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OZET

Sitidin 5’-trifosfat sentetaz (CTPS) primidin metabolizmasinda son basamagi
katalizleyen enzimdir. CTPs, ATP tarafindan aktiflestirilen UTP’ye amino grubunu
aktararak CTP olusumunu katalizler. Niikleotid biyosentezinin boliinen hiicrelerdeki
oneminden dolayr CTPs anti-tiimoral, anti-parazitik ilaglar i¢in hedeftir. Bu enzimin
molekiiler ve biyokimyasal 6zelliklerinin bilinmesi yeni ilaglarin gelistirilmesi agisindan
onemlidir. Bakterilere ve insana ait CTPs yapisal olarak olduk¢a benzerdir. Bakterilere ait
CTPs ile yapilan ¢alismalar, insanlara ait CTPs ile yapilacak ¢alismalara 151k tutacaktir.

Bu calismada termofilik Anoxybacillus gonensis G2' (Agon) bakterisinin ctp sentetaz
geni (pyrG) iriinii biyokimyasal olarak karakterize edildi ve niikleotid ve amino asit
benzerliklerinden yararlanilarak akrabalik dereceleri incelendi. Bu amag¢ dogrultusunda; (1)
Agon genomik DNA’s1 izole edildi ve ECORI enzimi ile olusturulan genomik kiitiiphaneden
shotgun teknigi kullanilarak pyrG gen sirast bulundu, (2) elde edilen niikleotid
diziliminden yararlanilarak hem niikleotid hemde aminoasit verileri kullanilarak benzerlik
agaclar olusturuldu, (3) pyrG geni pET-15b vektoriine klonlandi1 ve E. coli (Escherichia
coli) BL21 (DE3)pLysS hiicrelerine transforme edilerek ekspres edilmesi saglandi, (4)
rekombiant olarak iiretilen protein MagneHis Purifikasyon Kiti kullanilarak saflastirildi ve
sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) saflig1 belirlendi (5)
pyrG genine ait proteinin biyokimyasal ozellikleri spektrofotometrik olarak belirlendi.
Sonug olarak enzimin aktivite gosterdigi optimum sicaklik 65°C ve optimum pH’sinin 9
oldugu belirlendi. Enzimin aktivitesinin 65° C ve yukarisindaki 1s1 uygulamalarinda
azaldig1 bulundu. K, degeri yaklasik 12,415 mM ve Vpax degeri yaklasik 0,381 U/L olarak
hesapland1. Ky degeri ise yaklasik 0,762 s™ olarak hesaplandi. Benzerlik agaglarinda ise

Agon bakterisinin en fazla Anoxybacillus flavithermus bakterisine benzer oldugu gézlendi.

Anahtar Kelimeler: Sitidin 5’-trifosfat sentetaz, Anoxybacillus gonensis G2,

biyokimyasal karakterizasyon, ekspresyon, klonlama.



SUMMARY

Cloning, Expression, Purification of Ctp synthetase from Anoxybacillus gonensis G2

and Characterization of NH;.Dependent Activity of Ctp synthetase

Cytidine 5'-triphosphate synthetase (CTPs) catalyzes the last step in the pyrimidine
metabolism. In that reaction, UTP was activated by ATP and used for CTP synthesis by
CTPs. Because of the importance of nucleotide biosynthesis in dividing cells, CTPs is a
goal for anti-tumor and anti-parasitic drugs. Knowledge of the molecular and biochemical
properties of this enzyme is important for the development of new drugs. Cytidine 5'-
triphosphate synthetase (CTPs) of bacteria and human are structurally very similar to each
other. Studies done with bacteria will shed light on future studies about humans CTPs.

In this study, ctp synthetase gene (pyrG) product was biochemically characterized
from thermophilic Anoxybacillus gonensis G2 (Agon) and its nucleotid sequence was used
to investigate the genetic similarity. For this purpose; (1) genomic DNA was isolated from
Agon and cutted by EcoRI enzyme to generate genomic library. pyrG gene sequences was
idendified with shotgun method using this library. (2) The genetic similarity was generated
by using both nucleotide and amino acid sequences. (3) pyrG gene was cloned into pET-
15b expression vector and protein was expressed in E. coli (Escherichia coli) BL21
(DE3)pLysS strain. (4) The recombinant protein was purified with using MagneHis
Purification System (Promega) and its purity was proved with sodium-dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). (5) The pure enzyme was biochemically
characterized by spectrophotometrically. We found that enzyme has optimum activity at 65
°C and pH:9.0 and it lost its activity after 65 °C. K. and Vmax were calculated
approximately 12,415 mM, 0,381 U/L respectively. K¢ value was calculated
approximately 0,762 s*. The similarity trees showed that Agon and Anoxybacillus

flavithermus were similar to each order much more than the other species.

Keywords: Cytidine 5’-triphosphate synthetase, Anoxybacillus gonensis G2', biochemical

characterization, expression, cloning.
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Ctp sentetaz enzimleri (CTPs), NH3 veya L-glutamini kullanarak ATP’ye bagimli
UTP’ den CTP sentezlenmesini katalizler. GTP, glutamin hidrolizini tesvik eden allosterik
aktivatordiir. CTP sentetaz enziminin dahil oldugu glutamin amidotransferazlar grubu
enzimler iki domainden olusan bir polipeptid zincirine sahiptir. Proteinin C-terminal
glutamin amid transfer domaininde glutamin hidrolizinin katalizlenmesi sonucu amonyak
olusur ve amonyak UTP’ nin aminlenmesinin katalizlendigi N-terminal domaine transfer
edilir. CTPs sitozin niikleotidlerinin de novo sentezinin son basamagini katalizler.

E. coli (Escherichia coli) CTP sentetazi kinetik ve fiziksel ozellikleriyle birlikte en
1yi karakterize edilmis CTP sentetazdir ve regiilasyonu komplekstir. GTP pozitif allosterik
efektor olarak glutamin-bagimli CTP sentezinin etkinligini 45 kat arttirir, fakat NHj
substratken etkisi onemsizdir. Ayrica enzimin aktivitesi iiriin tarafindan inhibe edilir (CTP
geri beslemeli inhibisyon). ATP ve UTP enzimin aktif formunun olugmasi i¢in gergeklesen
tetramerizasyonu tesvik etmek icin sinerjik olarak hareket eder. CTPs’ nin dimer formu
glutamin hidrolizini katalizleyebilir, yapilan calismalarda ATP ve UTP’ nin eklenmesi
glutaminaz aktivitesini arttirmistir [1].

CTPs niikleik asitlerin ve zar fosfolipitlerinin biyosentezinde 6nemli bir role sahiptir.
CTPs anti-viral, anti-protozoal ve hiicre transformasyonunu inhibe eden ilaglarinin
gelistirilmesinde hedeftir. Hiicre hayat siklusunda S fazinda DNA replike olur. Bunun
olmas1 i¢in ortamda piirin ve primidinlerin olmasi gerekir. Primidin sentezinin son
basamaginin gerceklesmesi i¢in CTPs’ ye ihtiya¢ vardir. Timor hiicreleri ¢ogaldikca
biiyiimeleri ve hayatta kalabilmeleri i¢in daha fazla niikleotide ihtiya¢ duyarlar. Bu yiizden
timor olusumunda niikleotid biyosentezinin 6nemli bir rolii vardir. Niikleotid
biyosentezinde ve modifikasyonunda rol alan enzimler bir¢ok kanser tipinde yiiksek
oranda iretilirler. Bu ylizden bu enzimler kanser terapisinde hedeftir. Ctp sentetaz
aktivitesi sican veya insan kanser hiicrelerinde artar ve sentetaz aktivitesi antikanser ajani
siklopentenil sitozin ile inhibe edilir [2]. Eger bu enzimi kodlayan genin molekiiler yapisi
ve regiilasyonu iyice anlasilirsa anti-tiimoral ilaglar gelistirilebilecektir. Ayrica gen tedavisi
metodlarida gelistirilebilecektir. Gen tedavisi eksik genlerin yerine konmasi, yanlis veya

fazla galigan genlerin susturulmasi ve bazi genlerin islevlerinin degistirilmesini kapsar [3].



Bakterilerde var olan ctp sentetaz enzimi primidin metabolizmasinda gorevli bir
enzimdir ve bakterinin hayat siklusu i¢in gerekli bir enzimdir. Niikleotitlerin hiicresel
havuzlar1 (ATP) disinda ¢ok kiiciiktiir ve olasilikla hiicrenin DNA’ sim1 sentezlemek icin
gerekenin %1’ 1 veya daha azidir. Dolayisiyla niikleotit sentezi niikleik asit sentezi
sirasinda devam etmelidir ve bazi durumlarda DNA replikasyonu ve transkripsiyonu
hizlarimi sinirlayabilir [4]. Bakteriler de novo yollar olmadan kurtarma yollariyla hayat
dongiilerini tamamlayip tamamlayamadigini anlamak i¢in de novo yolundaki enzimler
inhibe edilebilir veya genomdan ¢ikartilabilir. Bunun igin enzimin ve g¢alisma
mekanizmasinin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir.

Thermus thermophilus CTP sentetazinin ii¢ boyutlu yapisi calisiimistir. Bu
calismalarin sonucunda ATP, UTP, GTP ve glutaminin enzimin hangi bolgelerine
baglandigi bulunmustur [5]. Bu g¢alismada bulunan 6nemli aminoasitler, ctp sentetazin

hiicre metabolizmasindaki dneminden dolay1 farkl tiirlerde de korunmus olabilir.

1.2. Enzim Kaynagi Olarak Mikroorganizmalarin Kullanilmasi

Endiistrinin ~ hemen  her  alaninda  kullanilan  enzimler  genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Ciinkii mikroorganizma kaynakli enzimlerin
bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yliksek
olmalari, istenmeyen yan iirlin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalan, fazla
miktarda elde edilebilmeleri gibi avantajlar1 vardir. Ekstremofilik mikroorganizmalar;
yiiksek ve diisiik sicakliklarda, pH degerlerinde (pH 0-3 veya pH 10-12) veya ¢ok yliksek
tuz konsantrasyonlarinda (%5-30) yasamak iizere adapte olmuslardir. Bu kosullarda
yasayan bakterilerden elde edilen enzimler ekstrem pH ve sicaklik kosullarina dayanikli
olduklar1 i¢in endiistriyel alanda yogun olarak kullanilmaya baslanmislardir [6]. Ayrica
mikroorganizmalar bitki ve hayvanlara gore daha kolay genetik manipiilasyonlara tabii
tutulabilirler [7].

Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden protein yapisinda
molekiillerdir. Hiicrelerde ¢ok 6nemli metabolik goérevleri olan enzimler g¢esitli amaglarla
kullanilmak iizere giinliikk ve ekonomik hayata girmistir. Her enzim igin aktivitelerinin
maksimum oldugu pH degerleri vardir. Bu degerlerin iizerinde ve altinda aktivite diiser.
Bununla beraber biitiin enzimlerin pH—aktivite egrileri ayni sekilde degildir. Yiiksek
sicakliklarda biyoteknolojik iglemleri gerceklestirmek pek ¢ok fayda saglamaktadir.

Sicakligin arttirilmasi organik bilesiklerin ¢oziiniirliigii ve biyolojik olarak kullanilabilme



acisindan onemli etkilere sahiptir. Sicakligin artmasi beraberinde viskozitenin diigmesini
ve organik bilesiklerin difiizyon katsayisinin artmasini da beraberinde getirmektedir. Sonug
olarak kiiciik alanlarda yiiksek reaksiyon hiz1 gergeklestirilmektedir. Enzimler ile
katalizlenen reaksiyon 0 — 40 °C arasinda reaksiyon hiz1 yiikselir. Fakat 40 °C’ de enzim
zarar gormeye baslar. Boylece reaksiyon yavaslar ve 60 °C’ de enzim tamamen bozulur. 40
°C bu enzim i¢in optimum 1s1dir. Bu noktada ¢oziim olarak mikroorganizmalardan elde

edilen enzimler biiyiik ilgi ¢ekmektedir [6].

1.2.1. Termofiller

Sicak su kaynaklarinda ve diger termal ortamlarda bulunan ve optimum gelisme
sicaklig1 45-80 °C olan organizmalar termofil olarak adlandirilir. Bunlarin enzim ve diger
proteinlerinin sicakliga dayanikliligi mezofillerinkinden daha fazladir. Bu organizmalar
yiiksek sicakliklarda optimum diizeylerde islevseldirler. Enzim yapilarinda sadece birkag
noktadaki kritik amino asit degisikligi, bu enzimin sicakliga dayanikli ii¢ boyutlu yap1
kazanmalarin1 saglamaktadir. Termofiller sitoplazmik zarlarinin yiiksek sicakliklarda
kararli ve islevsel kalmasina olanak verecek sekilde doymus yag asidleri bakimindan

zengin lipidlere sahiptirler [8].

1.2.2. Anoxybacillus gonensis G2"

Balikesir Gonen Kaplicasi’ndan 2003 yilinda Beldiiz ve ark. tarafindan izole edilerek
literatiire kazandirilmis yeni bir termofilik bakteri tiiri Anoxybacillus gonensis’ tir.
Anoxybacillus gonensis G2' spor olusturan, Gram pozitif, gomak sekilli, 0,75 x 5,0 um
bliyiikliiglinde ve hareketli bir bakteri susudur. Terminal endospor olustururlar. Piiriizli,
krem renginde koloni olustururlar. Zayif katalaz-pozitiftirler. Oksidaz poziftirler. Bu
izolatin biiylimesi i¢in optimum sicaklik 55-60°C° dir ve termofiliktir. Fakiiltatif
anaerobtur ve glukoz, nisasta, ksiloz ve mannitol gibi cesitli karbon kaynaklarini
kullanabilirler. Nitrat: nitrite indirgeyemezler. Ureaz, indol ve H,S iiretmezler. %4 NaCI
konsantrasyonunda biiyiiyebilirler. Biiyiidiikleri pH araligi 6.0-10.0’dir. Bacillus genusuna
aittirler [9].

1.3. Glutamin Amidotransferazlar
Glutamin amidotransferazlar glutaminden amino grubunu alip, spesifik substratina

transfer eder ve boylece yeni bir karbon-nitrojen grubu olustururlar. Glutamin



amidotransferaz domaini, glutamin amidotransferazlar oldugu gibi tek bir polipeptid zinciri
olarak veya CPSase’ te oldugu gibi ¢ok fonksiyonlu biiyiik bir sentaz proteini olarak
bulunabilir. GATase (glutamin amidotransferaz) ayr1 bir polipeptidik altiinite seklinde veya
sentaz domainine birlesmis biiyiik bir polipeptid zinciri olarak bulunabilir. Iki tip glutamin
amidotransferaz vardir: Smif I Amidotransferazlar (trpG) ve Smif II Amidotransferazlar
(purF). Korunmus Cys/His/Glu Kkatalitik dgliisi  Smif I Amidotransferazlar igin
karakteristiktir. Korunmus katalitik tglii, sinif I amidotransferazlarin aktik bdolgesini
olusturur ve sistein amidotransferaz aktivitesi i¢in gereklidir. Sinif |11 Amidotransferazlarda
aktif bolge enzimlerin N-terminal ucundaki sistein tarafindan olusturulur. Ayrica asparjinin
(Asn) ve glisin (Gly) tetrahedral formun kalici hale gelmesinde rol oynar. Smif II
Amidotransferazlarin {i¢ boyutlu yapisi, N-terminal niikleofil hidrolazlarinkine benzer bir
katlanmayla alfa-beta-beta-alfadan olusan dortlii bir yap1 gosterir. Bu yap1 simf II
amidotransferazlara niikleofilik saldir1 yapabilmeyi ve otokatalitik aktiviteyi saglar. Sinif I1
Amidotrasferazlarin N-terminal pozisyonu ve Kkatalitik sisteinin katlanmasi, smif I
amidotransferazlarin aktif bolgesini olusturan Cys-His-Glu igliistiniin katlanmasindan
oldukga farklidir.
Sinif I Amidotransferazlar:

e Anthranilate sentaz(AS)

e 4-amino-4-deoksichorismate (ADC)

e GMP sentaz

e Glutamin bagimli karbamoil-fosfat sentaz (GD-CPSase)

e Fosforibozilformilglisinamidin sentaz

e Imidazol gliserol fosfat sentaz

e CTP sentaz (CTPs) [10].
Sinif II Amidotransferazlar:

e Amido fosforibozil transferaz

e Glukozamin fruktoz-6-fosfat transferaz

e Asparjin sentetaz

e Glutamat sentaz [11].



1.4. CTP Sentetaz
1.4.1. Ctp Sentetazin Simiflandirilmasi

Enzim Komisyonu numarasi (EC numarasi) enzimleri katalizledikleri kimyasal
reaksiyonlarma bagli bir numaralandirma sistemidir. Enzim adlandirma sistemi sonucunda
her EC numarasi ona karsilik gelen enzim igin bir isimle eslendirilmistir.
Ctp sentetaz enziminin sistematigi:
Sistematik adi: UTP amonyum ligaz
Diger isimleri: Sitidin trifosfat sentetaz, Uridin trifosfat aminaz, Sitidin 5’trifosfat
sentetaz.
E.C.6. 3. 4. 2 Ctp Sentetaz
E.C.6 Ligazlar: ATP pargalanmasiyla es zamanl olarak yeni C-O, C-S, C-N veya C-C
baglarinin olusumu sonucu iki molekiiliin birlesmesini saglarlar.
E.C. 6. 3:Karbon-azot baglarini olusturan ligazlari igerir.
Reaksiyon: ATP + UTP + NH3 = ADP + fosfat + CTP [12].

1.4.2. Ctp Sentetazin Yapisi ve Calisma Mekanizmasi

Ctp sentetazi kodlayan genler; bakterilerde pyrG geni, bazi gram pozitif bakterilerde
CtrA geni, Saccharomyces cerevisiae’ de URAT7 ve URAS8 genleri ve insanlarda CTPS1 ve
CTPS2 genleridir [13]. Glutamin bagimli amidotransferazlardan biri olan CTP sentetaz,
glutaminaz ve sentetaz domaini igerir. Enzim, glutaminin veya amonyagm amid bagini
kirar ve azotu sentetaz domainine transfer eder ve aminlenmis iirlin olusur. Ctp sentetaz
glutaminaz domaininde Cys-His-Glu Tgliisiiniin varligi ile karakterize edilen simif I
glutamin-bagimli amidotransferazlarin tyesidir. Ctp sentetaz CTP biyosentezinin son
basamagini katalizler. Glutaminaz domaininde yeni olusturulan amonyak sentetaz

domaininde CTP iiretmek i¢in ATP ile fosforillenmis UTP ile reaksiyona girer.

ATP + UTP + GIn + H;O uummmpp-  ADP + CTP + Glu + P;
Mg*?, GTP

ATP + UTP + NH; sl ADP +CTP +P;
M g+2
Sekil 1. Ctp sentetazin katalizledigi reaksiyonlar



GTP glutamin-bagimli ctp sentezinde pozitif allosterik efektordiir. Fakat glutamin-
bagimli ctp sentezinde GTP' nin konsantrasyonu 0,15 mM' 1n {istiindeyse sitidin 5’-trifosfat
(CTP) olusumu ihnibe edillir. GTP’nin baglanmasinin glutamin hidrolizi iizerine etkisi
yoktur. Eger NHs; dis kaynakliysa (glutamin hidrolizi sonucu olusmayip, reaksiyon
ortamindan alintyorsa) GTP enzime baglandiginda CTP olugsmaz. Fakat NHj; glutamin
hidrolizinden agiga ¢ikarsa, enzime GTP baglandiginda CTP olusur. GTP enzime
baglandiginda eger substrat dis kaynaklt NH3 ise GTP aktif bolgeyi kapatabilir fakat
substrat glutamin hidrolizi sonucu olusan NH3 ise GTP ammonyum tiineli olusturulmasina
katki saglar ve CTP olusur. GTP'nin UTP'nin fosforillenmesinde ATP veya UTP ile
yaristig1 gozardi edilebilir. Clinkii ATP veya UTP'nin yiiksek konsantrasyonlar1 bile GTP
inhibisyonunun iistesinden gelemez. GTP substrat olarak ATP' nin yerine gecemez. ATP
ve UTP enzimin aktif formunun olusmasi igin gerg¢eklesen tetramerizasyonu tesvik etmek
icin sinerjik olarak hareket eder [14].

(a)
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(o) O

NH> O-

s glutamin

Sekil 2. UTP’ den CTP sentezinin basamaklari

Yapilan ¢aligmalarda glutaminaz ve sentetaz domainlerinin ii¢ boyutlu yapist ve iKi
domain arasindaki baglant1 ¢alisgtimistir. Insan CTP sentetazinin sentetaz domainin kristal
yapist bulunmustur. Sentetaz domaini homotetrameriktir. Ayrica ATP ve UTP’ nin
baglandig1 aktif bolgesi de bulunmustur. Aktif bolgenin bulunmasiyla kanser hiicrelerinde
CTP sentetaz aktivitesini inhibe eden ilaglarin gelistirilmesi artacaktir. Yapilan
caligmalarda, insan CTPs sentetaz domaini yapis1 bakteri CTPs sentetaz domainine benzer

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3. insan CTPS sentetaz domaini. a. Monomerin yapisi. Etrafi helikslerle kapl beta
tabaka yapisindadir. b. Tetramer olusmu. Tetramarin yiizeyinde aktif bolgeler
bulunmaktadir. Monomerlerin renkleri; Beyaz, Mavi, Mor ve Turuncu. Sekil saga
dogru 90° dondiiriilmiistiir. c. E. coli ve insan CTPS sekansi [15].



Sekil 4. E. Coli Ctp sentetazi dimer ve monomer formu. Monomer formunda; agik mor
kismi enzimin N-terminal ucu, kirmizi kisim C-terminal ug, a¢ik mavi kisim
amidoligaz (sentetaz) domaini, koyu mavi kisim iki domaini birbirine baglayan
bolge, yesil kisim glutamin amidotransferaz domaini gostermektedir [16].

E. coli ile yapilan ¢aligmada farkli substratlarin ve mutasyonunun etkisiyle amonyak
tiinelinin olusumu ¢alisilmistir. E. coli’ de Leul09, glutamin amidotransferaz ve sentetaz
domainleri ayiran yarigi iceren alt linitenin bitisiginde bulunan bir aminoasittir. Bu
aminoasitte mutasyon yapilarak enzimin yapisi daha ayrintili olarak calisilmistir. GTP
baglanmasinin enzimde konformasyonel degisimlere neden oldugu E. coli ve L. lactis’ te
(Lactococcus lactis) goriilmiistiir. GTP baglanmasi enzimin iki domainini bir araya getirir.
GTP baglanmasiyla meydana gelen konformasyonel degismeler ve 16sinin, alanin
aminoasit ile yer degistirmesi sonucu NHj tiineli daralir ve diiglimler olusur. Bu degisimler
Gln-bagimli reaksiyonda glutamin hidrolizi boyunca siirer. Bunla ilgili model Sekil 5’ te
gosterilmektedir. Leul09 mutasyonu kataliz i¢in gerekli konformasyonel degisimleri
geciktirebilir ya da ¢ok fazla diigiim olusur. Diiglim dis kaynakli NH3’ {in giris yolunda
olabilir [17].



Sekil 5. Dis kaynakli NH3’ {in girigsine yakin bulunan Leu 109’ un lokalizasyonu. a. Yesil
renkle gdsterilenler dis kaynakli NH3’ iin girecegi girisi olusturan aminoasitlerdir.
Sar1 renkte gosterilen katalitik niikleofil Cys379° dur. Kirmiz1 renkte gosterilen
Leul09 bitisigindeki alt tinitedir. b. D1 kaynakli NH3’ {in tizerinde Leul09 askida
kaldig1 gosterilmistir. GTP yarig1 kapatir ve GTP iizerine Leul09’ un kapanmasi

gosterilmistir. Bunun sonucunda amonyagin girmesi i¢in olusan yarik kapanir
[17].

GTP E. Coli’ de glutamin hidrolizini aktive ederken, L. lactis’ te (Lactococcus
lactis) glutamin hidrolizini aktive etmesinin yaninda UTP fosforilasyonunu koordine
ederek CTP sentezini de uyarir. Fosforillenmis UTP, CTP sentezinde koaktivatordiir. L.
lactis’ e ait ctp sentetaz enziminin monomeri ile ilgili ¢aligmalar yapilmis ve monomerde
meydana gelen yapisal degisimlerle ilgili bir model olusturulmustur. Bu model Sekil 6 da

gosterilmektedir.



GTP

Sekil 6. CTP sentetaz monomerinde meydana gelen yapisal degisimler i¢in bir model. a.
Glutaminaz ve sentetaz domaini birlesmemis, CTP olusumu gerceklesmez.
Niikleotidler yoklugunda yapisal degisimler olmaz. b. GTP yoklugunda Ctp
sentezi. GTP yoklugunda enzimde yepisal degisimler az seviyede olusur ve enzim
aktif formunu kazanir. c. GTP varliginda CTP sentezi. GTP enzimi aktif formuna
donitistiirtir. Ayrica ctp sentezi i¢in gerekli olan fosforillenmis UTP’ nin olusumu
icin yan zincirlerin bir araya gelmesi bu konformasyonel degisimler sonucu
meydana gelir. Amonyak-bagimli sentez A’da gosterilen enzim modeli tarafindan
gergeklestirilir. G, glutaminaz domaini; N, CTP sentetaz domaini [13].

1.4.3. Ctp Sentetaz ile ilgili Literatiir Taramasi

Ctp sentetaz aktivitesi ilk olarak 1955 yilinda Liebermann tarafindan ortaya
cikarilmigtir. Libermann E. coli ekstraktlarinin glutamin, UTP, ATP ve GTP’ ye ihtiyaglari
oldugu bulunmustur. Chakraborty ve Hulbert enzimin in vitro olarak NHj3’ ten direkt
olarak yararlanabilecegini ortaya koymustur. E. Coli CTPs Long ve Pardee tarafindan
saflagtirnlmistir. Ayrica substrat tarafindan uyarilan allosterik etkiyi, CTP tarafindan
inhibisyonu ve GTP’ nin allosterik aktivasyonunu calismislardir. Glutamin hidrolizi
reaksiyonu, substrat-bagimli oligemerizasyonu ve GTP’ nin kinetik etkileri Long, Levitzki
ve Koshland tarafindan calisilmistir. Substrat spesifikligi Scheit ve Linke tarafindan

kesfedilmistir. UTP’ nin aktivasyonunda ATP’ nin rolii Villafranca, Anderson ve c¢alisma
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arkadaslar1 tarafindan bulunmustur. Anderson ve arkadaslar1 saflastirmay1 gelistirmislerdir
ve substratlarin oligomerizasyon iizerine etkisi daha iyi karakterize etmislerdir [18].

Cesitli prokaryotik ve oOkaryotik canlilara ait ctp sentetaz enzimi calisilmistir.
Yapilan ¢alismalarda enzimin yapisi, ¢alisma mekanizmasi, enzimin c¢alistigi pH araligi ve
sicaklik araligl, enzimin inhibitdrleri ve aktivatorleri hakkinda bilgi elde edilmistir. Tablo

1’ de yapilan bazi ¢calismalarin sonuglarini bulunmaktadir.
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Tablo 1. Farkl tiirlere ait ctp sentetazin biyokimyasal 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Inhibitor Kofaktéo Aktivat K, Molekiile Ki Spesifik pH Sicakhh  Saklama Referan
r or (mM) ragirhk (mM)  aktivite Araligi  k Kosullar s
(numol/min/ Arahgr 1

Chylamydia CTP 0.097 [20]
trachomatis

Homo sapiens Siklopentenil ATP GTP 0.002 0,0025 8 37 [26],
sitozin [27]

Mus musculus CTP GMP 118000 11 0.06 7.3-95 2- [31],
merkapto  [32]
etanol

Saccharomyces CTP ATP 2- 0.04 0.66 7.5-9 -80° C 6 [34],
cerevisiae merkapt ay [35],
oetanol [36],

[37]
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1.5. Ctp Sentetazin Primidin Biyosentezindeki Rolii

Niikleotidler, niikleik asitlerin yap1 taslar1 olarak besinlerde bulunur. Hiicre iceren
besinlerle alinan niikleik asitler, mide enzimlerinden etkilenirler ve duodenumda pankreas
niikleazlarinin  etkisiyle parcalanirlar. Pankreas riboniikleazi, RNA’y1, pirimidin
mononiikleotidleri ve pirimidin 3 -fosfat kalintis1 ile son bulan oligoniikleotidleri
serbestlestirmek  suretiyle hidroliz eder. Deoksiriboniikleaz, Mg** ve Mn?* iyonlar
varliginda etki gosterir ve spesifik olarak DNA’y1 oligoniikleotidlere hidroliz eder. Ince
bagirsak mukozasinda olusan diesterazlarin oligoniikleotidleri mononiikleotidlere hidroliz
ettigine inanilmaktadir. Ince bagirsakta serbestlesen mononiikleotidler, bagirsak
fosfatazlar1 veya niikleotidazlar1 tarafindan hidroliz edilirler; niikleozid ve fosfat’a
ayrilirlar. Niikleozidler, olasilikla bagirsakta hidroliz edilmeden emilirler. Niikleozidlerin
N-glikozid bagi, dalak, karaciger, bobrek, kemik iligi gibi cesitli dokularda spesifik
niikleozid fosforilazlar tarafindan katalize edilen bir reaksiyonda kopartlir.

Viicutta serbest bazlar ve niikleozidlerden niikleotidlerin kurtarilma yolunda yeniden
niikleotid olusturulabilir. Ayrica prekiirsér amino asitler, riboz-5-fosfat, CO, ve NH3’ tan
de novo olarak piirin ve pirimidin niikleotidleri sentezlenebilir. Pirimidin niikleotidlerinin
de novo sentezi PRPP (fosforibozil pirofosfat), glutamin, CO,, aspartat ve timin
niikleotidleri igin Hg-folat tiirevleri gereklidir. Ancak piirin niikleotidlerinin de novo
sentezi  riboz-5-fosfat ile baslaylp riboz-5-fosfat ile ilerledigi halde pirimidin
niikleotidlerinin de novo sentezinde riboz-5-fosfat, pirimidin bazi olustuktan sonra PRPP’
tan transfer edilerek baza eklenir. Pirimidin halkasinin atomlar1, aspartat, CO, ve
glutaminden saglanir [39]. Aspartattan UTP olusumunda ¢esitli enzimler gorevlidir ve
olusan ara metabolitler sunlardir: N-karbamoylaspartat, L-dihidroorotat, Orotat, Orotidilat
ve Uridilattir. Primidin metabolizmasinda son basamagi Ctp sentetaz katalizler. UTP* nin

aminlenmesiyle CTP olusur [4].

1.6. Ctp Sentetazin Fosfolipid Biyosentezindeki Rolii

Fosfolipidler, iki basamakta sentezlenir. Birinci basamak, triagilgliserol senteziyle
ortaktir. L-gliserol 3- fosfatin 1. ve 2. karbonu, yag agil gruplan ile esterifiye edilir. 2.
basamakta ise, polar bas grubu, spesifik kinazlar araciligi ile fosfodiester bagi ile molekiile
eklenir. iki (-OH) grubu, fosfodiester bagi ile birlestirilir. Bu (—~OH)’ lerden biri polar bas
grupta bulunan (—OH) grubu, digeri de gliseroliin 3. karbonundaki (—OH) grubudur. Bu
sirada HyO aciga cikar. Fosfolipidlerin sentezinde, sitidin difosfatin (CDP), molekiile
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yapigmast ile aktivasyon meydana gelir. CDP, ya diagilgliserole yapisir (CDP-
diagilgliserol olusur) ya da bas grubunun (—OH) kismina yapisir. Her iki durumda da
olusan bu bilesikler aktiflesmis bir ara madde durumundadir. Bu yapisma sirasinda da,
diger (—OH) grubu ile CMP hemen yer degistirir ve sonug olarak gliserofosfolipid olusur.
Sitozin monofosfat (CMP) fosfogliserit sentezinde bir yan iiriin olarak olusur. Okaryotik
hiicreler her iki yolu da kullanirken, prokaryotik hiicreler sadece ilk yolu (CDP,
diacilgliserole yapisir) kullanir.

Sitidin niikleotidlerinin lipid biyosentezinde kullanildiginmi ilk kez 1960’ 1i yillarda
Eugena P. Kennedy bulmustur. E. coli, fosfolipidlerin sentezi sirasinda CDP-
diagilgliserolii kullanir. E. coli’ de, fosfatidik asit, CTP ile kondense olur ve sonug olarak
CDP-diagilgliserol olusur. Bu reaksiyonda pirofosfat agiga ¢ikar. Daha sonra CMP,
gliserol 3-fosfatin 1. karbonundaki (—OH) grubu ile veya serinin (—OH) grubu ile yer
degistirir (niikleofilik yapisma). Sirasiyla fosfatidilgliserol 3-fosfat ve fosfatidilserin
meydana gelir. Daha sonra fosfatidilgliserol 3-fosfattan fosfat monoesteri (Pi)’ nin
ayrilmasi ile fosfatidilgliserol meydana gelir. Bu reaksiyonu, fosfatidir 3-fosfat fosfataz
katalizler [40].
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Anoxybacillus gonensis Bakterisinin Biiyiitiilmesi
Anoxybacillus gonensis (Agon) bakterisi 3 mL LB broth besiyerine gliserol stoktan
ekim yapilarak 55 °C’de 16 saat inkiibe edilerek biyiitildi [41].

2.2. Caliymada kullanilan Kimyasallar, Enzimler, Besiyerleri ve Vektorler

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasallar asagidaki gibidir: agaroz (Sigma),
akrilamid (Sigma), bisakrilamid (Sigma), amonyum persiilfat (Merck), asetik asit (Sigma),
glasiyel asetik asit (Sigma), gliserol (Sigma), glisin (Sigma), glukoz (Merck), dNTP
(Fermentas), rNTP (Fermentas), brom fenol mavisi (BioRad), coomassie brillant blue-R
250 (Sigma), coomassie brillant blue G (Bio Rad), etidyum bromiir (BioRad), ampisilin
(USB), metanol (Sigma), etanol (Sigma), TEMED (BioRad), SDS (Merck), NaCl (Fluka),
KCI (Merck), MgCl, (Merck), Tris (Merck), EDTA (Merck), Agar (Merck), NH,CI
(Merck), HEPES (Sigma).

Calisma kapsaminda kullanilan enzimler asagidaki gibidir: lizozim (Sigma), RNase
A (Sigma), Taq DNA polimeraz (Fermentas), EcoRI (Fermentas), Xhol (Fermentas), T4
DNA ligaz (Biolabs).

Calismada kullanilan LB besiyerleri Maniatis ve arkadaslarina gore hazirlandi [41].
LB (Lauria-Bertain) besiyeri 5 gr maya 0ziitii, 10 gr tripton ve 5 g NaCl 1 litrede suda
coziilerek hazirlandi. LBA ise 1 litre LB besiyerine 16 g agar ilavesi ile hazirlandi.
121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi ve kullanildi.

Calismada kullanilan kitler ve vektorlere ait bilgiler su sekildedir: Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega), Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega), pGEM-T Easy Vector TA Cloning Kit (Promega), QIAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen), QIAquick PCR Pruduct Purificayion Kit (Qiagen) ve Ni Histaq Protein
Purification Kits (Promega), pET-15b (Novagen).

Calismada kullanilan sarf malzemelere ait bilgiler su sekildedir: Diyaliz membrani
ve Whatman 3 MM paper (Whatman).

Bu tez kapsaminda Anoxybacillus gonensis (Agon) bakterisi; ctp sentetaz genini
klonlanmasi i¢in genomik DNA’nin temini i¢in; E. coli DHS5a hiicreleri (F,

@80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rK”, mK™), phoA,
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SUpE44, A, thi-1, gyrA96, relAl) ara klonlamalarin transformasyonu i¢in ve E. coli BL21

(DE3) hiicreleri rekombinant ctp sentetaz genininin ekspresyonu i¢in (pLysS (F-, ompT,
hsdSB(rB-, rB-), dmc, gal, I(DE3), pLysS, Cmr) kullanildi.

Sodyum dodesil-siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde kullanilan tim ¢ozeltiler

deiyonize saf su ile hazirlandi ve filtre ederek kullanildi. Hazirlanan tamponlar

otoklavlandi. Sodyum dodesil-siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde kullanilan tiim

¢oOzeltilerin hazirlanis1 asagida verilmistir.

%30’ luk Akrilamidin Hazirlamsi: 100 g akrilamid ve 2.65 g bisakrilamid
tartildi. Saf su ile 250 ml’ ye tamamlandi. Karanlikta 4°C> de saklandi.

%10 SDS’ nin Hazirlamisi: 10 g SDS tartildi ve saf su ile 100 ml” ye tamamlandi.
Karanlikta, oda sicakliginda saklandi.

%10 APS’ nin Hazirlamsi: 5 g APS tartildi ve iizeri 50 ml saf su ile tamamlandi.
4°C’ de saklandi.

4X Ayirma Jeli Tamponunun Hazirlamsi (1.5 M Tris, pH 8.8): 36.3 g Tris-Base
tartildi ve biraz saf su eklendi. pH HCI ile 8.8” e ayarlandi. Saf su ile 200 ml’ ye
tamamlandi. 4°C de saklandu.

4X Yiikleme Jeli Tamponu Hazirlamis1 (0.5 M Tris, pH 6.8): 15.1 g Tris tartildu.
HCl ile PH 6.8’ ¢ ayarland1. Saf su ile 50 ml’ ye tamamlandi.

2X Ornek Yiikleme Boyasinin Hazirlamisi: 2.5 ml 4X Y1gma jel tamponu, 2 ml
%20 ‘lik gilserol, % 0.02 Bromofenol mavisi 40ul ve 5.5 ml deiyonize su
karistirilarak elde edildi.

Yiiriitme Tamponunun Hazirlamsi: Glisinden 28.8 g ve Tris-Base” den 6 g
tartildi. Son hacim 2 litre olacak sekilde deiyonize su eklendi. Bu karigimin
ayarlanmadan pH’ s1 yaklasik 8.3 olmalidir.

Boyama Solusyonunun Hazirlamisi: 0.25 g Coomassie Brilliant Blue R250, 125
ml metanol, 25 ml glasiyal asetik asit ve 100 ml deiyonize eklenerek karisim
hazirlandi. ilk nce boya metanolde ¢oziildii, daha sonra asit ve su eklendi.

Yikama Solusyonunun Hazirlamisi: 50 ml etanol, 10 ml glasiyal asetik asit ve 40

ml deiyonize su karigtirllarak elde edilir [43].
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2.3. Cozeltiler ve Tamponlar
Deneysel calismalar esnasinda kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri Tablo 2’ deki
gibidir.

Tablo 2. Calismada kullanilan tampon ve ¢6zeltiler

50 mM Hepes Tamponu (pH:8.0) Diyaliz Tamponu

60 mM Hepes Tamponu ( pH: 9.0) ctp sentetaz aktivite tamponu

165 mM EDTA 4 X sonlandirma solusyonu (Protein
orneklerinin analizi i¢in)

600 mM NH,CI Substrat (Enzim aktivite deneyleri i¢in)

100 mM KCI Iyonik giiciin devamliligini saglayan
cozelti (Enzim aktivite deneyleri icin)

100 mM MqgCl, Iyonik giiciin devamliligini saglayan
¢ozelti (Enzim aktivite deneyleri i¢in)

Tris-Base tamponu SDS-PAGE tamponu

2.4. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan E. coli DH5a ve BL21(DE3)pLysS suslarina ait
komponent hiicreler kalsiyum kloriir metodu takip edilerek hazirlandi [42]. Oze ile 3 mL
LB besiyerine 1 gece dnceden tek bir koloni secilerek ekim yapildi ve sivi kiiltiir gece
boyunca 37 °C’ de 200 rpm’ de sallanarak biiyiitiildi. Hazirlanan gece kiiltiiriiniin
yogunlugu 600 nm’ de dlgiilerek belirlendi ve 0,1 olacak sekilde yeniden 30 ml LB
besiyerine ekildi. Optik yogunluk 600 nm’ de 0,4-0,6 arasina ulasinca hiicreler 4 °C’ de
4000 rpm’ de 5 dakika santriflij edilerek toplandi ve siipernatant uzaklastirildi. Hiicre
pelleti 10 mL soguk 0,1 M CaCls ilave edilerek ¢oziildii ve 30 dakika buz iginde bekletildi.
Sonrasinda 4 °C’ de 4000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi ve pellet 2 mL 0,1 M CaCl,
cozeltisinde siispansiye edilerek 200 pL hacimlerde steril mikrosantrifiij tiiplerine

boliinerek kullanildi.

2.5. pyrG Geninin Tiim Niikleotit Sirasinin Belirlenmesi

Shotgun teknigi kullanilarak ctp sentetaz geninin tiim niikleotit dizilimi Agon
bakterisinden tanimlandi. Bunun i¢in 2 ug Agon DNA’ s1 ECORI restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile gece boyu kesildi. Kesim iiriinleri, PZR temizleme kiti (Qiagene) kullanilarak
temizlendi. Temizleme iglemini iiretici firmanin belirttigi yontem takip edilerek yapildi.
pUC18 vektorii de ayni sekilde EcoRI ile kesilerek jelden jel ekstraksiyon Kiti (Qiagene)
kullanilarak temizlendi ve her ikisi 10 tinite T4 DNA ligaz ile (Fermentas) 10ul hacimde
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1X T4 ligasyon tamponu kullanilarak 16 °C’ de gece boyu inkiibe edilerek ligasyonu

saglandi. Elde edilen ligasyon iirlinii transformasyon deneylerinde kullanildi.

2.5.1. EcoRI Klonlarmn E.coli DH5a Hiicrelerine Transformasyonu ve ctp Sentetaz

Genini Tasiyan Hiicrelerin Belirlenmesi

Agon bakterisine ait pUC18 kiitiiphanesi, kompotent E.coli DHS5a hiicrelerine
transforme edildi ve ampisilin, IPTG ve X-gal igeren petrilere yayildi. 37°C’ de gece
inkiibasyon sonrasi pozitif koloniler mavi-beyaz koloni olusumuna gore secildi [42]. Belli
sayida koloniden plazmit izole edilerek baz dizin analizi edildi ve pyrG genini tasiyan
klonlar belirlendi. Bu hiicrelerin tasidigi plazmit tam baz dizin analizi edilerek pyrG
geninin tam niikleotit siras1 belirlendi. Elde elden niikleotid siras1 Expasy Proteomic Server

kullanilarak amino asit sirasina doniistiirtildii. Veriler GenBank’a kaydedildi.

2.6. pyrG Geninin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Agon pyrG geni ekspresyon i¢in pET15b ekspresyon vektoriiniin Xhol bolgesine
klonlandi. Bu bolgeye klonlamanin yapilabilmesi igin pyrG geni ctp_Xhol Fw: 5’-
ATACTCgAgATgACAAAATATATTTTTgTAACAQgg-3> ve ctp Xhol Rw:  5'—
CAgCTCgAQTCATCCgggCAgCgTgTCgAgCgC-3>  primerleri  kullanillarak ~ Agon
genomundan PZR ile ¢ogaltildi. Primerlerin 5° uglarina klonlamay: kolaylagtirmak igin
Xhol restriksiyon enzimi eklendi. PZR driinii ve pET15b vektori Xhol ile kesilerek
ligasyon i¢in yukarida bahsedildigi gibi hazirlandi ve ekspresyon hiicresi olan E. coli BL21

hucrelerine transfer edildi.

2.7. pyrG Genin (ctp sentetaz) E. coli BL21 Hiicrelerinde Ekspresyonun Belirlenmesi
2.7.1. pyrG Geninin Ekspresyonunun Indiiklenmesi

Agon ctp sentetaz genini igeren plazmitin transfer edildigi E. coli BL21 (DE3)Lys
hiicrelerinden rastgele tek bir koloni secildi ve ekspresyon icin kullanildi. Ekspresyonun
icin segilen tek bir koloni gece boyunca biiyiitiildiikten sonra tekrardan iki tiipe yeniden
ekildi ve 3 saat 37°C’ de inkiibe edildikten sonra tiiplerden bir tanesi IPTG (izopropil -D-
1-Tiyogalaktopiranozit) ile indiiklenerek, digeri ise indiiklenmeden 3 saat daha biiyiitildi.

Indiikleme sonrasinda hiicreler santrifiij ile ¢okeltilerek her ml> si 2 mg lizozim
iceren Fast Cell Break (Promega) ve 1 mM DTT’ den olusan tamponda ¢oziilerek
sonikator ile patlatildi. 20 dakika 52 °C’ de bekletildikten sonra 12.500 rpm’ de 20 dakika
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santrifii] edilerek pellet uzaklastirildi. Siipernatant %12 lik SDS-PAGE’de yiiriitiilerek

sonuglar gozlendi. SDS-PAGE analizi Maniatis ve arkadaslarina gére yapildi [42].

2.7.2. pyrG Gen Uriiniiniin (ctp sentetaz) Saflastirllmasi

Ekspresyonun gozlendigi E. coli BL21 (DE3)Lys hiicresi segilerek 5 ml gece

kiiltiirtinde biiyiitiildii. Sonrasinda 200 mL 50 pg/ml ampisilin igeren taze besiyerine OD

600nm’ de 0,1 olacak yogunlukta seyreltilerek yeniden ekildi. OD 600’da hiicre yogunlugu

0,6 olana kadar hiicreler biiyiitiildii ve son hacim 1 mM olacak sekilde IPTG ile hiicreler

indiiklendi. Inkiibasyona 4 saat daha devam edildi. Hiicreler santrifiij ile topland1 ve pellet

protein saflastirma igin kullanildi. Uretilen rekombinant Agon ctp sentetaz enziminin

saflastirilma basamaklar1 asagida verilmistir.

Pellete 600 ul MagneHis Purification System Lizis solusyonundan ve 10 mg/ml’ lik
lizozim solusyonunundan 100 pl konuldu. -20°C’ de 1 saat bekletildi.

Sonikator yardimiyla hiicreler pargalandi (10 sn-3 kez).

Elde edilen ekstrakt 14.000 rpm’ de 20 dk santrifiij yapildi.

Siipernatant yeni ependorf tlipline aktarildi. Boylece hiicre ekstrakti uzaklastirilmis
oldu.

52°C’ de 10 dk bekletildi. Bu islemle E. coli ¢ ye ait proteinler denatiire oldu. pyrG
gen Uri termofilik oldugundan denatiire olmada.

14.000 rpm’de 10 dk santrifiij yapilarak denatiire olmus proteinler ortamdan
uzaklastirildi.

Elde edilen siipernatantdan MagneHis Purification System (Promega) kullanilarak
ctp sentetaz enzimi saflastirildi. Bunun igin 1s1 soku yapilarak E.coli’ den gelen
proteinlerin kismen uzaklastirilmis oldugu ependorf tiip igindeki 1 ml ham 6ziite
120 pl vortekslenmis Ni ilave edilip, oda sicakliinda 2 dk alt {ist edilerek
karistirildi. Bu islem ile N-ucunda bulunan histidinden dolay1 rekombinant protein
+2 yiiklii nikel iyonlarina baglanarak 6ziitten ayrildi.

Ni parcalarini tiipiin kenarina toplamak i¢in tiip manyetik tutucuya yerlestirildi ve
30 sn bekledikten sonra siipernatant uzaklastirildi.

Manyetik tutcudan alinan ependorf tiip icine 1000ul Baglama/Yikama tamponu
ilave edildi. 2 dk boyunca alt {ist edilerek Ni parcalarinin yikanmasi saglandi ve tiip

30 sn manyetik tutucuda tutulduktan sonra siipernatant atildi.
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e Yikama islemi 750ul Baglama/Yikama tamponu kullanilarak iki defa daha
tekrarlandi.

e Ni parcgalarn tizerine 250ul eliisyon tamponu ilave edildi ve tiip oda sicakliginda 2
dk alt wst edildikten sonra siipernatant yani saf enzim elde edildi. Enzim diyaliz
edilerek (50 mM HEPES pH: 8.0) -20°C’ de saklanir [7].

2.7.3. SDS-PAGE Analizi

Bilesenleri Tablo 3’ de verilen oranlara gore hazirlanan ayirma jeli karigimi
(%12°1ik), elektroforez aletinin aparatinda, sandvi¢ seklinde hazirlanmis iki cam (jel
kaseti) arasmna doldurularak polimerizasyona birakildi. Jel karisimi kaset igine
dokiildiiglinde, st ylizeydeki gerilim nedeniyle ortaya c¢ikan egimli ylizey, bant
dagiliminin bozuk olmasina yol agar. Hem bunu, hem de yiizeyin hava ile temasinm
onlemek i¢in polimerizasyon baslamadan Once jelin ylizeyi ¢ok ince bir su veya su ile

doyurulmus n-biitanol tabakasi ile kapatilir. APS (Amonyum persiilfat) polimerizasyonu

baslatir. TEMED ise polimerizasyon katalizoriidiir [43].
Tablo 3. SDS-PAGE Bilesenleri

Bilesenler %S’ lik %12’ lik Ayrma %8’ lik
Yigma Jeli Jeli (10ml) Ayirma  Jeli
(4ml) (10ml)

Saf su 2,7 3,3 2,3

%30 0,67 4 1,3

Akrilamid

0.5 M Tris pH 0,5 - -

6.8

1.5 M Tris pH - 2,5 1,3

8.8

%10 SDS 0,04 0,1 0,05

%10 APS 0,04 0,1 0,05

TEMED 0,004 0,004 0,005

Ayirma jeli polimerizasyonu tamamlandiktan sonra yigma jeli dokiildii ve tarak
yerlestirildi. Bu sirada Ornekler hazirlandi. Protein Orneginden 20 pl ve yiikleme
boyasindan 10 pl alindi, 95 %C> de 5 dakika bekletildi. 6 ul marker ve 10 pl boyaya da ayni
islem uygulandi. Yigma jeli polimerize olunca tarak ¢ikarildi, kuyucuklar olustu. Jel kaseti
tankin i¢ine yerlestirildi, tankin i¢i (Bio-Rad Mini-Protean Sistem) yiiriitme tamponu ile
dolduruldu ve ornekler kuyucuklara yiiklendi. Tank kapagi kapatildi ve giic kaynagina
baglandi. 58 mA ge¢meyecek sekilde voltaj ayarlandi. 1.30-2 saat yiiriitme sonrasinda giic
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kaynagi durduruldu. Jel kasetinden jel ¢ikarildi ve hazirlanan boyada yarim saat tutuldu.
Daha sonra proteine baglanmayan boyalar1 uzaklagtirmak, bantlar1 goriiniir hale getirmek

icin jel yikama solusyonunda bekletildi.

2.8. Protein Orneginin Diyalizi

Diyaliz saflagtirmanin belli asamalarinda tuzlarin uzaklastirilmasi veya tamponun
degistirilmesinde kullanilir. Diyaliz i¢in diyaliz membraninin hazirlanmasi gerekmektedir.
Bunun i¢in 6ncellikle 100ml saf su ve 2 ml gliserol manyetik karistiricida karistirildi. Daha
sonra bu karisimin i¢ine diyaliz membrani konuldu ve kaynatildi. Diyaliz membraninin i¢i
ve dis1 saf su ile yikandi. Diyaliz membraninin kenarlari diyaliz kiskaglariyla kapatildi ve
icine saflastirilan protein mikropipet yardimiyla konuldu. Diyaliz tamponu olarak 50 mM
Hepes tamponu (pH: 8.0) kullanildi. Hazirlanan diyaliz membrani diyaliz tamponu

igerisine birakildi ve 1 gece manyetik karisticida, 4°C’ de diyaliz gerceklestirildi.

2.9. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Protein konsantrasyonu NanoDrop (Spectrophotometer 2000) cihazi kullanilarak
belirlendi. Oncelikle 50 mM Hepes tamponundan 2 pl alinarak cihazda élgiim yapildi ve
kor hazirlanmig oldu. Daha sonra saflastirilan protein 6rneginden 2 pl alindi ve 280 nm’ de

Olctim yapildi.

2.10. Enzim Aktivitesinin Gosterilmesi

Enzimin aktivitesinin gosterilmesi igin negatif kontroller (enzimin olmadigi ve
substratin olmadigi-ayr1 ayri) ve reaksiyon bilesenlerinin tiimiinii i¢eren (60 mM Hepes
tamponu pH: 8.0, 0.5 mM EDTA, 10 mM MgCl,, 1 mM ATP; UTP, 25 mM KCI) pozitif
kontrol 200 pul son hacimde hazirlanarak deneyler yapildi. Reaksiyonlar 10 pl (~20 pg
protein) enzim ilavesi ile baslatildi. Hazirlanan karigimlar 48 ° C’ de 30 dakika su
banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 20 ul EDTA (165 mM) ile reaksiyon
sonlandirildi. Aktivite, 291 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilarak belirlendi (Molecular

Device, SpectraMax).

2.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi
Enzimin en iyi ¢alistig1 sicakligi bulmak icin farkli sicakliklarda aktivite tayinleri

gerceklestirildi. 60 mM Hepes tamponu (pH:8.0), 0.5 mM EDTA, 10 mM MgCl,, 1 mM
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ATP, 1 mM UTP ve 60mM NH,CI karistirilarak reaksiyon karigimi hazirlandi. Iyonik
giiciin devamlilig1 i¢in reaksiyon ortamina KCI eklendi. Reaksiyonlar 10 pl (~20 pg)
enzim eklenmesiyle baslatildi. Reaksiyonlar 22 °C, 37 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C, 65
9c, 70 °C, 75 °C ve 80 °C’ de inkiibe edilerek, enzim aktivite yonteminde belirtildigi gibi
gerceklestirildi. Reaksiyonlar 20 pl EDTA (165 mM) ¢ozeltisi eklenerek sonlandirildi. Her
bir sicaklikta yapilan aktivite deneyleri 291 nm dalga boyunda 6l¢iildii (Molecular Device,
SpectraMax) ve her bir sicaklikta gergeklesen aktiviteler belirlendi. Gozlenen
aktivitelerden yararlanarak degerler grafige doniistiiriildii (Excel). Enzim aktivitesi i¢in

belirlenen optimum sicaklik daha sonraki deneylerde reaksiyon sicakligi olarak kullanilda.

2.12. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’ nin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine pH’ nin etkisini incelemek amaciyla belirli pH” larda (5, 6,
7, 8,9, 10, 11) Hepes (60mM) tamponu kullanilarak optimum sicaklik degerinde aktivite
tayinleri gerceklestirildi. Reaksiyonlar 165 mM EDTA ile sonlandirildi. Aktivite
Ol¢iimlerinin  degerlendirilmesi ile optimum pH degerleri belirlendi. Gozlenen
aktivitelerden yararlanarak degerler grafige dontstiiriildii (Excel). Enzim aktivitesi igin

belirlenen optimum pH degeri daha sonraki deneylerde kullanildi.

2.13. Enzimin Vpa Ve Ky, Degerlerinin Belirlenmesi

NH4Cl, 0-200 mM konsantrasyonlarinda hazirlandi ve bu substratlarla 60°C’ de 30
dakikada reaksiyonlar (su banyosunda) gergeklestirildi. Spektral yontemle absorbans
degerleri elde edildi. Elde edilen absorbans degerleriyle, Michealis-Menten esitliginden
elde edilen Hanes-Woolf esitligi kullanilarak Ve Ve K degerleri hesaplandi. Ayrica

dontisiim sayisi olarak bilenen key degeri de belirlendi.

2.14. Enzimin Isil Kararhhginin Belirlenmesi

A. gonensis G2’ Ctp sentazinin 1s1l kararliligini belirlemek icin saflastirilan enzim
oziitii 60, 65, 70, 75, 80°C’ lerde 5’er dakika inkiibe edildi. Daha sonra buza konularak
enzimin ¢aligsmasi i¢in optimum sartlar hazirlandi. 60 mM Hepes tamponu (pH:8.0), 0.5
mM EDTA, 10 mM MgCl,;, 1 mM ATP, 1 mM UTP ve 60mM NH,CI karistirilarak
reaksiyon karisimi hazirlandi. Iyonik giiciin devamliligi icin reaksiyon ortamina KCI
eklendi. Reaksiyonlar 1s1 uygulamasi yapilmis enzim oOziitlerinden ve 1s1 uygulamasi

yapilmamis enzim Oziitlinden 10° ar ul (~20 pg) eklenmesiyle baglatildi. Kontrol 10ul su
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ile baglatildi. Spektrofotometrik yontemle aktivite Ol¢limii yapildi ve enzimin kalan

aktivitesi hesaplandi.

2.15. Aminoasit Siralarinin Karsilastirilmasi ve Filogenetik Analiz

Ctp sentetaz genine ait niikleotid sirasi, Tablo 4’ de listelen bakterilerin ayn1 gene ait
niikleotid siralart GenBank’ tan elde edilerek filogenetik iliskiyi gostermek i¢in kullanildi.
Filogenetik iliski hem niikleotid hem de amino asit verileri kullanilarak olusturuldu.
Filogenetik aga¢ BioEdit ve Mega 5.0 programlarimin yardimi ile olusturuldu. Ayrica

tiirlere ait aminoasit siralar1 Clustal W programiyla karsilastirildi.

Tablo 4. Filogenetik analiz verilerinin GenBank Numaralari [44]

Niikleotid Amino asit Gen

Bakteri Tiiri

GenBank No

Bank No

Anoxybacillus gonensis EU675940.1 ACDA45983.1
Anoxybacillus flavithermus CP000922.1 ACJ35085.1
Geobacillus kaustophilus HTA426 BA000043.1 BAD77674.1
Geobacillus sp.Y412MC61 CP001794.1 ACX79994.1
Oceanobacillus iheyensis BA000028.3 BAC14963.1
Geobacillus thermodinitrificans NG80-2 CP000557.1 ABO68673.1
Geobacillus sp. WCH70 CP001638.1 ACS25977.1
Staphylococcus lugudensis HKU 09-01 CP001837.1 ADC87035.1
Bacillus amyloliquefaciens LL3 CP002634.1 AEB65389.1
Bacillus cellulosilyticus CP002394.1 ADU32338.1
Bacillus thuringiensis str. Al. Hakam CP000485.1 ABK88016.1
Bacillus atrophaeus 1942 CP002207.1 ADP34226.1
Bacillus halodurans BA000004.3 BABO07511.1
Bacillus cereus E3LL CP000001.1 AAU15242 1
Bacillus licheniformis DSM13 AEQ017333.1 AAU42777 1
Brevibacillus NBRC 10599 AP008955.1 BAH46469.1
Enterococcus faecalis 62 CP002491.1 ADX79824.1
Escherichia coli str. K12 U00096.2 AACT75822.1
Thermus aquaticus Y51MC3 ABVK02000001.1 EED11320.1
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3. BULGULAR

3.1. pyrG Geninin Niikleotid Dizilimi

Shotgun yontemi kullanilarak pyrG geninin tiim niikleotid diziliminin belirlenmesine
yonelik caligmalar neticesinde tiim genin niikleotid dizilimi belirlenmis ve stop kodonu ile
birlikte 1593 niikleotitten olusan bir gen oldugu belirlenmistir. Niikleotid dizilimi
aminoasit dizilimine dontstiiriildigiinde 530 amino asitlik bir protein oldugu
belirlenmistir. Elde edilen niikleotid dizilimi Sekil 7’ deki gibidir ve niikleotid dizilimi
EU675940.1 numarasi ile, aminoasit dizilimi ise ACD45983.1 numaras1 ile GenBank’ a

sunulmustur.

atgacaaaatatatttttgtaacaggtggcgtcgtatcatcgcttgggaaaggaattacg
M T K Yy I P V T G G V V S s L G K G I T
gctgcttcacttggtcgcttattaaaaaatcgcggcttgaaagtgaccattcaaaaattt
A A S L G R L L K N R G L K V T I Q K F
gatccgtacattaacgttgacccaggaacgatgagtccgtatcaacatggagaagtgttt
p p Yy I NV D P GG T M S P Y Q H G E V F
gtcacagatgacggggcggaaacggacttagatttaggccattacgagcgctttattgac
v T b b G A £E T D L D L G H Y E R F I D
attaatttaaacaaatacagcaacgtcacaacaggaaaaatttattccaccgtattgaaa
I N L N K Y s N V T T G K I Y S T V L K
aaagaacgtcgcggcgattatttaggaggaacggtacaagttattccgcacattacgaac
K E R R G D Y L G G T V Q V I P H I T N
gaaattaaagagcgtgtgtttagggcaggacgtgagacgaatgcggatgttgttattacc
E I K E R V F R A G R E T N A D V V I T
gaaatcggtggaacggttggcgacattgaatctcttccatttttagaggccattcgtcaa
E I 6 G T v G b I E S L P F L E A I R Q
attaaagcgatgtcgtcgcgacaatgtgatgtacattcatgtacacttgtgccgtatatt
I K A M S S R Q ¢C DV H s c T L VvV P Y I
aaagcggcaggtgaaatgaaaacgaaaccgacgcaacatagcgtcaaagaattgcgcagce
K A A G E M K T K P T Q H S Vv K E L R S
ttaggtattcagccaaacgtcatcgtcgtgecgcacagaaatgccgatgtctcaagatatg
L 66 I ¢ P N V I V V R T E M P M S Q D M
aaagataaaattgctttgttctgcgacatcgatccgaaagcggttattgaagecgecgecgat
K b x I AL ¥ C D I D P K A V I E A R D
gccgatacgctatacgctgtaccgcttatgcttcaagaacaaaaattagatcaaattgtt
A D T L Y A V P L M L QO E O K L D O I V
tgtgaacatttaaaactaaactgcaacgaagcggatatgacagagtgggttgcgcttgtt
Cc E H L K L N C N E A DM T E W V A L V
gaaaaagtgcgcaacttatcaaacaaaacgacgattgcgctcgttggaaaatatgttgaa
E K v R N L S N K T T I A L V G K Y V E
ctacaagatgcgtatatttctgtcgtcgaagcgttacgtcatgcaggatatgectttgat
L ¢ b AY I s VV E A L R H A G Y A F D
gctgacatcgatattcgttggattaactccgagcatgtcgatcgaaacaatgtcgctcag
A D I D I R W I N S E H V D R N N V A Q
ttgcttcaaggggtaaatggtattctcgttccgggecggatttggecgaccgeggecatcgaa
r»L ... ¢ G VvV NG I L V P G G F G D R G I E

Sekil 7. Anoxybacillus gonensis’ e ait pyrG geninin niikleotid diziliminin amino asit
dizilimi ile gosterilmesi (Expasy Proteomik Server kullanilarak ¢izilmistir.)
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Sekil 7° nin devami

ggaaaaattgaggcgattcgctatgcgcgtgaacagcgtatcccatteccttggecatttgt
G K I E A I R Y A R E O R I P F L G I C

ttaggtatgcagctagcgtctgtcgagttcgctecgtcatgtcgtcggecttaaaaggtgeg
L 6 M Qo L. AS V EF A R HV V G L K G A

cattcagcggaaatcgatccaagcacaccgcatccaattattgacttattgccagaacaa
H s A E I D P S T P H P I I D L L P E Q

aaggacattgaagatttaggtggaacgcttcgcctcggcttatatccgtgcaagettgtg
K b1 E DL G GG T L R L G L Y P C K L V

gaaggaacgaaagcgtacgacgcatatcaagatgaggtcgtttatgaacgccatcgceccat
E 6 T K A Y DAY Q D E V V Y E R H R H

cgttatgagtttaacaacgagtaccgtacgatgatggaagagaacggttttgttttttca
R Yy E F NN E Y R T MM EE N G F V F S

ggtacaagcccagatggccgtcttgtcgaaattgtcgaattgaaagatcacccatggttt
G T s p D G R L V E I V E L K D H P W F

gttgcggcacagttccatccggagtttacatctecgtccgacgegtccacagecgetttte
vV A A Q F H P E F T s R P T R P O P L F

cgcgaatttattcgcgcatcgttgcaaaaataa

R E F I R A S L O K -

3.2. pyrG Geninin pET-15b Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Baz dizilimi belirlenen A. gonensis G2" pyrG geni ctp_Xhol_Fw ve ctp_Xhol_Rw
primerleri kullanilarak pET-15b ekspresyon vektoriine HisTag kuyrugu igerecek sekilde
klonlandi. Bu gen E.coli BL21(DE3) susunda ekspres edildi. PyrG geni igeren
rekombinant vektoriin E.coli BL21 hiicrelerine transforme edilip edilmedigini dogrulamak
icin plazmit izolasyonu yapildi. Sekil 8 de 1 nolu siitun, rekombinant plazmiti
gostermektedir. 2 nolu siitun, bu rekombinant plazmitin Xhol ile kesim sonucunu
gostermektedir. pET-15b vektorii yaklasik 5500 baz ¢ifti uzunlugundadir. pyrG geni ise
1593 baz ¢ifti uzunlugundadir.

3000
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Soo0

Sekil 8. pET15b vektoriine klonlanan pyrG geninin %1,2’lik agaroz jel analizi. M.
Molekiiler Agirlik Standartlari, 1: Rekombinant pET-15b vektoriiniin izolasyon
sonucu, 2: Rekombinat pET-15b vektoriiniin Xhol ile kesim sonucu.
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3.3. E.coli BL21 Hiicrelerinde Ekspresyonun Gozlenmesi ve ctp Sentetaz Enziminin
E.coli BL21 Hiicrelerinden Saflastiriimasi

Ctp sentetaz enzimi IPTG ile indiikleme sonucunda iiretilmistir. E.coli’den gelen
proteinler 1s1 uygulamasi ile uzaklastirildi. E.coli BL21(DE3)pLysS susunda ekspres edilen
ctp sentetaz proteini N-ucunda 6 tane histidin icerdiginden dolayi nikel pargaciklari
kullanilarak saflagtirildi. Ctp sentetazdaki bu histidin birimlerinin azotlari, nikel
parcaciklari ile etkileserek ctp sentetazin diger proteinlerden ayrilmasini saglamaktadir [7].
Saflastirilan protein 6rneginden 20 pl, % 12’lik SDS-PAGE jeline yiiklenerek elektroforez
yapildi. Elektroforez jelinin Coomassie Brilliant Blue R250 ile boyanip fazla boyanin
uzaklastirilmast sonucunda ctp sentetaz proteinin E. coli’de ekspres edildigi ve kullanilan

kit ile etkili bir bigimde saflastirildig tespit edildi (Sekil 9).

CTP
Sentetaz M

= 100 kDa

75 kDa

R RIRY

— 350 kDa

Sekil 9. E. coli BL21 (pLys) ekspresyon hiicrelerinden saflastirilan saf ctp sentetaz
enziminin (% 12’ lik) SDS-PAGE Analizi

3.4. Protein Konsantrasyonun ve Enzim Aktivitesini Belirlenmesi

Protein konsantrasyonu 0,510 mg/ml olarak bulundu. 48 °C’ de 30 dakika
gerceklestirilen reaksiyonlardan elde edilen absorbans degerlerine gére enzimin aktivite
gosterdigi belirlendi. Kontrollerde 291 nm’ de 6lgiilen absorbans degerlerinin, enzimin ve
substratin bulundugu karisimin absorbans degerinin yaklasik yaris1 kadar oldugu

gozlemlendi. Saflagtirilan enzimin aktivitesi Sekil 10” da gosterilmektedir.
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Sekil 10. Enzimin aktivitesinin gdsterilmesi

3.5. Enzime Ait Optimum Sicaklik Degeri

22-80 °C sicaklik araliginda reaksiyonlar gergeklestirildi. Enzimin farkli
sicakliklardaki aktivitesi spektrofotometrik yontemle tayin edildi. Negatif reaksiyon
orneginin absorbanst 0,186 olarak bulundu. Farkli sicakliklarda elde edilen absorbanstan
negatif ornegin absorbansi ¢ikarildi. Elde edilen sonuglarla sicaklik-aktivite grafigi ¢izildi
(Sekil 11). Enzim aktivitesinin 65 °C’ye kadar yiikseldigi ve bu sicakhikta maksimum

oldugu gozlemlendi. 65 %C’ den sonra enzim aktivitesinde belirgin bir azalma gdzlemlendi.
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Sekil 11. A. gonensis ctp sentetaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicakliga ait
grafik

3.6. Enzime Ait Optimum pH
Enzim aktivitesi lizerine pH’ 1 etkisi ve en yiiksek etkinlik gosterdigi pH’ 1n
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada, pH 5,0-11,0 arasinda tamponlarla reaksiyon

karisimlari hazirlandi. Her bir tamponla hazirlanan reaksiyon karisimlar: igin aktiviteler
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belirlenerek pH degerlerine karsilik gelen aktivitelerle bir pH-% Aktivite grafigi elde edildi
(Sekil 12). Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degeri 9,0 olarak belirlendi.

140

120 A\
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40

20 /

0

Alktivite

Sekil 12. Enzime ait pH’ ya bagli kalan aktiviteyi gosteren grafik

3.7. Enzime Ait Vyax Ve Ky Degerleri

Ctp sentetaz aktivitesinin ¢esitli kinetik verilerle ifade edilmesi amaci ile sabit enzim
konsantrasyonunda ve 0-200 mM NH4Cl konsantrasyonunda aktivite tayinleri
gerceklestirildi. Elde edilen veriler kullanilarak Hanes-Woolf (Sekil 13) grafigi ¢izildi. Bu
grafik Michealis-Menten esitliginin ters ¢evrilmesi ve substrat konsantrasyonu [S] ile
carpilmasi sonucu elde edilen formiile gore elde edilir. Grafikten yararlanilarak yaklasik
Vmax degeri 0,381 ve K degeri 12,415 mM olarak hesaplandi. Kq degeri 0,762 s olarak
hesaplandi. 100 mM substrat konsantrasyonu degerine kadar aktivitede bir artigin
gozlendigi, ancak daha yliksek substrat konsantrasyon degerlerinde ise enzimin doygunluk

noktasina ulagmasi nedeniyle aktivitenin bu optimum degerde sabit kaldig1 gozlendi.
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Sekil 13. Hanes-Woolf grafigi

3.8. Enzime Ait Isil Kararhhk

Yapilan ¢alismalar sonucunda enzimin 60 ve 65° C* de % kalan aktivitenin ayni
oldugu ve 1s1 uygulanmamis enzimin aktivitesine yakin aktivite gosterdigi bulundu. 65° C’
den sonra aktivitenin iyice azaldigi gozlemlendi. Tablo 5 te yapilan aktivite 6lglimii
sonucunda elde edilen degerler verilmistir. Bu degerlere gore kalan aktivite hesaplandi ve

Sekil 14’ te verilen grafik elde edildi.

Tablo 5. % kalan aktivitenin hesaplanmasi

Absorbans Aktivite % Aktivite

Kontrol ( Enzim yok) 0,181 0 0

Is1 uygulamasi yok 0,362 0,181 % 100
60°C 0,300 0119 %65
65°C 0,300 0119 %65
70°C 0,296 0,115 %63
75°C 0,273 0,092 %50
80°cC 0,197 0,016 %8
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Sekil 14. Is1 uygulamasi yapilmis ctp sentetaz proteininde goézlenen kalan enzimatik
aktiviteye ait sicaklik grafigi

3.9. Aminoasit Siralarinin Karsilastirilmasi Filogenetik Benzerligin Arastirilmasi
Clustal W programindan elde edilen sonug Ek 1’ de verilmistir. Mevcut ¢alismalar da
ctp sentetaz proteinlerinin korunmus amino asit dizilimleri arastirildiginda ve Agon ctp
sentetaz amino asit sirasi ile karsilastirildiginda, katalitik amino asitleri korundugu
bulunmustur. Glutaminaz domaininde korunmus olan katalitik Cys391-His522-Glu524
tcliistiniin karsilagtirma yapilan 9 tiirde de korunmus oldugu bulundu. E. coli ile yapilan
bir calismada L109’un amonyak tiinelinin olugsmasindaki énemi bulunmustur. Clustal W
sonuglarina gore bu amino asitinde 9 tiirde korunmus oldugu bulunmustur. Bagka bir
calismada ctp sentetaz enziminin glutamin amidotransferaz domaininde korunmus olan
GXXXRLG dizisinden bahsedilmistir [45]. Bu dizinin karsilagtirma yapilan tiirlerde de
korunmus oldugu bulundu. Ayrica farkli prokaryotik ve okaryotik tiirlere ait ctp sentetaz
aminoasit siralari GenBank’tan bulunarak, Clustal W programiyla analiz edildi ve
GXXXRLG dizisinin korunmus oldugu goriildii (Sekil 15). Dendogramlar Anoxybacillus
gonensis G2 susunun en ¢ok Anoxybacillus flavithermus tiiriine benzedigini gdstermistir
ve hem niikleotid verileri ile hem de amino asit verileri ile yapilan karsilagtirmalarda

Anoxybacillus cinsinin diger cinslerden ¢ok net bir sekilde ayrildigi gézlendi.
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Sekil 15.

Bsub STQYPIIDLLPEQ--———————- KDVEDLG RLGLYPCKLEEGT
Llac ETKYPVIDIMRDQ-—-———————— VDVEDMG RLGLYPAKLKNGS
Mjan NTKYPVVDLLPEQ----—————— KEIDAKG RLGAYPATILMEGT
Scit ETKNAIIDIIRGK-—-—--—————— DKTDALG RLGNYKTTEVPNT

Syne ETPNPVINLLPEQQ---——-- DVVD----LG RLGLYPCRIAPDT
Mbov DTPDPVIATMPDQE-——-—-- EIVAGEADLG RLGSYPAVLEPDS
Ctra ETPDPVVCMMEGQ—-—-—-——-— DSVVK-—---- RLGAYPCRIAPGS
Hinf DCEQPVVALITEWQDAEGNTEVRTDESDLG RLGAQQCHLVSGS
Ecol DCKYPVVALITEWRDENGNVEVRSEKSDLG RLGAQQCQLVDDS
Neur DTPYPVLGLITEWRDRCGRVEKRSAQTDLG RLGGQECLLKPHT
Abra NPVVGLLGLMTEWMRGN-SLEKRTEGTDVG RLGTYPAKLVPGS
Gint ETTNPVIATIISEDVKAANPLAATLIRGSG RLGACNCTLLNGT
Hpyl —CEYPVVYLIGDFMDONHQKQVRTYNSPLG RLGEYECEIMPNS
Bbur PLKSPVIHLLPEQK-—-—-——-—-—-——-— GIKDKG RLGGYPVILKKNT
Cori -—-—-HPVVIDMPEHN---=-=-—-————— RLGKSRTLEFQTKN
Mmus ---HPVVIDMPEHN-----—-—-———— RLGKRRTLEFQTKN

Hsap ---HPVVVDMPEHN-------—-——- RLGKRRTLEFQTKN
Atha ---DPVVIFMPEGS-——=---————— RLGSRRTHLHNRD
Scer ---DPSSHIHAEID--—---—-————— RLGLRPTIFQPNS

Pfal DNNNVIISMSEFKG-—-—-==-—-————— RLGVKQSKIIDKD

Korumus GXXXRLG dizisine ait amino asit dizilimleri. Gint [Girardia
intestinalis  (AAB41453.1)], Syne [Synechococcus (Q54775)], Scit
[Spiroplasma citri (P52200)], Syne [Synechocystis (P74208)], Bsub [Bacillus
subtilis (P13242)], Mbov [Mycobacterium bovis (AAB48045.1)], Mjan
[Methanococcus jannaschii  (Q58574)], Ctra [Chlamydia trachomatis
(Q59321)], Hinf [Haemophilus influenzae (P44341)], Neur [Nitrosomonas
europaea (AAC33441.1)], Abra [Azospirillum brasilense (P28595)], Hpyl [
Heliobacter pylori (025116)], Bbur [Borrelia burgdorferi (051522)], Cgri
[Cricetulus griseus (P50547)], Mmus [Mus musculus (P70698)], Hsap [Homo
sapiens (NP_001896.1)], Atha [Arabidopsis thaliana (AAC78703.1)], Scer
[Saccharomyces cerevisiae H (URA-8, P38627)], Llac [Lactococcus lactis
(CAA09021.2)], and Ecol [Escherichia coli (AAA69290.1)] .
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Geobacillus sp.
4[ Geobacillus kaustophilus
— (Geobacillus thermodenitrificans
A. gonensis
[A. fiawthermus

—— (Geobacillus sp. WCH70

—— Bacillus licheniformis

B. amyloliquefaciens

Bacillus atrophaeus

Bacillus cellulosilyticus

Bacillus halodurans
Bacillus cereus
— [ Bacillus thuringiensis

QOceanobacillus iheyensis

Enterococcus faecalis

Staphylococcus lugdunensis

Brevibacillus NBRC

Escherichia coli K12

Thermus aquaticus

01

Sekil 16. Niikleotid verileri kullanilarak A. gonensis’ in diger bakteri tiirleri ile olan
benzerligini gosteren dendrogram
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Geobacillus sp.
Geobacillus kaustophilus
Geobacillus thermodenitrificans
(eobacillus sp. WCH70
A. gonensis
— A. flavithermus

—— Bacillus licheniformis

— B. amyloliquefaciens

— Bacillus atrophaeus

Bacillus cereus
Bacillus thuringiensis

Oceanobacillus iheyensis

Enterococcus fagcalis

Bacillus cellulosilyticus

Bacillus halodurans

Staphylococcus lugdunensis

Brevibacillus NBRC

Escherichia coli K12

Thermus aquaticus

01

Sekil 17. Amino asit verileri kullanilarak A. gonensis’ in diger bakteri tiirleri ile olan
benzerligini gosteren dendrogram
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4. TARTISMA

Ctp Sentaz geninin tamaminin pET-15b’ ye klonlanarak elde edilen rekombinant
vektor, E. coli BL21 hiicrelerine aktarildi ve IPTG ile indiiklenerek ekspresyon gézlendi.
Protein ekstraksiyonunun ilk agamalarindaki islemler, s6z konusu proteinin hiicrenin i¢inde
mi, disinda m1 olduguna, icindeyse bulundugu yere gore degisir. Eger intraselliiler bir
enzim ise Oncellikle hiicre ¢eperi engeli asilmalidir. Hiicrelerin par¢alanmasinda degisik
yontemler vardir. Lizozim ile parcalama, ses dalgalariyla ve basing ile pargalama
bunlardan birkagidir. Bu yontemler bazen beraberde uygulanabilir [38]. pyrG gen firiinii
hiicre i¢i bir proteindir ve bu proteinin ekstraksiyonu i¢in lizozimle enzimatik par¢alama ve
sonikator ile mekanik pargalama yontemleri kullanildi. Daha sonra E. coli’ den gelen
proteinlerin sicaklik uygulamasi ile uzaklastirilarak magneHis Purification System
(Promega) kullanilarak saflastirildi. Saflastirma islemi SDS-PAGE yontemiyle dogrulandi.

Enzim kinetigi bir reaksiyonun hizin1 belirleyen etmenleri inceler. Bir enzime ait
kinetik oOlctilerin saptanmasinin ¢esitli yararlari bulunur; enzimin hiicre i¢inde katalizledigi
reaksiyon hizinin belirlenmesi, metabolizmanin diizenlenmesinde rol oynayan kontrol
noktalarimin saptanmasi, farkli doku veya organizmalarda islev goren izoenzimlerin
karsilastirilmasi, enzim aktivitesi {izerinde inhibitér veya aktivator olarak etki gdsterme
kapasitesi bulunan maddelerin saptanmasi, enzimin aktif yerinde bulunan amino asitlerin R
yan gruplarmin belirlenmesi, enzimin kataliz mekanizmasinin aydinlatilmast gibi.
Enzimatik bir reaksiyonun temel bilesenlerini enzim ve substratlar olusturur. Reaksiyon
hizi, bu maddelerin derisimlerine, ortamin sicaklik, iyonik gii¢ ve pH’ sina, aktivatér ve
inhibitorlerin varligina baglhidir [43].

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik ve enzimin 1sil kararliligi incelendi.
Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerini belirlemek i¢in 22, 37, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80 °C gibi farkli sicaklik degerlerinde aktivite deneyleri yapildi ve en
yiiksek aktivite 60-65 OC arasinda elde edildi. 75 °C’ den sonraki sicakliklarda aktivitenin
azaldig1 belirlendi. Farkl tiirlere ait enzimlerin aktivite gosterdigi sicaklik 37 OC dir [21,
22, 38]. Isil kararlilik igin 60°C” den 80°C’ ye kadar sicakliklarda 5 er dakika bekletilip,
buz tizerinde sogutulan enzim 6rnekleri kullanildi. 65°C’ den sonraki sicakliklarda enzimin
aktivitesini iyice kaybettigi gozlendi. 60-65°C sicaklik degerlerinde bekletilen enzimlerin

aktivitelerini koruduklari gézlendi.
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Enzimin en iyi c¢alistigi pH’ y1 belirlemek i¢in enzim ile farkli pH’ lardaki
tamponlarda aktivite deneyleri gerceklestirildi. Enzimin en yiiksek aktiviteyi pH 9’ da
gosterdigi belirlendi. pH 10’ dan sonra enzimin kalan aktivitesinin azaldigi gozlendi.
Anoxybacillus gonensis G2" ctp sentetazin aktivite gosterdigi optimum pH degeri 9 olarak
bulundu. Farkli tiirlere ait ctp sentetazlarin optimum aktivite gosterdigi pH araligi 7-9
arasindadir [33].

Bir tlinite enzim (U) , bir dakikada bir mikromol iiriiniin olusumunu katalizleyen
enzim miktaridir. Enzimatik reaksiyonda olusan {iriin spektral yontemle kolaylikla izlenir
ve enzim aktivitesi Beer-Lambert yasasina dayanan asagidaki formiille hesaplanir:
Aktivite= Absorbans X Reaksiyon hacmi/ Enzim hacmi X Inkiibasyon siiresi. Enzim
aktivitesini tanimlamak i¢in kullanilan diger bir birim de spesifik (6zgiin) aktivitedir.
Spesifik aktivite 1 mg protein basina diisen enzim initesinin sayisidir. Saf bir enzimin
spesifik aktivitesi sabittir ve o enzime 6zgii bir degerdir. Spesifik aktivite enzim {initesinin
protein miktarina boliinmesiyle elde edilir. Literatiirde bulunan spesifik aktivite degerleri
0,0025-0,6 pmol/min/mg arasindadir [31, 38]. Agon’ a ait en yiiksek spesifik aktivite bu
degerler arasindadir. Vs Michealis-Menten esitligine gore; enzimin substratla doydugu
durum yani sabit durumdaki hizidir. Ky, degeri, maksimum hizin yarisindaki substrat
konsantrasyonudur. Doniisiim sayisi ise enzim substrat ile doygunken birim zamanda
enzim tarafindan {riine doniistiiriilen substrat molekiilii sayisidir.  Michealis-Menten
esitligi, V=Vmax.[S/Kn+[S] formiiliiyle ifade edilir. keyx degerinin hesaplanmasi igin
kullanilan formiil; Vma=ks X [Et]’ dir. Formiilde ks ile gdsterilen enzim-substrat
kompleksinin ayrilma sabiti, keyr degerine esittir [43]. Enzime ait yaklasik Vyax degeri
0,381, Kiy degeri 12,415 mM ve Kcqt degeri 0,762 s olarak bulundu. Bir enzimin substrata
olan ilgisi ne kadar biiyiikse Ky, degeri o kadar kiigliktiir. Ky, degeri yiikseldik¢e enzimin
substrata ilgisi azalacagindan, donilisiim sayisinin degeri azalacaktir. Farkli tiirlere ait Ky,
degerleri 0.002-0,424 mM arasindadir[26, 27]. Agon ctp sentetazin Ky, degeri 0,381°dir.
Homo sapiens ctp sentetazin K, degeri Agon’dan daha diisiiktiir yani Agon ctp sentetazin
substrata olan ilgisi, insan ctp sentetazinin substrata olan ilgisinden daha azdir.

Aminoasit siralarinin karsilagtirilmasi sonucu tiirler arasinda benzer dizilerin oldugu
gorilmiistir [15, 17, 45]. Bu benzer dizilerin enzimin aktif bolgelerindeki Onemli
aminoasitler oldugu enzimle ilgili yapilan ¢aligmalardan elde edilmistir. Bu diziler enzimin
aktivitesinde 6nemli oldugu igin tiirler arasinda korunmustur. Prokaryotik ve okaryotik

tirlerde enzimin yapisal olarak birbirine benzer oldugu yapilan g¢alismalar sonucunda
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bulunmustur. Ayrica korunmus diziler enzimin ¢alisma mekanizmasinin da tiirler arasi
benzer oldugunu gosterir. Sonug olarak bakteriye ait enzimle yapilan bir ¢alismadan alinan
sonuglar insana ait enzim ile ilgili ¢alismalara da uyarlanabilir. Enzimin niikleotid
biyosentezindeki onemi ve niikleotid biyosentezinin, hiicre metabolizmasindaki énemi bu
korunmuslugun nedenini ortaya koymaktadir.

Ctp sentetazin tiirler arasi genetik yakinli§i ortaya koymak i¢gin MEGA 5.0
programiyla aminoasit ve niikleotid dendrogramlar1 ¢izildi. Maximum Likelihood
metoduyla ¢izilen dendrogramlarin dallarin uzunlugu genetik yakinligin azaldigini gosterir.
Kisa dallar ise genetik yakinligin arttigimi belirtir. Hem niikleotid hem de aminoasit
dendrogramlari incelendiginde, Anoxybacillus gonensis’ e genetik olarak en yakin tiiriin
Anoxybacillus flavithermus oldugu goriilmiistiir. Geobacillus tiirlerinin genetik olarak bir
grupta toplandigin1 ve Anoxybacillus tiirlerinden ayrildigi goriilmektedir. Bir nokta baz
alinarak dendrogram incelendiginde Anoxybacillus’larin ve Geobacillus’larin birbirine
yakin oldugu, Basillerden ayrildig1 goriilmektedir. Brevibacillus ise bu cinslerden genetik
olarak daha uzaktir. Bacillus cereus ve Bacillus thuringiensis birbirine genetik olarak
yakindir. Oceanobacillus tiirii Anoxybacillus, Geobacillus ve Bacillus tiirlerine genetik
olarak daha uzaktir. Bacillus amyloliquefacians ve Bacillus atropheus genetik olarak
yakindir. Diger bir tiir Bacillus licheniformis bu iki tiirden genetik olarak ayrilmustir.
Thermus aquatis ve E. coli’ nin diger tiirlere olan yakinliklar1 benzerdir. Aminoasit ve
niikleotid dendrogramlarinda bazi tiirlerin yerinde degisme vardir. Bunun nedeni bir
aminoasitin birden fazla kodon tarafindan kodlanmasi sonucu, farkli niikleotid siralarindan

ayn1 aminoasit siralarinin olusabilmesi olabilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yiiksek lisans tezi olarak hazirlanan ‘Anoxybacillus gonensis G2' ctp sentetaz
geninin klonlanmasi, ekspresyonu, saflastirilmast ve amonyak-bagimli ctp sentetaz
aktivitesinin karakterizasyonu’ baslikli ¢alismasindan su sonuglar elde edilmistir.

1.Anoxybacillus gonensis G2" bakterisinin ctp sentaz geninin tiim niikleotid siras
belirlendi.

2.Ctp sentetaz geni pET-15b ckspresyon vektoriine klonlanarak T7 promotorunun
altinda ekspres edilerek proteine doniistiiriildii.

3.Rekombinant protein magneHis Purification System kullanilarak saflagtirildi.

4.Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin 60-65 °c oldugu, 75 °C iizerindeki
sicakliklarda enzimin aktivitesini kaybettigi belirlendi.

5.Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH araligi 9-10 olarak bulundu.

6. Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH ve sicaklik degerlerine gore diger deneyler
gerceklestirildi.

7.Enzim aktivitesi {izerine substrat konsantrasyonunun etkisi belirlendi. Ky Ve Vpax
degerleri hesaplandi. Enzime ait yaklasik Vinax degeri 0,381, Ky, degeri 12,415 mM
ve kea degeri 0,762 s™ olarak bulundu.

8.Genin niikleotit ve amino asit diziliminin genetik benzerlikte ayirt edici olarak
kullanilabilecegi belirlendi.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda ctp sentetaza ait bazi aminoasit siralarinin korunmus
oldugu goriilmistiir. Bu korunmus aminoasitler enzimin katalitik aktivitesinin gerceklestigi
bolgelerde bulundugu bilinmektedir. Korunmus olan ve hakkinda c¢alisma yapilmayan
aminoasitlerin 6nemi mutasyonla arastirilabilir. Ctp sentetaz geni, gen delesyonu ile
genomdan silinip bakteri i¢in Onemi arastirilabilir. Bakterinin de novo niikleotid
biyosentezi olmadan, kurtarma yoluna bagimli olarak yasaylp yasayamayacagi
belirlenebilir.

Ctp sentetazin in vitro inhibisyonuna neden olan molekiiller arastirilabilir.
Inhibisyon deneyleri in vivo olarak yapilabilir. Enzimi ihnibe eden ajanlar tibbi agidan
degerlendirilebilir.

Yapilan deneylerde substrat olarak NH4CI kullanilmistir. Enzimin diger bir substrati
olan glutamin de kinetik deneylerde kullamilabilir. Iki farkli substratla yapilan deneylerdeki

benzer ve farkli sonuclar degerlendirilebilir.
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Bazi tiirlere ait enzimin kristal yapist ¢aligilmistir. Enzim {izerindeki substratlarin
baglandig1 bolgeler bulunmustur. Bu ¢alismalar Anoxybacillus gonensis G2 ye ait ctp
sentetaz i¢in de yapilabilir.

Anoxybacillus cinsine ait pyrG genine sahip olmayan tiir olup olmadig arastirilabilir.
Diger Anoxybacillus’ larda bu gen tanimlanabilir ve karakterize edilebilir. Anoxybacillus’a
ait tiirlere ait karakterizasyon calismalarindan elde edilen verilere gore enzimin farkli

tiirlerdeki biyokimyasal 6zelliklerindeki farkliliklar tartigilabilir.
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Bhal --—--LVEIVE LGDHPFFIAS QFHPEFVSRP TRPQPLFREF IQASLRK---
Brev -——-LVEIVE VPEHPWYVAT QFHPEFTSRP NRPQPLFRDF VKASLNK---
Gkau -——-LVEVIE LKDHPWFVAA QFHPEFTSRP TRPQPLFREF VRASLKE---
Blic -——-LVEIIE LKDHPWFVAS QFHPEFTSRP TRPQALFRDF VHASLKTSEK
Ecol -——-LVEIIE VPNHPWFVAC QFHPEFTSTP RDGHPLFAGE VKAASEFQKR
Taqu RGAGLVEAIE LQDHPFFLAL QSHPEFKSRP MRPSPPFAGF VEAAIRFAEG
Oihe -——-LVET-E VKDHPWFVAC QFHPEFTSRP TRAQSLFKGF GASVDYRKG-
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Sekil 1. Agon (Anoxybacillus gonensis), Afla (Anoxybacillus flavithermus), Bhal( Bacillus
halodurans), Brev (Brevibacillus NBRC), Gkau (Geobacillus kaustophilus), Blic
(Bacillus licheniformis), Ecol (Escherichia coli), Taqu (Thermus aquaticus),
Oihe (Oceanobacillus iheyensis) tiirlerine ait ctp sentetaz enziminin aminoasit
stralarinin karsilastirilmasi ve benzer siralarin gosterilimesi.
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el (se3g) | U817 ol (304)
S5l [5517) [ sigel [331]
Sral [5193) gﬂ [[‘fzﬁﬂﬂ]]
Al [5083) eIl [434]
el (4958) Sarhl (535]
T7 transciptiond %IE[%JSJH
Geal (4774 e pressian region
2l (4174 el [933]
Ml [1216)
el (1230)
pET-15b e | | | BB [1387)
(5708 bp) Anal [1427)
AfwI [4236)
SasHIl [1627)
Aol [1722)
Sap(3704)
Snsl(3591) Feitl [2061)
Azcl[3390) gl [2284]
ekl [3572)
74111 [ 3565) Al [2313)
BspMl [2394]
Bril0l (2926) 1 Bl (2704)
E Saf [2791)
Al T? promater {20 o perator Al
AGATCTEGAT SO G GALA T TAATACGAC T AT ATAGGGEAA T TG TGAGCGEATAACAATTC COCTCTAGALATAATTITGTTTA

Aol el

ACTTTAAGAAGGAGATATAC CATGEGECAGC AGCCATC ATC ATCA TCATCAC AGCAGS GGECC TRETGCC GG GECAGCCAT
MetGlySerSerHisHisHisHisHisH is5erSerG IyLeutal ProdrgGlvSerHis

tho mbin
Aiha| _SamH| Expl

ATGCTC GAGRATC CHEC TRC TAAC AAAGCC CRAMAGRA AGCTG AGTTREC TEC TAC CACCHE TRAGC AATAAE TAGC ATAACCC
Met LewGlubspProAladlabsnlysd labrglysGlu b laGlulewdladl ablaThrd [aGl wEInEnd

EiaRY
CTTGEEEGECTCTAAACGEGTCTTRAGEEETTTTT TG TRAALGEAGGAL TATACC GEATATS

Sekil 2. Ekspresyon vektorli olarak kullanilan pET-15b’ nin enzim kesim bdlgeleri ve
niikleotid siralari
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Alll, Psel 806
Gsul 1784

BseYl 1110
\Cail 1217
Hinell CIrdl i Ecl13611
_Pstl__ sy Ecossl Eco24l  EcoRl

HSpUC sequencingprnes (20), Tver 399 gl Pael Sdal—BYeL_ y o xbal  BamMi Smal MU Saci  Xapl 45

5'G TAA AAC GAC GGC CAG TGC CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG AGG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGA ATT CGT
3'CATT TTG CTG CCG GTC ACG GTT CGA ACG TAC GGA CGT CCA GCT GAG ATC TCC TAG GGG CCC ATG GCT CGA GCT TAA GCA
LacZ <—Val val Ala Leu Ala Ser Ala Mis Arg Cys Thr Ser Glu Leu Pro Asp Gly Pro Val Ser Ser Ser Asn Thr

AAT CAT GGT CATAGCTGTTTCCTG &
TTAGTA CCA GTA TCG ACA AAG GAC &
lle Met Thr Met

P
M13/pUC reverse sequencing primer (28], 17.mer

Sekil 3. Anoxybacillus gonensis’ e ait genomik kiitiiphanenin olusturulmasinda kullanilan
pUCI18’ in enzim kesim bolgeleri ve niikleotid sirasi
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