerinde Lineweaver-Burk denklemine uyarlanan verilerin
lineer fit edildiklerinde elde edilen dogrularin paralelmis gibi (Sekil 4-6) olmasina
neden olmustur. Baslangi¢ hiz 6l¢iimlerinde Lineweaver-Burk grafiklerinde elde
edilen dogrularin paralelmis gibi goriinmeleri hizli denge (rapid equilibrium) rastgele
sisteminde bir substratin enzime digerinden 6nce baglanmasinin diger substratin

baglanmasini inhibe etmesi sonucunda olmaktadir (oo >>1durumunda) [Segel, 1975].

4.2.4. Geri Reaksiyon Substratlar1 Icin Kinetik Sabitlerin

Belirlenmesi

S. saprophyticus Pta’nin katalizledigi geri reaksiyonun (asetil-CoA + fosfat —
asetil-fosfat + CoA) baslangic hizlar1 6lgtimii deneyleri (4.2.2) sonucunda Hises-
Pta’nin katalizledigi reaksiyonun mekanizmasinin hizli denge rastgele iki substrat,
iki iirlin mekanizmasi oldugu belirlendi. Bundan dolay1 veriler hizli denge random bi
bi mekanizmasinda tanimlanan esitlik 1 kullanilarak analiz edildi. Konsantrasyonu
sabit tutulan her bir substrat igin secondary grafikleri ( 1/VS'Y vs 1/B, ve egim vs.

1/B) gizilerek Vmax, K ve aK degerleri belirlendi [Segel, 1975].
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Vmax maksimum hiz, A ve B degisken ve sabit tutulan substratin
konsantrasyonu, oKa ve Kg sirasiyla A’nin Enzim-B kompleksine baglanma sabiti ve

B’nin Enzim-A kompleksine baglanma sabitidir [Copeland, 2000].
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Sekil 4.8. Pi konsantrasyonu sabit tutulup Ac-CoA konsantrasyonu
degistirldiginde elde edilen egim (KPP /ViPl ) (A) ve VPP (B) degerlerinin ikincil

grafikleri.
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Tablo 4.6. S. saprophyticus Pta’nin katalizledigi geri reaksiyonun (asetil-
CoA + fosfat — asetil-fosfat + CoA) substratlar1 i¢in ikincil garfikler kullanilarak

hesaplanan ayrigma sabitleri.

Substrate K (uM) ak? (uM) Keat (S™)
Geri Reaksiyon
Asetil CoA 439+ 180 291 =41 328 + 44
Fosfat 2530 +305  2200+348 267 +31

! Substratin serbest enzime baglanma sabiti, % substratm enzim-diger substrat

kompleksine baglanma sabiti.

S. saprophyticus Pta’nin katalizledigi geri reaksiyonda substratlardan biri (Ac-
CoA veya Pi) sabit tutulup diger substratin (Ac-CoA veya Pi) konsantrasyonu
degistirildiginde Virr artarken KPP degismemektedir. Buradan bu substratlardan
birinin enzime baglanmasi digerinin baglanmasini etkilemedigi (o =1durumunda)

goriildi [Segel, 1975].
4.2.5. Uriin inhibisyonu Calismalar

Uriin inhibisyonu deneyleri baslangi¢ hizlar1 &lgiimleri sonucunda S.
saprophyticus Pta’nin katalizledigi reaksiyonun mekanizmasmin {iglii kompleks
mekanizmasi oldugu belirlendikten sonra mekanizmanin rastgele mekanizmasi mi

veya zorunlu sirali mekanizma mi oldugunu belirlemek i¢in yapildi.

4.2.5.1. lleri Reaksiyonu I¢in Pi inhibisyonu

S. saprophyticus Pta’nin katalizledigi ileri reaksiyonu i¢in Pi ve Ac-CoA olmak
tizere iki {irlin inhibitorii vardwr. Her bir inhibitdriin CoA ve Ac-Pi’in doygun ve
doygun olmayan konsantrasyonlarinda inhibisyon etkisi incelendi. Deney sonucunda
elde edilen veriler Lineweaver-Burk denklemine lineer fit edildi. Lineer fitler
kullanilarak inhibisyon tiirleri belirlendi. CoA’nin doygun (600 uM) ve doygun
olmayan (100 pM) konsantrasyonlarinda Pi’nin Ac-Pi’ye kars1 inhibisyon etkisinin

oldugu gorildii.
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CoA doygun olmayan (100 pM) konsantrasyonda ve bes farkli
konsantrasyonda sabit tutulup Ac-Pi konsantrasyonu degistirildiginde Pi’nin Ac-Pi
icin yarigmali inhibitor oldugu goriildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Doygun olmayan CoA konsantrasyonunda Pi inhibisyonunun
Lineweaver-Burk grafigi. Pi konsantrasyonu 0, 5, 10, 20, 40 mM ve CoA doygun
olmayan (100 uM) konsantrasyonda sabit tutulup Ac-Pi konsantrasyonu 50, 75, 100,
250, 500, 750, 1000 ve 2000 uM olarak degistirilerek {iriin inhibisyonu deneyi
yapildi. Diger deney sartlar1 boliim 3.2.3.1°de belirtildigi gibidir.

Benzer sekilde, CoA doygun (600 puM) konsantrasyonda ve Pi bes farkli
konsantrasyonda sabit tutulup Ac-Pi konsantrasyonu degistirildiginde Pi’nin Ac-Pi

icin yarigmali inhibitor oldugu goriildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.11. Doygun CoA konsantrasyonunda Pi inhibisyonunun Lineweaver-
Burk grafigi. Pi konsantrasyonu 0, 5, 10, 20, 40 mM ve CoA doygun (600 puM)
konsantrasyonda sabit tutulup Ac-Pi konsantrasyonu 50, 75, 100, 250, 500, 750,
1000 ve 2000 uM olarak degistirilerek {iriin inhibisyonu denyi yapildi. Diger deney
sartlar1 boliim 3.2.3.1°de belirtildigi gibidir.

Daha sonra, Ac-Pi’nin doygun (4 mM) ve doygun olmayan (100 pM)
konsantrasyonlarinda Pi’nin CoA’ya kars1 inhibisyon etkisi incelendi. Pi’nin CoA’ya
kars1 doygun Ac-Pi konsantrasyonunda inhibisyon etkisi goriilmezken doygun

olmayan Ac-Pi konsantrasyonunda inhibisyon etkisi oldugu gortildii (Sekil 4.11).
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Sekil 4.12. Doygun olmayan Ac-Pi konsantrasyonunda Pi inhibisyonunun
Lineweaver-Burk grafigi. Pi konsantrasyonu 0, 5, 10, 20, 40 mM ve Ac-Pi doygun
olmayan (100 uM) konsantrasyonda sabit tutulup CoA konsantrasyonu 25, 50, 100,
200, 400, 750 ve 1000 uM olarak degistirilerek {iriin inhibisyonu deneyi yapildi.
Diger deney sartlar1 boliim 3.2.3.1°de belirtildigi gibidir.

Deney sonucu elde edilen veriler Lineweaver-Burk denklemine lineer fit
edildiginde dogrularin Sekil 4.12°da goriildiigi gibi x-eksini (ikinci bolge) lizerinde
kesistigi goriildii. Buradan Ac-Pi doygun olmayan konsantrasyondayken Pi’nin CoA

icin yarigmasiz inhibitor oldugu belirlendi.

4.2.5.2. ileri Reaksiyonu icin Ac-CoA Inhibisyonu

Fosfat inhibisyonunda oldugu gibi ileri reaksiyon i¢in Ac-CoA’nin inhibisyon
etkisi de CoA ve Ac-Pi'nin doygun ve doygun ve doygun olmayan
konsantrasyonlarinda incelendi. Veriler Lineweaver-Burk denklemini kullanilarak

grafie aktarildi ve lineer fit yapilarak inhibitorlerin inhibisyon tiirleri belirlendi.
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Sekil 4.13. Doygun olmayan CoA konsantrasyonunda Ac-CoA inhibisyonunun
Lineweaver-Burk grafigi. Ac-CoA konsantrasyonu 0, 50, 100, 200, 500 ve 1000 uM
,CoA doygun olmayan (100 puM) Kkonsantrasyonda sabit tutulup Ac-Pi
konsantrasyonu 50, 100, 200, 350, 500, 750, 1000 ve 2000 uM olarak degistirilerek

iirlin inhibisyonu deneyi yapildi. Diger deney sartlar1 boliim 3.2.3.2°de belirtildigi
gibidir.

Fosfat inhibistonunda oldugu gibi deney sonucu elde edilen veririler
Lineweaver-Burk grafigine aktarilip lineer fit yapildiginda dogrularin y-ekseni
tizerinde tek noktada kesistigi goriildii (Sekil 4.13). Buradan CoA’nin doygun
olmayan konsantrasyonunda Ac-CoA’nin Ac-Pi igin yarigmali inhibitér oldugu
belirlendi. Buna karsin CoA’nin doygun konsantrasyonunda Ac-CoA’nin Ac-Pi igin

herhangi bir inhibisyon etkisinin olmadig1 goriildii.
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Sekil 4.14. Doydun olmayan Ac-Pi konsantrasyonunda Ac-CoA
inhibisyonunun Lineweaver-Burk grafigi. Ac-CoA konsantrasyonu 0, 50, 100, 200,
500 ve 1000 uM, Ac-Pi doygun olmayan (100 uM) konsantrasyonda sabit tutulup
CoA konsantrasyonu 25, 50, 100, 200, 350, 750 ve 1000 uM olarak degistirilerek
inhibisyon denyi yapildi. Diger deney sartlar1 boliim 3.2.3.2°de belirtildigi gibidir.

Ac-Pi doygun olmayan konsantrasyonda sabit tutulup Ac-CoA’nin CoA igin
inhibisyonu incelendiginde Ac-CoA’nm CoA i¢in yarigmali inhibitor oldugu goriildi
(Sekil 4.14). Fakat, Ac-Pi’nin doygun konsantrasyonunda Ac-CoA’nin CoA igin

herhangi bir inhibisyon etkisinin olmadig1 goriildii.

Uriin inhibisyonu ¢aligmalarinmn sonuglar1 6zet olarak Tablo 4.7°de verilmistir.
Bu sonuglara gore fosfat, doygun ve doygun olmayan CoA konsantrasyonlarinda Ac-
Pi igin yarigmali inhibitordiir. Buna karsin Pi, doygun olmayan Ac-Pi
konsantrasyonunda CoA  igin  yarigmali  inhibitorken, doygun  Ac-Pi
konsantrasyonunda yarismasiz inhibitér oldugu belirlenmistir. Ac-CoA, doygun
olmayan CoA konsantrasyonunda Ac-Pi i¢in yarigmali inhibitérken, doygun CoA

konsantrasyonunda inhibisyon etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde Ac-
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Pi’nin doygun olmayan konsantrasyonunda Ac-CoA, CoA i¢in yarigmali inhibitorken
doygun Ac-Pi konsantrasyonunda inhibisyon etkisi goriilmemistir. Ayrica her bir

inhibitoriin goriiniir inhibitdr sabiti (K;) hesaplanarak tabloya aktarilmistir.

Tablo 4.7. S. saprophyticus Pta’nin katalizledigi reaksiyonun iiriin inhibisyonu

sonuglari.
Degisken Sabit Inhibisyon Goriiniir Ki

Inhibitor Substrat Substrat Tiirii (mM)
Fosfat Asetil-Pi sat.CoA Yarigmali 12,0
Fosfat Asetil-Pi subsat.CoA Yarismal 8,6
Fosfat CoA sat. Asetil-Pi Yarigmasiz -
Fosfat CoA subsat.Asetil-Pi Yarigmali 8,2
Asetil-CoA Asetil-Pi sat.CoA Yarismasiz -
Asetil-CoA Asetil-Pi subsat.CoA Yarismal 0,421
Asetil-CoA CoA sat. Asetil-Pi  Inhibisyon yok -
Asetil-CoA CoA subsat.Asetil-Pi Yarismal 0,321

Sat. doygun konsantrasyon (Kn, degerinin yaklasik 3-4 kat1), subsat. doygun

olmayan konsantrasyon (K, degerinin yaklasik yarisi).

4.3. ileri ve Geri Reaksiyona Metabolitlerin Etkisi

Hiicrelerin enerji diizeyi ATP ve NADH varligiyla iliskilidir. ATP ve
NADH’in fazla olmasi hiicrenin yeterince enerjiye sahip oldugunun bir gdstergesidir.

Yiiksek ATP ve NADH konsantrasyonu enerji metabolizmasinda gorevli olan
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enzimlerin inhibisyonuna sebep oldugu bilinmektedir. Bugiine kadar farkli
mikroorganizmalardan elde edilen Ptal smnifi enzim aktivitelerinin ATP tarafindan
inhibe edilirken NADH’in aktiviteye etkisi olmadig1 belirtilmistir. Bu amacla Ptal
sinifi enzimi olan S.saprophyticus Pta aktivitesine ATP, NADH, piriivat ve o-

ketoglutarat gibi metabolitlerin etkisini inceledik.

4.3.1. leri Reaksiyona NAD", NADH, NADP®, NADPH Etkisi

Substrat konsantrasyonu Ky, civarmnda tutup, farkli metabolit (NAD®, NADH,
NADP* ve NADPH) konsantrasyonlarinda aktivite dlciimleri yapildi. Sekil 4.15’ten

goriildiigii gibi bu metabolitlerin Pta aktivitesine kayda deger bir etkisinin olmadigi

gorildi.
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Sekil 4.15. NAD", NADH, NADP" ve NADPH’in S. saprophyticus Pta’nin
aktivitesine etkisi. CoA (100 uM) ve Ac-Pi (500 uM) konsantrasyonu K, civarinda
tutularak, 0, 0,5 ve 1 mM NAD*, NADH, NADP® ve NADPH’in Pta’nin

katalizledigi ileri reaksiyonuna etkisi incelendi. Diger deney sartlart boliim 3.2.5.1°de

verilmistir.
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4.3.2. Tleri ve Geri Reaksiyona Piriivat, a-Ketoglutarat ve ATP
Etkisi

Piriivatin  dort farkli  konsantrasyonlarinda S. saprophyticus Pta’nin
katalizledigi ileri reaksiyona etkisi, CoA ve Ac-Pi konsantrasyonlar1 Ky civarinda
tutularak incelendi. Piruvatin Pta’nin katalizledigi geri reaksiyona etkisi ise Ac-COA
ve Pi konsantrasyonu K, civarinda, DTNB konsantrasyonu 0,2 mM’da sabit
tutularak incelendi. asyonlarinda S. saprophyticus Pta’nin katalizledigi ileri ve geri

reaksiyona Pirlivatin herhangi bir etkisinin olmadig1 gorildii (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Piriivat’in S. saprophyticus Pta’nin aktivitesine etkisi. Ileri
reaksiyon i¢in CoA ve Ac-Pi konsantrasyonlar1 sirasiyla 100 pM ve 500 uM’da sabit
tutulup piriivat konsantrasyonu 5 mM, 10 mM ve 15 mM olarak degistirilerek
reaksiyon takip edildi. Geri reaksiyon i¢in ise Ac-CoA 125 uM, Pi 5 mM ve DTNB
0,2 mM’da sabit tutuldu. Diger deney sartlar1 boliim 3.2.5.2°de verildigi gibidir.

o-Ketoglutarat’m alt1 farkli konsantrasyonlarinda Pta aktivitesine etkisi

incelendi. Ileri reaksiyon igin COA ve Ac-Pi konsantrasyonlar: Kp civarmda
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tutularak incelendi. a-Ketoglutarat’in Pta’nin katalizledigi geri reaksiyona etkisi ise
Ac-CoA ve Pi konsantrasyonu K, civarinda, DTNB konsantrasyonu 0,2 mM’da sabit
tutularak incelendi. a-Ketoglutarat’mn Pta aktivitesini hem ileri reaksiyonda hem de
geri reaksiyonda inhibe ettigi goriildii. Ayrica a-ketoglutarat inhibisyonunun

sigmoidal oldugu goriildii (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. a-Ketoglutarat’m S. saprophyticus Pta aktivitesine etkisi. Ileri
reaksiyon i¢in CoA ve Ac-Pi konsantrasyonlar1 sirastyla 100 uM ve 500 uM’da sabit
tutulup a-ketoglutarat konsantrasyonu 2,5 mM, 5 mM, 7,5 mM, 10 mM ve 15 mM
olarak degistirilerek reaksiyon takip edildi. Geri reaksiyon i¢in ise Ac-CoA 125 uM,
Pi 5 mM ve DTNB 0,2 mM’da sabit tutuldu. Diger deney sartlar1 boliim 3.2.5.2°de

verilmistir.

Sekil 4.17°de gorildiigii gibi 15 mM a-ketoglutarat varliginda S.saprophyticus

Pta’nin katalizledigi ileri ve geri reaksiyonu % 100 inhibe ettigi goriildii.

ATP’nin bes farkli konsantrasyonlarinda S. saprophyticus Pta’nin aktivitesine

etkisi incelendi Ileri reaksiyon igin CoA ve Ac-Pi konsantrasyonlar1 Ky, civarmda
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tutularak incelendi. ATP’nin Pta’nin katalizledigi geri reaksiyona etkisi ise Ac-CoA
ve Pi konsantrasyonu K. civarinda, DTNB konsantrasyonu 0,2 mM’da sabit
tutularak incelendi. ATP’nin inhibisyon etkisinin hiperbolik 6zellik gosterdigi
gorildi (Sekil 4.18). 2 mM ATP’nin Pta aktivitesini yaklasik % 60 inhibe ettigi
gorildii. 3 mM ATP varliginda OD dlglim yapilamayacak kadar yiiksek (2,5’den
biiyiik) oldugundan 6lgiim yapilamadi.
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Sekil 4.18. ATP’nin S. saprophyticus Pta aktivitesine etkisi. Ileri reaksiyon i¢in
CoA ve Ac-Pi konsantrasyonlari sirastyla 100 uM ve 500 uM’da sabit tutulup ATP
konsantrasyonu 0,5 mM, 1 mM, 2 mM ve 3 mM olarak degistirilerek reaksiyon takip
edildi. Geri reaksiyon igin ise Ac-CoA 125 uM, Pi 5 mM ve DTNB 0,2 mM’da sabit

tutuldu. Diger deney sartlar1 boliim 3.2.5.2°de verilmistir.

Sekil 4.18’de goriildiigii gibi ATP’nin S. saprophyticus Pta aktivitesini hem

ileri reaksiyonda hem de geri reaksiyonda inhibe ettigi goriildii.
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4.5. ATP ve a-Ketoglutarat Inhibisyonuna Tamponlarin
Etkisi

S. saprophyticus Pta’nin inhibitérii olan o-ketoglutarat’in Tris (pH 7,5) ve
HEPES (pH 7,5), ATP’nin Tris, HEPES ve MOPS (pH 7,5) tamponlarinda ileri
reaksiyona etkileri incelendi. a-Ketoglutarat’m farkli konsantrasyonlarmin CoA ve
Ac-Pi konsantrasyonunu Ky, civarinda sabit tutarak S. saprophyticus Pta aktivitesine
etkisi HEPES ve Tris tamponlar1 kullanilarak incelendi. a-Ketoglutarat’m HEPES
tamponu kullanildiginda S. saprophyticus Pta’nin katalizledigi ileri reaksiyona
herhangi bir etkisinin olmadig1 goriiliirken, Tris tamponu kullanildiginda inhibisyon
gbzlenmistir. Tris tamponu varliginda 10 mM a-ketoglutarat’in S. saprophyticus
Pta’nin katalizledigi ileri reaksiyonu yaklasik % 80 inhibe ettigi goriilmiistiir (Sekil
4.19).
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10 mM o-ketoglutarat

100 +

//f : 7

75

50

% Spesifik Aktivite

25

S

HEPES ' Tris

Sekil 4.19. a-Ketoglutarat’n S. saprophyticus Pta aktivitesine HEPES ve Tris
ortaminda etkisi. HEPES ve Tris konsantrasyonu 50 mM olarak ayarlandi (pH 7,5).
CoA ve Ac-Pi konsantrasyonlar: sirasiyla 100 uM ve 500 pM’da sabit tutulup a-
ketoglutarat konsantrasyonu 0 mM, 5 mM ve 10 mM olarak degistirilerek reaksiyon
takip edildi. Diger deney sartlar1 boliim 3.2.6’da verilmistir.
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ATP’nin farkli konsantrasyonlarinin CoA ve Ac-Pi konsantrasyonunu Kp,
civarinda sabit tutarak S. saprophyticus Pta aktivitesine etkisi HEPES, MOPS ve Tris
tamponlar1 kullanilarak incelendi. ATP’nin her ii¢c tampon ortaminda da S.
saprophyticus Pta’nin katalizledigi ileri reaksiyonu inhibe ettigi gorilmistiir (Sekil
4.20).
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Sekil 4.20. ATP’nin S. saprophyticus Pta aktivitesine HEPES, MOPS ve Tris
ortaminda etkisi. HEPES, MOPS ve Tris konsantrasyonu 50 mM olarak ayarlandi
(pH 7,5). CoA ve Ac-Pi konsantrasyonlar1 sirasiyla 100 uM ve 500 uM’da sabit
tutulup ATP konsantrasyonu 0 mM ve 2 mM olarak degistirilerek reaksiyon takip
edildi. Diger deney sartlar1 boliim 3.2.6’da verilmistir.

2 mM ATP’nin S. saprophyticus Pta’nin katalizledigi ileri reaksiyonu her ii¢
tampon ortaminda da yaklasik % 62 inhibe ettigi gorildi (Sekil 4.20).
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4.5. ATP’nin inhibitor Tiiriiniin Belirlenmesi

4.5.1. CoA Icin ATP’nin Inhibitor Tiiriiniin Belirlenmesi

ATP’nin CoA igin inhibitdr tiiriiniin belirlenmesi i¢in  Ac-Pi’1 tek
konsantrasyonda, ATP’yi i¢ farkli konsantrasyonda sabit tutup CoA
konsantrasyonunu degistirildi. Veriler Lineweaver-Burk grafigine aktarilip lineer fit
yapildi. Lineer fit sonucunda elde edilen dogrularin y-ekseninde tek bir noktada
kesistigi goriildii. Buradan ATP’nin CoA i¢in yarigsmali inhibitér oldugu belirlendi
(Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. ATP’nin CoA igin inhibitér tirliniin belirlenmesi. Ac-Pi
konsantrasyonlar1 500 pM’da sabit tutulup CoA konsantrasyonunu degistirerek

Ol¢lim yapildi. Diger deney sartlar1 boliim 3.2.8.1°de verilmistir.
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4.5.2. Ac-Piicin ATP’nin inhibitér Tiiriiniin Belirlenmesi

Benzer sekilde ATP’nin Ac-Pi i¢in inhibitor tiirliniin belirlenmesi i¢in CoA’y1
tek konsantrasyonda, ATP’yi ii¢ farkli konsantrasyonda sabit tutup Ac-Pi
konsantrasyonunu degistirildi. Veriler Lineweaver-Burk grafigine aktarilip lineer fit
yapildi. Lineer fit sonucunda elde edilen dogrularin y-ekseninde tek bir noktada
kesigsmedigi goriildii. Buradan ATP’nin Ac-Pi i¢in yarigmsiz inhibitor oldugu

belirlendi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. ATP’nin Ac-Pi icin inhibitor tiiriiniin belirlenmesi. CoA
konsantrasyonlart 500 uM’da sabit tutulup Ac-Pi konsantrasyonunu degistirerek

Ol¢iim yapildi. Diger deney sartlar1 boliim 3.2.8.2°de verilmistir.
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda daha once S. saprophyticus’tan klonlanan Pta’nin kinetik
mekanizmasi inceledi. Kinetik mekanizmay1 belirlemek i¢in baslangic hizi dlgtimleri
ve {irlin inhibisyonu deneyleri yapildi. Baslangi¢ hizi ve iiriin inhibisyonu deneyleri
sonucunda kinetik mekanizmanin {iglii kompleks mekanizmalarindan rastgele iki
substrat-iki iirin kinetik mekanizmasiyla gerceklestigi goriildi (Sekil 5.1). Bu
sonuglar S. saprophyticus’tan elde edilen Pta’nin katalizledigi reaksiyonun kinetik
mekanizmasinin daha Onceden belirtilen M. thermophila, C. kluyveri ve V.
alcalescens’den saflastirilan recombinant Pta’nin  katalizledigi reaksiyonun
mekanizmasiyla uyumlu oldugunu gostermektedir. [Lawrence ve Ferry, 2005]. Sekil
5.1°de goriildiigii gibi enzime hangi substrat dnce baglanirsa baglansin reaksiyon
iiclii kompleks olusumuna ilerlemekte ve tiglii kompleks olustuktan sonra {iriin

olusumu gerceklesmektedir.

. e Ac.pi CoA
Pta+ Ac-Pi == Pta* Ac-Pi Ptae Pj == Pta+Pi
KAC-Pi Ac-CoA K"

aKCoA K Ac-CoA
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Ac-Pi% &
(/.K‘\\ Pi uKl’l
Pta+ CoA‘:* CoAe«Pta PtasAc-CoA=—=Pta+ Ac-CoA

¢CoA
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Sekil 5.1. S. saprophyticus Pta’nin katalizledigi reaksiyonun ilerleme semasi.

Baslangi¢c hizlar1 6l¢iimii sonuclar1 kullanilarak c¢izilen ikincil grafiklerden,
rekombinant S. saprophyticus Pta’nin katalizledigi ileri reaksiyonda subsratlardan
birinin enzime baglanmasi diger substratin enzime baglanmasmda inhibisyon etkisi
yaptig1 goriiliirken (o=~4), geri reaksiyonda substratlarin birinin enzime baglanmasi
diger substratin enzime baglanmasimi etkilemedigi goriildi. Ayrica, CoA ve Ac-
Pi’nin goriinlir Michaelis sabitleri diger substratin artan konsantrasyonuyla yaklagik
dort kat arttigi goriildi. Bu sonuglar Helkin ve Abeles’in C. kluvyeri’den elde

ettikleri Pta’m sonuglariyla uyum i¢indedir [Helkin and Abeles, 1976].
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Bu tez c¢alismasinda ayrica, bazi metalolitlerin S. saprophyticus Pta
aktiviteisine etkisi incelendi ve Pta aktivitesinin ATP tarafindan etkilenirken NADH
ve piriivattan etkilenmedigi goriildi. Bu yoniiyle S. saprophyticus Pta’nin B. subtilis
ve V. alcalescens’ten elde edilen Pta ile benzer 6zellikle oldugu goriildii [Rado and
Hoch, 1973; Pelroy and Whiteley, 1972]. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda ATP’nin S.
saprophyticus Pta inhibisyonunun CoA i¢in yarigmali iken Ac-Pi i¢in yarismasiz
inhibitér oldugu goriildii. ATP’nin benzer etkisi daha 6nce V. alcalescens Pta igin

belirtilirken, B. subtilis Pta i¢in belirtilmemistir [Rado and Hoch, 1973].

Simdiye kadar, sadece E. coli ve S. enterica’dan elde edilen Ptall’lerin NADH,
ATP ve piriivat tarafindan diizenlendigi belirtilmistir [Brinsmade and Escalente,
2007; Compos et al.,2010]. Bu galismada ilk kez TCA dongiisiiniin hiz belirleyici
enzimlerinden biri olan a-ketoglutarat dehidrogenaz kompleksinin (a-KGDC)
substrat1 olan o-ketoglutarat’in S. saprophyticus Pta aktivitesini ileri ve geri
reaksiyonda allosterik olarak inhibe ettigi goriilmiistiir. Ayrica yapilan ¢alismalar
sonucunda a-ketoglutarat inhibisyonunun sigmoydal 6zellik gosterirken, ATP

inhibisyonunun hiperbolik 6zellik gosterdigi goriildi.
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EK1

1. Besiyeri ve Hazirlanmasi

1.1. LB (Luria-Bertani) broth besiyeri

Pepton (10 g/L), maya ekstrakt (5 g/L), NaCI (5 g/L) distile su igerisinde
coziilerek pH 7’ye ayarlanir ve 1 L‘ye tamamlanir. Otoklavda 121°C’ta 15 dakika

sterilize edilir.

2.1. SDS-PAGE‘de Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

2.1. % 10’luk APS Cozeltisi

Amonyum persiilfat (0,1 g) tartilarak 1 mL saf suda ¢oziiliir. Cozelti taze
hazirlanmalidir.

2.2. % 10’luk SDS Céozeltisi

Sodyum dodesil siilfat (5 @) tartilarak bir miktar saf suda ¢6ziiliir ve hacim 50
mL’ye tamamlanir.

2.3. % 30’luk Akrilamid Cozeltisi

Akrilamid (30 g ) ve bis-akrilamid (0,8 g) tartilarak ve hacim 100 mL’ye
tamamlanir.

2.4.1.5M Tris Tampon (pH 8)

Tris (36,34 g) tartilarak bir miktar saf suda ¢oziiliir ve pH 8‘e ayarlanir. Destile

suyla hacim 200 mL’ye tamamlanir.
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2.5.1 M Tris Tampon (pH 6,8)

Tris (1,11 Q) tartilarak bir miktar saf suda ¢oziiliir ve pHs1 6.8’¢ ayarlanir.
Destile suyla hacim 100 mL’ye tamamlanr.

2.6. SDS Yiiriitme Tamponu

Tris (3,03 g), glisin (14,04 g) ve SDS (1 g) tartilarak bir miktar saf suda

¢oziillir, hacim saf su ile 1 L‘ye tamamlanir.

2.7. 6X Ornek Yiikleme Tamponu

Bromophenol blue (6 mg), Tris tampon (0,9 mL, 1 M, pH 6,8), gliserol (3,75
mL) , SDS (4,5 mL, % 10 (wt/vol)), destile su (2,1 mL) karistirilarak hazirlanir.
Hazirlanan ¢ozeltiden 375 pL tiiplere aktarilir. Kullanilacagi zaman mikrotiipe, 125

uL B-merkaptoetanol ilave edilir.

2.8. Jel Boyama Cozeltisi

250 mL metanol, 50 mL asetik asit ve 0,59 Coomassie brilliant blue destile su

ile 500 mL’ye tamamlanir.

3. Lizozim Cozeltisi

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

4. 100 mM IPTG Cozeltisi:

0,12 g IPTG steril su ile 5 mL’ye tamamlanir. -20°Cde saklanr.
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