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O0ZET

Aerobacter Aerogenes’ten, Neu ve Heppel'in kurmug olduklan temellere dayanarak elde
edilen osmotik sok stvisnda, hayvan ve mikroorganizma bityiime faktorii elan mezo-inozitol'e
ozgiil bir periplazmik binding proteinin bulonup bulunmadify aragtmldz. 11k agamada degisik
konsantrasyon yontemleri ile gok svism yogunlagtuma yoluna gidildi. Yopgunlagtirma igle-
minin ¢egitli donemleri, Lowry protein miktar belirtimi yontemiyle izlendi. Daha sonra kon-
santre gok sivisy, homojen olarak (2-°H) mezo-inozitol igeren poliakrilamid jelinden elektrik
akim altinda gegirilerek in vitro binding protein-mezo-inozitol kompleksi arand:.

GIRIiS

Bakteri aktif transport mekanizmasinda, transport edilen madde igin
bzgiil baglama yiizeyi tasiyan binding proteinler iizerinde son yillarda yoZun
aragtirmalar yapilmaktadar.

Gram negatif bakterilerde i¢ zar ile dig zar arasindaki periplazmik bos-
lukta bulunan binding proteinler, Neu ve Heppel'*"® Nossal ve ‘Heppel”
Neu ve Chou'® ve Heppel®in geligtirdikleri osmotik gok yontemi ile serbest-
legtirilmekte, sok srvisindan izole edilerek Gzellikleri incelenmektedir.

E. coli’den lasin®, galnktoz . L-arabinozm, fosfat'?, glutamats, CN-Bu
(siyanokobalamin) tiamin'®, lizin?!, arjlmn L-giutamm.“, sistin®, Salmo-
nella typhimurium’dan siilfat'®!®,. histidin', rlhozm, Agrebakteriom tume-
faciens’den glukoz-1-P®, Pscudomonas aeuroginosa’dan gliserol®® igin spesifik

periplazmik binding proteinler elde edilmigtir.
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Osmotik sok yoénteminin, Aerobakter aerogenes’ten dig ortama protein
serbestlestirdigi, diger tarafta soka ugrammg fakat wviabilitelerini koruyan
bakteri hiicrelerinin mezo-momtolu. transport kapasitelerinde belirgin bir dii-
gilg oldugu saptannugtn®. Bu bulgular, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda
biiylime faktorii olan mezo-inozitoliin, Aerobacter aerogenes hucrelerme,
spesifik bir binding protein aracﬂigly]a glrdmlm ve osmotik sokun, bu
«meso-inozitol binding protein»i hiicre digina serbestlestirerek, bakterinin
mezo-inozitol transportundaki diigiige neden oldugunu dugundurmekted]rB
Ancak, béyle bir hipotezin gegerlilii, mezo-inozitol binding proteininin bir-
takim yontem.lerle kesin olarak ortaya (;1kart11mas1na baghdir.

Calsmanuzin amaci, Aerobacter acrogenes gok sn;smda, ‘mezo-inozi-
tole zgiil binding proteinin meveut olup olmadifimn arastinlmagsidir. Bak-
terilerde binding proteinlerin mikrogram diizeyinde bulundujgu giz oniine
alinacak olursa, Aerobacter aerogenes sok sivisimn yogunlagtinilmas: gerek-
liligi ortaya gikmaktadir. Cahsmamzin ilk evresinde, cegitli konsantrasyon
yontemleri ile gok sivisim yogunlagtirma yoluna gidilmis, daha sonra, kon-
santre sivida meveut olabilecek binding protein, isaretli mezo-inozitol kul-
lanilarak in vitre binding protein-mezoinozitol kompleksi geklinde pohaknl-
amid jel elektroforezi yontemiyle aranmgtir.

YONTEM VE GERECLER

Aerobacter aerogenes sok sivist Neu ve Heppel'in yontemi temel alinarak
elde edildi®. -

1) Sok sivismn yogunlagtirilmas::

— Geregler:

+  Sartorius seluloz nitrat membram (SM 114), g 47 mm,
porlarin gap1: 0,45p

. Sartorius membran filter GmbH, Cat. 1\0 SM 121,
Format/Size: 160 x 160 mm.

. Kiigiik ¢aph diyaliz tiibii (Union Carbide Corporation,
G 19 DM 30C 20502 L10)

. Liyofilizatér (Secfroid, Lausanne, Suisse),

. 1 litrelik Lyovar hyofilizatér balonlan
Tris - HCl tamponu (5 x 107*M, pH : 7,3)
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— Yontem :

. Aerohacter aerogenes sok sivisi, tiim yofunlagtirma progeslerin-
den énce, Sartorius SM 114 membrammdan gegirilerek siiziildi. Bu iglemin
amaci, siviya kangmis olabilecek bozulmus hiicrelerin ve diger artiklann
uzaklastinlmastydi. Daha sonra sok sivisi, basing alunda wltrafiltrasyon,
vakum diyalizi ve liyofilizasyon gibi degisik yontemler kullamilarak yogun-
lagtirildi ve her agamamin sonunda Lowry'nin kurmus oldugu temellere'!
dayanarak protein miktar belirtimi yapildi. Béylelikle konsantrasyon pro-
cesini izlemek, degisik konsantrasyon yontemlerini kargilastirmak ve daha
sonra uygulanacak poliakrilamid jel elektroforezi icin kullamlacak niimune
hacoum saptamak olanagi saglanda.

. Basing altinda ultrafiltrasyon yonteminde Sartorius SM 121
membran: kullamld:. Membrandan gegemeyen, molekill agirhg 20,000%in
iizerindeki molekiiller konsantre edildi, Bir litre sok sivis: 4-5 saat icerisinde
50 ml’ye indirildi.

. Yakom diyalizinde kiicilkk gaph diyaliz tiibii kullamldifindan,
bu yéntem olduk¢a wfak hacimh siviya uygulandi. Basing altinda ultrafilt-
rasyon sonunda elde edilen 25-50 mllik sivinmn konsantrasyonuna vakum
diyaliziyle devam edildi. Sivi, 12 saatte 5 mlFye kadar indirildi.

. Liyofilizasyonda 1 litre siv1 17 saatte tiimiiyle kurutuldu (A P:
0,04 - 0,05 atm.). Toz halindeki madde 5 ml Tris - HCl tamponunda ¢6-
ziildii.

2) Konsantre edilmiy sok sivisinda mezo - inozitol binding proteinin isaretli
poliakrilamid jel elektroforezi ile aranmasi:
— Geregler:

. (2-°H) mezoinozitol NEN, Dreieichenchain (Almanya)’dan
temin edildi.

. Jel gozeltisi igin:

Cozelti A: HCIN ............... 48,0 ml
Tris (hidrometilaminometan) ... . 306 g
TEMED (tetrametiletilendiamin) . . 0,23 ml
Cozelte B: Akeilamid. . .............. 28 g
Bizakrilamid . . . . ... .. ... .. 0,735 ¢

HO.................. 100,0 ml

(5.3 x 10° cpm/ml) lik gdzeltisinden 30plt eklendi.
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Cozelti C : Amonyumpersilfat . . . ... ..... 0.14 ¢
HO................... 100,0 m!

2ml A gozeltisi, 4 ml B ¢izeltisi, 2ml H30, 8 ml C gozeltisi
kanstmldiktan sonra, bu jel ¢ézeltisine, (2 - *H) mezoinozitol’iin Img/ml

. 0,6 cm capinda. ve 12 cm uzunlufunda cam borular, 7 ml
piridin, 2 ml hexametildisilazan ve 1 ml trimetilklorsilan iceren bhir kan-
sim ile silikenize edilerek sicak su ile galkaland.

. Jellerin kesimi i¢in, «Gilson» jel kesici aygti kullamlda.

— Yintem:

Silikonize cam tiipler iginde polimerize olmug jellere, 50 - 500plt konsantre
sok sivis1 10 - 20ult 9%,0,25 Coomassie Brilliant ve bir damla gliserol ile karis-
tinlarak uyguland:.

Tiip basina 2.5 mA uygulanarak, niimunelerin Tris-Glisin tamponunda
(pH : 8,3,0, IM) 150 - 200 V’luk bir gerilimde 5-6 saat gogii saglandi. Bu siire
sonunda jeller cam tiiplerden gikanlarak Gilson aygitina alindi ve enine olarak
0,5 veya 1,0 mm lik fraksiyonlara kesildi. Jel fraksiyonlarimn her biri 10
ml Bray-Cab-0-Sil ¢ozeltisi i¢ine almarak radyoaktivite igerigi, Beckmann
LS 250 sayacinda CPM olarak saptandi. Aym islemler, niimune yerine tam-
ponun uygulandig kontrol jelinde de tekrarlandi.

BULGULAR

1) Sok sivistmin yoFunlastirilmasu:

Binding proteinin aranmasinda kullamlacak gok sivisin eldesinde
6-1211 Aerobacter aerogenes kiiltiirii ile caligld:® ve 425-1300 ml arasinda
sok sivis1 elde edildi. Gerek sok sivisinda, gerekse uygulanan degigik konsan-
trasyon iglemleri sonunda Lowry'' yontemine giére yapilan protein miktar
belirtimi sonuglan Table 1°de Bzetlenmistir.

2) Isaretli poliakrilamid jel elektroforezi:

Gerek konsantre gok sivisimn uygulandifn jelin, gerekse kontrol jelinin
1 veya 2 mm’lik fraksiyonlarinin, sayagta CPM olarak saptanms radyo-
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. Tablo I: Protein mikior belirtim sonuglan (Kullalan kisaltmalar : B.A.U. : Basmng
altinda ultrafiltrasyon, V.D.: Vaknom diyalizi, L. : Liyofilizasyon)

mg protcin/

p g protein/ Kullamlan yogunlagtirma ml konsantre
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Tablo III': Yalnuzca Tris-Glisin tamponunun uygulandift jelin 'er mm'lik froksi-

yonlarimin Beckmann L5250°de saptanan radyoaktivite miktarlar: (CPM).

Fraksiyon No,

Radyoaktivite (CPM)

Fraksiyon No.

- Radyocaktivite {(CPM)

Denéy No. ok siva hacmi () : o gok. svis yontemt __ ghelt T voeevesiversnrsssienssrnns 126,0 34 eeerevreeeneirbasrareeaas 183,5
1 1000 _ 408 BAU +V.D. 0.117; 2,9 ST 15,5 35 ereaeres eerveerireaeens 208,
2 500 - 100 VD, o SR 146,9 36 evvrerenneieeeseerenes 190,4

3 1200 o 55 L ) 11,0 PR ererees 170,1 Y R 197,8
4 1300 83,0  650mLBATU, 650mkL. 0,096 8,2 5 eereeeerreens e 168,3 38 ceeeeerressressensneenians 191,
5 1200 60,7 . 600ml:B.A.U+V.D.,600ml:L. 0,305 3,5 B eeeeenrrereeeensieinees 181,2 30 Leeeres breerereenrns 193,8
6 1300 1043 V.D. 2.5 ST 1773 FT S 190,2
7 425 1440 BAT, 0,093 B oo resesvennennen 215,0 AL eoererereseenernireaes 197,8
| 9 e JOTRTRRR 191,7 42 i prterreeeenanees 193,0
Tablo IF: Acrobacter aerogenes konsanire sok simsimen uygulandify jelin 2 ger mm’'lik 10 s 187,2 A3 197.8

fraksiyonlarimin Beckmann L, S 250°ds saptanan radyoaktivite miktarlars (CPM) £ 1 perrrireneeeins 161,5 44 ... [T R -193,6

12 i rreeenee s 200,2 A5 eeerereeiereeirreaaeenans 201,0
Fraksiyon No. Radyoaktivite (CPM) Fraksiyon Ne. Radyoaktivite (CPM) 13 ..oinnie . 2064 46 icieennnn eetenssiarareres 184,5
DG e veraarareas 322,2 14 oeerereiseeesrrreenees 176,4 F Y P 176,0
Y N erberreneeseanenats 312,8 15 cveirermreseienannsrornnns 1809 .1 SO 180,5
DT s erreereeeeeaanenans 343,9 16 veeeerenreseeenrreranne 188,9 A9 oo 209,3
D6 eereeeearrenerreereraneas 336,0 17 cerreeeeesirsanrmneeeens 193,1 50 cevrrrreerieeeneneesreenes 192,0
AT 323,5 18 eoveerreeeeeeeerereeianees 156,1 3 T . 1923
28 ceerran eretevneasasaraases 322,6 19 orrircciirraninnananas 185,0, 52 erreerrantnirsanreer, 180,5
L ST UUUTR OO 324,3 20 oovvererereeriraeaneeenas 183,2 53 vevreeerirerisanrennazenns 1914
30 eeerererrer s 322,9 21 s 196,2 54 iivens reirernteisrraans 196,6
31 eeireeeiieereenrerens . 3235 ., UUOOUP R 183.6 55 tevirrissrseessnrrseneenas 181,2
32 326,9 23 tereereeeireeeineeas 173,1 56 ureres reeeteenraareraen 189,5
LT SO ST 323,2 7 eeestrnriianes 182,7 % U, 186,3
B4 eeeeeeeeeerrrennerneeres 328,4 B5 eviverereens etereern—— 180,0 58 ..ovvns et 212,5
35 teereierrrrerreeeeaneenaas 334,1 D6 eoeeereeeere i eerrreens 199.0 50 cerrerrereeeeernanssenean 175,3
36 verrerrirreianneeanaannenis 329,0 L A RRTP 182,3 60 . 1893
3T treerererr e 332,5 2B vevremrrerrisrreeeeneeeens 179,3 BL eeveemrrrinrrenmerreeernis 186,2
3B teireeeeeienanrnr e esas 3194 20 iiieirireerarereeeeanees 1943 62 rrieeieeeens reerareerrans 1948
39 304,3 K11 JOUUUTUROo 189,3 63 eoreeeienremrernesinaas 210,0
40 eevereeeisirreesiee e 264,3 L U 182,7 (7 . vereeaees 1825
AL oo 238,7 32 Lo 165,8 65 eoreeerrerreraeeeeeee i 1823
5D rerereeriinernerisraeenn 77,4 5 JUVOO 119,1 66 eeeeeenrerirennens v 173,5
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Sekil 2.

{CPM) ordinatta, fraksiyon numarasi ise absiste igaretlenmigtir,

Yalmzca Tris-Glisin tamponundan 500 plt'nin uygulandif, (2-3H) mezo-inozitol
ile igaretli poliakrilamid jelinin 1’er mm’lik fraksiyonlarmmmn icerdigi radyoaktivite

by
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aktivite bulgularnn Tablo II ve Table III’de gosterilmigtir. Ordinatta frak-
siyon basina CPM, absiste ise jel fraksiyon numaras isaretlenerek elde edilen
egriler Sekil 1 ve 2°de sunulmugtur.

TARTISMA VE SONUG

Sok sivisim yogunlagtirmak igin kullamlan yéntemlerden dzellikle vakum
diyalizi ve liyofilizasyon ile protein konsantrasyonu agisindan yeterli sonug-
lar ahnmusur. Soyle ki, poliakrilamid jellere uygulanan 50-500 i1t konsantre
sok sivisinda total protein diizeyini 0,5 -1 mg arasinda ayarlayabilmek ola-
nag saglanmgiir.

Sok svisinda bir «wmezo-inozitol binding proteinnin varlii, bu proteinin
jelde homojen olarak dagilmus (2 - 3H) -mezo - inozitol ile yapacag in vitro
kompleks yoluyla ortaya gikartilabilecekti. Zira, béyle bir kompleks kendi-
sine baglanan mezo-inozitolii siiriikleyerek, jeldeki homojen radyoaktivite
dagilmin: etkileyecek, fraksiyonlara ayrilan isaretli jelin profilinde degigik-
lik yaratacaktr. Soyle ki, bazi fraksiyonlarin CPM’i normale gére bir disiis
gosterirken, bu diigiisii izleyen fraksiyonlarda bir «pik» in ortaya gikmas
bekleniyordu.

Aerobacter aerogenes’ten elde ettifimiz konsantre sok sivisi niimunesini
uyguladifimuz jelin profilinde, Rf: 0,418 ve Rf: 0,58’ uyan iki kiigiik pik
gbze ¢arpmaktadir. Ancak, bu piklerin ne derece anlamh oldugu tartima
konusudur. Zira, kontrol jel profilinin incelenmesinde, amplitid agisindan
daha kiigiik olmakla birlikte baz inig-gkiglar goriilmektedir. Bu osilasyonlar,
jelin 1-2 ser mm’lik fraksiyonlara ayrlmasindaki ufak ¢aptaki egitsizlik-
lere baglanmaktadir. Niimune ve kontrol jellerimizin karsilastinlmasinda,
niimune jelinde saptanan piklerin bir mezo-inozitol binding proteinin varh-
grm kanitlamaya yeterli olamayacag: sonucu ortaya gikmaktadir. Bu durum-
da, asagfidaki ii¢ olasihk sz konusudur:

1) Aerobacter aerogenes’te mezo-inozitol igin Gzgitl bir binding protein
meveut degildir. Ancak, Aerobacter aerogenes’in periplazmik boslufundan
osmotik sok yémntemiyle dis ortama proteinler serbestlestiginde, Aerobacter
aerogenes hiicresinin mezo-inozitol transportunda anlamli bir diisiis kayde-
dilmigtir®. Bu bulgular bir binding proteinin varhfim diisiindirmektedir.

2) Aerobacter aerogenes’te mezo-inozitol igin bir binding protein mev-
cuttur fakat siibstrat: mezo-inozitol ile olugturdugu kempleksin dissosiyas-
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yon sabiti yiiksek olup kompleksin saptanmas: giglesmektedir. Bu durnmda,
bu kompleksin dissosiyasyonunu onleyen veya geciktiren kogullar aranma-
hdar.

3) Aecrobacter aerogemnes’te mezo-inozitel binding protein meveuttur
fakat kullandiginmz poliakrilamid jel elektroforez yintemi ile ortaya gikartl-
masi i¢in daha bagka sartlar gerekmektedir. Style ki, elektroforez yéntemi-
nin, bir protein karsiminin fraksiyonlara aynlmasimn ilk agamasinda kul-
lanitmas: sakincal olabilmektedir’. Briit sok svisiun saflagtirilmasi, veya
kompleksi ortaya gikartmak igin daha bagka yontemlerin kullamlmas diisii-
niilebilir.

Amaglanan temel cahigmanim tamamlanabilmesi i¢gin daha bagka yoéntem-
lerle binding protein-mezo-inozitol kompleksini arama yoluna gidilecektir.

SUMMARY

RESEARCH OF A BINDING PROTEIN IN THE 0SMOTIC SHOCK FLUID OBTAINED FROM
AEROBACTER AEROGENES (1)

In this study, shock fluid obtained from Aerobacter aerogenes using the inethod of Neu
and Heppel was investigated to determine if a periplasmic binding protein specific for myo-ino-
sitol was present.

In the first part of the study, the shock fluid was concentrated using various methods
such as ultrafiltration under pressure, vacuum dialysis, and liophilisation, Specially vacuum
dialysis and liophilisation gave satisfactory results, as detected by Lowry’s protein determina-
tion technique. A concentrated shock fluid containing between 2,4 - 11,0 mg/ml protein was
obtained. ' '

In the second part of the study, 50-500ult’s of this concentrated shock fluid was applied
to polyacrylamide gels prepared by mixing 30pdt of a 1 mg/ml (2-7H) mjro—inositol solution
with 16 ml of the gel solution before polymerisatian of the gel. The test gels, as well as the
control gels where only the same volume of the buffer solution was applied, were run under an
electric carrent 2,5mA/gel, in a Tris-Glycine buffer (0,1 M, pH : 7,3) for 5- 6 hours. Follo-
wing completion of the electrophoresis, the gels were divided evenly into fractions I - 2 mm
in width by a Gilson ge! cutter, and the radicactivity (CPM) present in each fraction was
determined in a Beckmann LS250.

By plotting the CPM on the ordinate and the number of the gel fraction on the -abseissa,
curves were obtained for the control gel as well as for the test gels. Two small peaks obtained
for the gel were compared with the radioactivity profile of the control gel. o

An eventual binding protein - myo - inositol complex was expected to form a significant
peak in the radioactivity profile by entraining some of the radioactive myo -inositol beund to
itself, thereby causing an accumulation of radioactivity, a peak in the profile.
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Comparing the radioactivity of the test gels with that of the control gel, it is concluded
that the two small peaks are not sufficient to prove the existence of a binding protein - myo -
inosito]l complex. In this situation, the following three alternatives can be discussed:

1 — A specific binding protein for myo - inositol does not exist in Aerobacter aerogenes.

‘However, it has been shown that the liberation of proteins from the periplasmic space of Aero-
- bacter serogenes by osmotic shock causes a significant decrease in the myo - inositol transport

of the shocked cell®. These findings suggest the presence of a binding protein.

2 — A mye - inositol binding protein exists for Aerchacter aerogenes but the complex
that it forms with its subsrate has a dissociation constant which is too high to allow for a detec-
tion. In this caseé, conditions which inhibit the dissociation of the complex should be deter-
mined.

3 — A mvo - inositol binding protein exists for Aerobacter aerogenes but the polyac-
rylamide gel electrophoresis used for the detection of the complex necessitates other prepara-
tive manipulations such as purification of the shock fluid before concentration.
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