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OZET

Rhodobacter capsulatus Bakterisinde Sitokrom ¢ Oksidaz Biyogenesiz ’inde Rol

Alan Genlerin Belirlenmesi ve Fonksiyonlarmin Tanimlanmasi

C-tipi sitokromlar, sitokrom bc, kompleksi veya cbbs-tip sitokrom c¢ oksidaz gibi
elektron transfer zincir bilesenlerinin alt birimleri ya da fizyolojik ortagi olan ve hem kofaktorii
igeren proteinlerdir. Sitokrom c¢ proteinlerindeki hem molekiilii kompleks posttranslasyonal
olgunlagma siirecleri araciliginda apositokromlara kovalent olarak baglanir. Bu calismada, besi
yerine bagli fotosentetik iireme Ozelligi gosteren ve farkli c-tipi sitokrom proteinlerinden
yoksun Rhodobacter capsulatus mutantlarindan yararlanilarak sitokrom cbb; oksidaz ve c-tipi
sitokromlarin biyogenesizinden sorumlu yeni genler arastirildi. R. capsulatus kromozomal
kiitiiphaneleri kullanilarak yapilan genetik tamamlama testleri sonunda mutant fenotipinden
sorumlu ve genomda bitisik yer alan iki gen (RRC00138 ve RRCO00139) tamimlandi. R.
capsulatus genom analizlerinde RRC00138 gen iirtinii baslangicta 1-acil-sn-gliserol-3-fosfat
aciltransferaz enzimi (AGPAT) olarak ve RRC00139 gen iiriinii ise hipotetik sitozolik protein
olarak tanimliydi. Ancak yeni yapilan biyoinformatik analizler sonunda, bu iki gen iiriiniin
amino asit dizisinin Sinorhizobium meliloti ’de ornitin lipid (OL) biyosentezinden sorumlu
OIsA ve OIsB enzim dizileri ile benzerlik gosterdikleri goriildii. RRC00138 ve RRC00139
mutantlarinin membranlari tiim gliserofosfolipidleri yaban soy oraninda icermesine ragmen, OL

"1 icermemeleri, bu iki genin R. capsulatus *da OL biyosentezi i¢in gerekli oldugunu gosterdi.

OL ’lerin bakteriyel membranlarin bir bileseni olduklar1 c¢cok uzun zamandir
bilinmektedir. Bakterilere 6zgii bu amino-lipidler, B-lenfositlerin ¢ogalimi, adjuvantisiti ve
makrofajlarin aktivasyonunu kapsayan konakg¢i bagisiklik sistemini uyarirlar. OL ’ler
bakterilerde oldukca genis yayilim gostermelerine ve farkli biyolojik etkilere sahip olmalarina
ragmen, bu lipidlerin bakterilerdeki rolii bugiine kadar tam olarak aciklanamamistir. Bu ¢alisma
ile OL ’lerin farkli bakteriyel iireme kosullar1 altinda, c-tipi sitokromlarim da kapsayan bazi
sitoplazmik membran proteinlerin optimal sabit miktarlar1 icin dnemli olduklar1 goriilmiistiir ve

OL ’lerin bakterilerdeki yeni ve dnemli baska bir biyolojik rolii literatiire kazandirilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Rhodobacter capsulatus, c-tipi sitokromlar, sitokrom chb; oksidaz,

1-acil-sn-gliseroltrifosfat agiltransferaz, ornitin lipid, sitoplazmik membran proteinleri.
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ABSTRACT

Identification of Genes Involved in Biogenesis of Cytochrome ¢ Oxidase from

Rhodobacter capsulatus and Determination of Their Functions

The c-type cytochromes are haemoproteins that are subunits or physiological
partners of electron transport chain components, like the cytochrome bc; complex or the
cbbs-type cytochrome c¢ oxidase. Their haem moieties are covalently attached to the
corresponding apocytochromes via a complex posttranslational maturation process. In
this work, using the Rhodobacter capsulatus mutants that exhibited medium-dependent
photosynthetic growth and lacked various c-type cytochromes, additional genes
involved in this process were sought. Genetic complementation of these cytochrome
cbbs oxidase-minus mutants using R. capsulatus chromosomal libraries uncovered two
novel genes, RRC0O0138 and RRC00139, which are adjacent to each other. Although on
R. capsulatus genome RRC00138 and RRC00139 were annotated as corresponding to
the 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase and a hypothetical cytosolic protein,
respectively, more recent searches revealed that they are highly homologous to the
ornithine lipid (OL) biosynthesis genes, olsA and olsB, in Sinorhizobium meliloti,
respectively. Membranes of the RRC00138 and RRC00139 knock out mutants
contained all major phospolipids at wild-type levels but lacked the non phosphorous

OL, demonstrating these genes are required for OL biosynthesis in R. capsulatus.

The non-phosphorus OLs have long been known as constituents of bacterial
membranes. These eubacteria-specific amino-lipids induce potent host immune
responses, including B-lymphocyte mitogenicity, adjuvanticity and macrophage
activation. Despite the widespread occurrence of OL, and diverse biological effects they
elicit, up until now their role in bacteria producing them remained completely unknown.
Our findings now indicate that under certain bacterial growth conditions OL are crucial
for optimal steady-state amounts of some extracytoplasmic proteins, including several

c-type cytochromes, and attribute them a novel and important biological function.

KEYWORDS: Rhodobacter capsulatus, cytochrome cbb; oxidase, c-type cytochromes, 1-acyl-

sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase, ornithine lipid, extracytoplasmic membrane proteins.
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1. GIRIS

Biyolojik membranlar, kovalent olmayan etkilesimler ile birarada tutunan
yiizlerce farkli protein molekiillerinden ve ince lipid tabakasindan olusur. Sitokromlar;
fotosentez, aerobik ve anaerobik solunum yollarinda dnemli islevleri olan proteinlerdir.
Bu proteinlerden c-tipi sitokromlar, hem prostetik grubunun bu proteinlere kovalent
olarak bagli olmasiyla diger sitokromlardan ayrilirlar (Pettigrew ve Moore, 1987). C-tipi
sitokromlar kiiciik, periplazmik veya membrana bagh proteinlerdir. Bu proteinler ayrica
elektron transfer zincirinde yer alan sitokrom bc; ve sitokrom ¢ oksidaz gibi pek ¢ok alt
birimden olusmus protein komplekslerinin alt birimlerini olustururlar. Son zamanlarda
yapilan calismalarda, sitokrom ¢ proteinlerinin mitokondriden salindiklarinda
Okaryotlardaki programli hiicre Oliimiinii (apoptoz) uyardiklart da belirlenmistir
(Martinou ve ark., 2000; Jiang ve Wang, 2004). C-tipi sitokromlar; kofaktoriin proteine
yerlesimi, protein katlanmasi ve membrana transferi gibi caligmalarda model olarak

kullanilirlar.

Fotosentetik fakiiltatif fototrof Rhodobacter capsulatus yiiksek ve diisiik oksijen
konsantrasyonlarinda aktif hale gecebilen tek tip sitokrom c oksidaz (sitokrom cbb;
oksidaz) enzimi icerir. Membrana bagl c-tipi sitokrom proteinlerini iceren kompleks bir
yapiya sahip olan bu enzimin biyogenesizine yonelik simmirlh sayida calisma
bulunmaktadir. Onceki calismalarda (Koch ve ark., 1998; 2000) kimyasal (EMS, Etil
methane siilfanat) mutagenezden sonra elde edilen mutant populasyondan sonra oksidaz
aktivitesi gostermeyen (Nadi") mutanlar izole edildi ve mutasyonlarin bir kisminin
enzimin yapisal genlerini kodlayan ccoNOQP operonunda, diger bir kisminin ise
operonun hemen iist tarafinda yer alan ccoGHIS genlerinde yer aldiklar1 genetik
tamamlama testleri ile tespit edildi. Bu mutantlara ek olarak, ccoNOQP genleri
bakimindan haploid (MT1131) ve diploid (MT1131/pOX15) soylarindan elde edilen
MR2, 1J1 (Koch ve ark., 1998) ve AYG4 (Aygiin, 1999) isimli Nadi® mutantlar ise
ccoNOQP ve ccoGHIS genleri ile yaban soy fenotipine tamamlanmadi. Diger yandan bu
mutantlar diger sitokrom oksidaz mutantlarindan farkli olarak besi yerine bagl farkli
fotosentetik (F) iireme fenotipi gosterdi. Buna gore, mutantlar minimal (MedA) besi

yerinde Nadi /F', zenginlestirilmis (MPYE) besiyerinde ise Nadi /F fenotipi



gosterir MPYE besi yerinde aerobik kosullarda iireyen mutantlarin intrasitoplazmik
membran vesikiillerindeki (kromotofor) membrana bagli ve ¢oziiniir kisimda ise
periplazmik c-tipi sitokrom proteinlerin varligit TMBZ/SDS-PAGE teknigi ile incelendi
(Koch ve ark., 1998; Aygiin, 1999). Mutantlarin kromotofor membranlar
incelendiginde her {ii¢iiniin de sadece sitokrom bc; kompleksinin c-tipi alt birimi olan
sitokrom c¢; proteinini icerdikleri goriildii (Sekil 1.1A). Buna karsilik, mutantlar
solunum zincirinde sitokrom bc; kompleksi ile sitokrom cbb; oksidaz enzimi arasinda
elektron tasiyicisi olarak gorev yapan sitokrom cy proteinini icermezler. Yine sitokrom
cbbs oksidazin c-tipi sitokrom proteinleri (sitokrom ¢, ve sitokrom c¢,) MR2 ve 1J1
mutantlarinda gozlenmezken, AYG mutant1 tagidigi ccoNOQP genleri sayesinde yaban
soya kiyasla az miktarda olmakla beraber sitokrom c, proteinini tirettigi gozlendi (Sekil
1.1, 2.-4. kuyular). Mutantlarin ¢oziiniir formdaki periplazmik sitokrom c¢; proteinin
varlig1 incelendiginde ise her iic mutantta bu proteinin sentezlenmedigi goriildii (Sekil
1.1B, 2-4. kuyular). Diger yandan, GK32 (Koch ve ark., 1998) ve CW1 (Koch ve ark.,
2000) gibi yapisal ve biyogenesiz oksidaz mutantlarinda ise, sitokrom ¢, ve sitokrom ¢,
proteinleri haricinde diger sitokrom c¢ proteinlerinin yaban soy oraninda {iretildigi
gozlendi (Sekil 1.1A ve 1.1B 5.-6. kuyular). Elde edilen bu bulgular, MR2, 1J1 ve
AYG4 mutantlarinda sadece sitokrom cbbs oksidaz aktivitesinin etkilenmedigini, ayni
zamanda c-tipi sitokromlarin biyogenesizinin de etkilendigini gosterdi. Mutantlar bu

ozellikleri ile literatiirde yayinlanmis oksidaz mutantlarindan farklilik gosterir.

Diger yandan MR2 ve IJ1 mutantlarindaki c-tipi sitokromlarin yoklugunun
transkripsiyonel-translasyonel ya da sekresyonal bir hatadan kaynaklanip
kaynaklanmadigi da test edildi (Aygun-Sunar ve ark., 2006). Bu amacla ccoN::lacZ,
cycY::lacZ ve cycY::phoA fiizyonlarini tasiyan plazmitler mutantlara aktarilmig ve elde
edilen transkonjugantlarin [B-galaktosidaz ve alkalin fosfataz aktiviteleri incelendi.
MPYE besiyerinde solunumla iiretilmis transkonjugantlarin B-galaktosidaz ve alkalin
fosfataz aktiviteleri incelendiginde, mutantlarin yaban soy oraninda enzim aktivitelerine
sahip olduklar1 goriildii. Bu da, c-tipi sitokromlarin yoklugunun, transkripsiyonel,

translasyonel veya sekresyonal bir hatadan kaynaklanmadigim gosterdi.
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Sekil 1.1. R. capsulatus sitokrom cbbs oksidaz mutantlarinda c-tipi sitokrom protein
profili.

Zenginlestirilmis MPYE besi yerinde aerobik kosullarda iireyen oksidaz mutantlarinin
membrana bagli (A) ve c¢Oziiniir formdaki (B) c-tip sitokrom protein profilleri
gosterilmistir. Intrasitoplazmik membran vesikiilleri veya ¢oziiniir kissm %16.5 ’luk
Trisin-SDS-PAGE ’de (Schédgger ve von Jagow, 1987) aynstirildi ve peroksidaz
aktivitesine sahip c-tipi sitokrom proteinlerini gozlemek icin jel, TMBZ (3’3, 5° 5-
tetrametilbenzidin) ile boyand1 (Thomas ve ark., 1976). ¢, ve co, sitokrom cbb; oksidazin
alt birimleri; ¢y, sitokrom bc; kompleksinin alt birimi; ¢y, membrana bagli elektron
tasiyici protein; ¢z, periplazmik elektron tasiyici protein, Ys, R. capsulatus yaban soyu
(MT1131), GK32 (AccoNO::kan, Koch ve ark., 1998) ve CW1 (AccoGHIS::spe, Koch
ve ark., 2000) sitokrom cbb; oksidazin yapisal ve biyogenesiz mutantlari, (B) de M isimli
kuyuya sitokrom ¢ markir olarak yiiklenmistir.



Ureme fenotipi, c-tipi sitokrom profili ve genetik tamamlanma 6zellikleri ile diger
oksidaz mutantlarindan farklilik gosteren bu mutantlarin Nadi fenotipinden sorumlu
gen(ler)i tasiyan DNA parcgasi arastirildi. Bu amacla, farkli R. capsulatus kromozomal
kiitiiphaneleri mutant bakterilere aktarildi ve transkonjugantlar arasindan Nadi®
fenotipini kazananlar secildi. Her iic mutantin da oksidaz fenotipini yaban soy oraninda
tamamlayabilen pMRC plazmiti (Koch ve ark.,, 1998) ve sadece MR2/AYG4-25
mutantlarin1 tamamlayabilen pMRB (Koch ve ark., 1998) ve pAY1 (Aygiin, 1999)
plazmitleri izole edildi (Sekil 1.2). Restriksiyon endoniikleaz ile kesimler yapildi ve
analizler pMRC plazmitinin 5.9 kb¢ uzunlugunda EcoRI kromozomal DNA parcgasini;
PMRB/pAY1 plazmitlerinin ise 7 kb¢ uzunlugunda BamHI kromozomal DNA par¢asin
tasidiklarin1 gosterdi. Daha sonra izole edilen kromozomal DNA parcalarinin 5" ve 3’
uclarinin  dizi analizi yapildi ve bu diziler R. capsulatus genom dizileriyle

(http://ergo.integratedgenomics.com) karsilastirildi. Buna gére pMRC plazmitinin iki
adet yarim [RRC00132 (ilvD; dihidroksi asit dehidrataz) ve RRC00143 (proA, gamma

glutamil fosfat rediiktaz-GPR)] ve yedi adet tam protein kodlayici bolge (ORF)
[RRCO0I33 (exoD; ekzopolisakkarit sentez proteini), RRC00135, RRCO00136,
RRCO00138 (plsC; 1-agil-sn-gliserol-3-fosfat agiltransferaz-AGPAT), RRC00139,
RRC00140 ve RRC00142] igerdigi belirlendi. Diger yandan, pMRB/pAY 1 klonlarinin 5
ucunda bulunan genlerin de, pMRC plazmitindeki genlerin bir boliimii ile Ortiistigi
goriildii. Yapilan genetik tamamlama testleri ve dizi analizleri sonunda, pMRB/pAY1
plazmitleri iizerinde yer alan genler tarafindan Nadi fenotipi tamamlanan MR2 ve

AYG4-25 mutantlarinin, IJ1 mutantindan farkl olabilecegini gosterdi (Aygiin, 1999).

Bu tez calismasinda, sitokrom cbb; oksidaz aktivitesinden yoksun ve farkl c-tipi
sitokromlart iiretemeyen MR2, 1J1 ve AYG4 mutantlarinin detayli genetik ve
biyokimyasal analizleri yapilarak, mutantlarin fenotipinden sorumlu heniiz

tanimlanmamis gen(ler)in belirlenmesi ve fonksiyonlarinin aydimnlatilmasi amaclandi.
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Sekil 1.2. Kromozomal DNA parcalarin tagiyan plazmitlerin fiziksel ve genetik haritasi.

Farkli biiyiikliikteki kromozomal DNA parcalarini tastyan pAY1 (Aygiin, 1999), pMRB, pMRC ve pMRC2 (Koch ve ark., 1998)
plazmitlerinin 1J1 ve MR2/AYG4-25 mutantlarinin sitokrom ¢ oksidaz aktivitelerini (Nadi fenotipi) tamamlama 6zellikleri sag tarafta
gosterilmistir. BamHI (Ba) ve EcoRI (E) restriksiyon endoniikleazlar gosterilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Sitokromlar

Sitokromlar, prostetik grup olarak bir veya birden fazla hem molekiilii iceren
elektron tasiyict proteinlerdir. Hem prostetik grubu, merkezde demir atomu ile
cevrelenmis protoporfirin halkasindan olusur. Demir atomu, oksidasyon ve rediiksiyon
tepkimelerinde Fe™ ve Fe' arasinda degistiginden, hem molekiilii elektron transfer
sistemlerinde redoks aktif elektron vericisi ve alicist olarak gorev yapar. Bu sistemler,
elektrokimyasal proton gradientini olusturan protonlarin membranin diger tarafina
gegislerinde kullanilir. Proton gradienti daha sonra membrana bagh H'-ATPaz (ATP
sentez) enzimi tarafindan, adenozin difosfat (ADP) ’1n 7y-fosforilasyonu ile adenozin
trifosfat (ATP) ’1n sentezinde kullanilir. Bircok hiicrede ATP oksidatif fosforilasyon
veya fotofosforilasyon yoluyla sentezlenir. ATP, biyosentez, tasima, signal transferi,
kemotaksis ve fototaksis gibi ¢cok sayida enerji gerektiren hiicresel siire¢clerde kullanilir

(Lemberg ve Barrett, 1973).

Sitokromlar, membrana bagli veya hareketli ¢oziiniir elektron tasiyicilart ya da
redoks aktif enzim komplekslerinin bir pargasi olarak gorev yaparlar. Prokaryotlarda,
sitokromlar sitoplazmik membranin disinda; Okaryotlarda ise, mitokondri ya da
kloroplastlarda yer alirlar. Bu proteinler gerek prokaryotik gerekse Okaryotik
organizmalarda aerobik ve anaerobik solunum ve/veya fotosentezde gorev alirlar
(Lemberg ve Barrett, 1973). Sitokromlar, igerdikleri prostetik grubundaki hem
molekiiliiniin tipine gore siniflandirilir. Buna gore, sitokrom a, sitokrom d ve sitokrom o
proteinleri sirastyla hem A, hem D ve hem O igerirken, sitokrom b ve sitokrom c

proteinleri ise hem B igerir.
2.1.1. C-Tipi Sitokromlar
C-tipi sitokromlar, apoproteinin evrim boyunca korunmus (-Cys-Xaa-Yaa-Cys-

His-) motifinde yer alan sistein (Cys) amino asitine kovalent olarak bagl bir veya daha

fazla hem grubu (protohem IX, hem b) iceren elektron transfer proteinleridir (Sekil 2.1).



Hem molekiiliiniin vinil yan zincirleri ile proteinin sistein amino asitleri arasindaki
tiyoeter baglar1 kovalent olarak baghidir ve bu baglar stero-6zgiindiir (Moore ve
Pettigrew, 1990). Apoprotein ve hem molekiilii sitoplazmada sentezlenir ve bu iki
bilesen birbirinden bagimsiz olarak membrandan periplazmaya gecerler. Daha sonra bu
bilesenler sitokrom c¢ biyogenesiz proteinleri araciliiyla kovalentli baglanarak islevsel

c-tipi sitokromlar olusur.
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Sekil 2.1. Hem kofaktoriiniin (demir protoporfirin IX) apositokromdaki korunmus hem

baglanma motifine (-Cys-Xaa-Yaa-Cys-His-) kovalent olarak baglanmasi.

Hem molekiiliiniin vinil yan zincileri (vinil-2 ve vinil-4) ile apositokromdaki sistein (Cys)

amino asitleri arasindaki tiyoeter baglar1 kovalent ve stero-6zgiindiir. Histidin (His) amino asiti,

hem molekiiliine besinci aksiyal bag (yesil renkte kesikli ¢izgi) ile baglanir (A) ve (B). Hem

molekiiliinde demir, kavunigi; pirol nitrojen halkast ise mavi renkte gosterilmistir
(http://chemistry.jcu.edu/dmascotti/images/heme.gif ve S. Turkarslan ’dan temin edilmistir).

C-tipi sitokromlar genellikle membranin p-tarafinda (pozitif yiiklii) yer alirlar.
Prokaryotlarda c-tipi sitokromlar hiicresel yerlesimlerine gore ayrilirlar. Buna goére ya
periplazmada c¢oziiniir formda ya da sitoplazmik membrana yerlestiklerinde
periplazmaya dogru yonelmis yani membrana bagli olarak bulunurlar. Gram-negatif
bakterilerde c¢oziiniir ya da membrana bagli olarak periplazmada; gram-pozitif
bakterilerde ise hidrofobik baglar veya kovalent olmayan protein-protein etkilesim
yoluyla sitoplazmik membranin dis tarafinda yer alirlar. Cok nadir olarak, sitokrom c
proteinleri gram-negatif bakterinin dis membraninda da bulunmaktadir (Myers ve

Myers, 1992). Okaryotik organizmalarda ise mitokondri membran arasi boslugunda ve



kloroplast tilakoid membran liimeninde yer alirlar. C-tipi sitokromlar, ATP iiretimi i¢in
gerekli fotosentetik ve solunum enerji transdiiksiyon kompleksleri arasinda elektron
transferi gibi farkli hiicresel siireclerin elzem molekiilleri olarak iglev yaptiklarindan

bakterilerin farkli iireme kosullar i¢in olduk¢a 6nemlidir.

2.1.1.1. C-tipi Sitokromlarin Biyogenesizi

C-tipi sitokromlarin biyogenesizi ya da in vivo c-tipi sitokrom proteinlerin
olgunlagmasi, posttranslasyonal yani protein sentez sonrasi siiregleri kapsar. Buna gore,
kovalent hem baginin olusumu, sitokrom polipeptidin (apoprotein) membrana
transferinden sonra sitokrom c¢ proteinin tiimden katlanmasi (holositokrom c¢) gibi
siiregler i¢cin biyogenesiz yani olgunlagsma terimleri kullanilmaktadir. Gram-negatif
bakteriler apositokrom ¢ ve hem molekiilinii sitoplazmada sentezler ancak dogal
holositokrom c ’lerin katlanmasi i¢in gerekli hem ligasyon formasyonunu periplazmada
olustururlar. Boylece c-tipi sitokromlarin olgunlasmasi, posttranslasyonal protein

modifikasyonlarinin anlagilmasina yonelik ¢aligmalar icin iyi bir 6rnek teskil eder.

Bakterilerde yapilan genetik calismalar sonunda c-tipi sitokromlarin olgunlagma
siirecinde bircok bilesenin yer aldig1 ve bu siirecin organizmadan organizmaya farklilik
gosterdigi belirlendi (Kranz ve ark., 1998). Ornegin, 6zgiin iireme kosullarinda sadece
az sayida c-tipi sitokrom iceren Escherichia coli gibi gram-negatif bakterilerde bile,
posttranslasyonal siirecler ¢ok bilesenli birden fazla yol igerir (Crooke ve Cole, 1995;
Eaves ve ark., 1998). Bugiine kadar prokaryotik ve Okaryotik organizmalarda
holositokrom ¢ formasyonunda ii¢ farkli posttranslasyonal siirece rastlanilmis ve bu
siirecler sistem-1 (Ccm), sistem-2 ve sistem-3 olarak adlandirilmistir (Kranz ve ark.,
1998; Page ve ark., 1998). Buna gore, bitki ve protozoal mitokondri, arkea, bir¢ok
gram-negatif bakteri sistem-1 olarak adlandirilan biyogenesiz siirecini kullanirlar.
Sistem-2 o8-, €- ve baz1 B-proteobakterilerde, arkealarda, bircok gram-pozitif bakteri,
bitki, siyanobakteriler ve alglerde bulunur. Sistem-3 ise mantar, vertebrate ve
invertebrate mitokondrilerinde bulunur (Bernard ve ark., 2003). Bu farkli biyogenesiz
sistemlerinden sistem-3 membran arasi boslugunda yer alan sitokrom ¢ hem liyaz

(CCHL) olarak isimlendirilen en az iki enzim tarafindan sitokrom c¢ biyogenesizini



gerceklestiren en kiiciik komplekstir (Zollner ve ark., 1992). Buna karsilik sistem-1 ve
sistem-2 daha kompleks olup, hem » 'nin apositokroma baglanmasimi diizenleyen ¢ok
sayida bilesene gereksinim duyar. Baz1 organizmalarda birden fazla farkli biyogenesiz
siirecleri de yer almaktadir. Ornegin, B-proteobakterilerden Bordetella bronchispetica
ve B. parapertussis ve gram-pozitif bakterilerden Desulfitobacterium hafniense

genomlarinda sistem-1 ve sistem-2 ’ye ait genler bulunmustur (Stevens ve ark., 2004).

E. coli, R. capsulatus ve Bradyrhizobium japonicum gibi gram-negatif model
bakterilerinde c-tipi sitokromlar, 6zgiin olgunlasma bilesenleri ve sitoplazma disindaki
tiyorediiksiyon ve tiyooksidasyon yollarin1 kapsayan posttranslasyonal siirecler (Ccm-
sistem 1) aracilignyla iiretilir (Porat ve ark., 2004; Turkarslan ve ark., 2006). Ccm-
sistem 1, ccmABCDEFGHI ve ccdA olarak tanimlanmis en az on genden olusur. Bu
genler, membran proteinlerini ve periplazmik ¢oziiniir proteinleri kodlarlar. Bu
proteinlerin bir kismi, c-tipi apositokromlarin sitoplazmik membrana gecislerinden
sonra saperon gorevi yaparlar. Diger proteinler ise, periplazmadaki hem kofaktorlerinin
dagitilmasinda ve hem molekiiliiniin kovalent ve stero-6zgiinliigii ile apositokroma
baglanmasinda gorev alir (Kranz ve ark., 1998; Page ve ark., 1998; Thony-Meyer, 2002;
Allen ve ark., 2003).

2.2. Solunum Oksidazlari

Solunum oksidazlari, mitokondri ve aerobik bakterilerin oksijenli solunumun
elektron tasima zincirinde son elektron alicis1 olarak yer alan ve molekiiler oksijenin
suya doniisiim reaksiyonunu katalizleyen ¢ok alt birimli membran bilesenleri olup,
demir-bakir oksidazlar alt grubunun bir iiyesidirler. Solunum oksidazlari, oksijenin suya
indirgendigi hem ve bakir atomlarim iceren bimetalik aktif bolgeye sahiptir (Garcia-
Horsman ve ark., 1994a; Richter ve Ludwig, 2003). Solunum oksidazlarin biiyiik bir
cogunlugunda substrat, oksijen egilimleri, hem tipleri ve metal kompozisyonlarinda
farkliliklar gozlenir. Bu enzimler elektron vericisi olarak hidrokinon veya sitokrom c
kullanmalarina bagli olarak kinol (QH;) oksidaz ve sitokrom c¢ oksidaz olarak
adlandirilmis olan iki alt familyaya ayrilirlar. Bu iki oksidaz arasindaki en 6nemli fark,

sitokrom c¢ oksidazin ikinci alt biriminin hidrofilik bolgesinde biniiklear bakir
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merkezinin (Cu,) bulunmasi, diger yandan QH, oksidazda ise Cup 'nin bulunmamasidir.
Sitokrom ¢ oksidazin bir alt sinifi olan aas-tip oksidaz mitokondri ve kloroplastta
bulunurken (Saraste, 1990), cbbs-tip oksidaz ise proteobakteriler ve Cytophaga,
Flexibacter ve Bacteroides ’de bulunur (Pitcher ve Watmough, 2004; Cosseau ve Batut,
2004). Baz1 aerobik bakteriyel tiirlerde degisik fizyolojik kosullarda aktif hale gegebilen
birden fazla farkli oksidaz tipi bulunur. Bu 6zellik, bakterilerin hiicre yasam dongiisii
boyunca degisen cevresel oksijen konsantrasyonlarina uyumunu saglar. Ornegin, E. coli
iki farkl tipte kinol oksidaz enzimi (sitokrom bo; ve sitokrom bd) icerirken (Anraku ve
Gennis, 1987), Paracoccus denitrificans ise ii¢ farkli oksidaz enzimine (aas- ve cbbs-tip
sitokrom ¢ oksidaz ve bbs-tip kinol oksidaz) sahiptir (de Gier ve ark., 1996). Yine,
yiiksek oksijen igeren ortamlarda iireyen R. sphaeroides hiicrelerinin membranlarinda
aas-tip oksidaz enzimi sentezlenirken (Shapleigh ve ark., 1992), mikroaerobik ve
anaerobik kosullarda ise cbbs-tip oksidaz enzimi sentezlenir (Garcia-Horsman ve ark.,

1994b).

Solunum oksidazlarin I. alt biriminde bulunan hem ve bakir atomundan olusan
Ozgilin biniiklear merkez olduk¢a korunmustur (Saraste, 1990; Pereira ve ark., 2001).
Herbir oksidaz, 1. alt biriminde A-, O- ve B-tip gibi farkli hem kofaktorii igerir.
Mitokondriyel oksidazlarda sadece hem A bulunmasina karsilik, bakteriyel oksidazlarda
A, O veya B-tip hem gruplarn1 bulunur (Calhoun ve ark., 1994). 1. alt birim iki hem
molekiilii icerir. Bunlardan biri kimyasal ve spektroskobik 6zelliklerinden dolay: yiiksek
devirli hem (6rnegin, hem a3 veya hem b3) olarak isimlendirilir. Bu hem molekiilii bes-
baga sahiptir ve bakir atomu (Cug) ile birlikte oksijen baglanma bolgesini olusturur.
Ikinci hem molekiilii ise alti-baga sahiptir ve diisiik devirli hem olarak isimlendirilir.
Oksidaz enzimleri, sitokrom ¢ veya kinoldan gelen elektronlar1 I. alt birimindeki
biniiklear merkeze iletir. Sitokrom ¢ oksidaz ve kinol oksidaz enzimleri arasindaki
yapisal farkliliklar II. alt biriminde gozlenir. Sitokrom ¢ oksidazin II. alt birimi sitokrom
¢ baglanma bolgesi ve redoks aktif biniiklear bakir merkezi (Cu,) icerirken, kinol
oksidazlar ise aktif Cus merkezi icermez (Fukaya ve ark., 1993; Lauraeus ve ark., 1991;

Matsushita ve ark., 1990; Minghetti ve ark., 1992).
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2.2.1. Sitokrom cbb; Oksidaz Enzimi

Sitokrom c¢bbs; oksidaz enzimi, hem-Cug biniiklear merkezinde hidroksietil
farnesil yan zincirinden yoksun hem B molekiilii icermesiyle hem O veya hem A igeren
diger solunum oksidazlarindan ayrilir (Wu ve ark., 1992). Ancak bu yan zincirinin
oksidaz enziminin fonksiyonu i¢in gerekli olmadig1 yapilan caligmalarla gosterilmistir
(Gray ve ark., 1994; Garcia-Horsman ve ark., 1994b; Wang ve ark., 1995). Cbbs
oksidaz enzimi substrat olarak sitokrom c¢ ’yi kullanir ve diger oksidazlardan farkli
olarak Cua-iceren alt birimin yerine membrana bagli c-tipi sitokrom alt birimleri

(sitokrom ¢ ve sitokrom c,) igerir (Gray ve ark., 1994; Garcia-Horsman ve ark., 1994b).

cbbs-tip sitokrom c¢ oksidaz yiiksek oksijen konsantrasyonlara karsi egilim
gosterdiginden patojenik ve patojenik olmayan bakterilerde mikroaerobik kosullar
altinda solunumla tiremeyi desteklemektedir (Pitcher ve ark., 2002). Sitokrom cbbs
oksidaz enzimi P. denitrificans (de Gier ve ark., 1996), R. sphaeroides (Garcia-
Horsman ve ark., 1994b), R. capsulatus (Gray ve ark., 1994), Bradyrhizobium
Jjaponicum (Preisig ve ark., 1996) ve Pseudomonas stutzeri (Urbani ve ark., 2001) gibi
baz1 proteobakter tiirleri, Cytophaga, Flexibacter ve Bacteroides ’lerde bulunmaktadir

(Pitcher ve Watmough, 2004; Cosseau ve Batut, 2004).

2.3. Membran Lipidleri

Membran lipidleri, lipid cift tabakasini olusturan amfipatik molekiiller olup,
kovalent olmayan etkilesimler ile stabilize olurlar. Hiicre membranlarindaki lipidlerin
dinamikligi, membran proteinlerin fonksiyonunu da etkilemektedir. Lipid ¢ift tabakasi
asimetrik olup, tabakanmin her bir yarisimin lipid kompozisyonu diger yarisindan
farklidir. Bakteriden insana kadar tiim organizmalarin membranlart degisik lipid
kompozisyonlarina  sahiptir ve genelde yaygin olan membran lipidleri;
gliserofosfolipidlerdir. Cogu bakteri tiirlinde lipid ¢ift tabakasi genellikle
fosfatidilgliserol (PG), fosfatidiletanolamin (PE) ve kardiyolipin (difosfatidilgliserol,
CL) ’den olusur. Bu lipidlere ek olarak, bakteriyel membranlarda bazilar1 daha fazla,

bazilari ise daha az miktarda ama oldukca cesitlenmis lipidler de yer almaktadir. Bu tiir
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lipidler grubunda, PE ’nin metillenmis tiirevleri [monometilfosfatidiletanolamin
(MMPE), dimetilfosfatidiletanolamin (DMPE)] ve fosfatidilkolin (PC) yer alir. Olduk¢a
seyrek bulunan diger gliseofosfolipidler ise fosfatidilserin (PS) ve fosfatidilinositol (PI)
"dir. Fosfor igeren lipidlerden baska, bircok bakterinin membranlar1 genellikle amino
asit tiirevi olan ve fosfat grubu tasimayan lipidler de icerir. Belirli biiylime kosullar
altinda go6zlenebilen bu tiir lipidler; hopanoidler, glikolipidler, siilfiir iceren lipid
(stilfokuinovosil diagilgliserol, SL), betain lipid (diacilgliseril N,N,N trimetilhomoserin,
DGTS) ve ornitin amino asiti tiirevi lipidler (ornitin lipid, OL) olarak rapor edilmislerdir

(Lopez-Lara ve ark., 2003; Sohlenkamp ve ark., 2003).

2.3.1. Gliserofosfolipidler

Gliserofosfolipidler, hidrofilik (suyu seven) polar bas kisim ve hidrofobik (suyu
sevmeyen) kuyruk kismindan meydana gelir. Hidrofilik polar bas kismi, bir ya da daha
fazla fosfat grubunu; hidrofobik kuyruk kismi ise gliserol molekiiliine baglh iki yag asiti
zincirinden olusur (Sekil 2.2). Bir¢ok gliserofosfolipid molekiilleri suda yer aldiklar
zaman, hidrofilik kisimlar su ile temas ederken, hidrofobik uglari ise birlikte yapismaya
zorlanir ve boylece lipid cift tabakasi olusur. Yag asitlerinin doygunlugu ve uzunlugu da
gliserofosfolipid molekiillerinin membran ¢ift tabakasindaki paketlenme yetenegini ve

membranin akiskanligim etkiler (Goldfine, 1984).
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Sekil 2.2. Gliserofosfolipidlerin kimyasal yapisi.
Gliseroliin iki alkol grubunun birer yag asidi ve diger alkol grubunun ise bir fosforik asit
ile esterlesmesiyle gliserofosfolipidler olusur.

2.3.1.1. Gliserofosfolipidlerin Biyosentezi

Membran gliserofosfolipidlerin biyosentez ve fonksiyonlart hakkindaki
bilgiler, lipid biyokimyasi ve molekiiler genetik caligsmalar i¢in elverisli E. coli *de
yapilan calismalar sonucunda elde edildi. E. coli de bulunan gliserofosfolipidler PE,
PG ve CL ’dir. Buna karsilik, PC, PI veya sfingomiyelin bulunmaz (Raetz, 1986;
Cronan ve Rock, 1996). E. coli, membran i¢ katmaninda %40 oraninda
gliserofosfolipid icerir iken, membran dis katmaninda ise yaklasik %25 oraninda
gliserofosfolipid igerir (DiRusso ve ark., 1999). E. coli ’de gliserofosfolipidler
genellikle sn-1 pozisyonunda doymus acil zinciri (C16:0) ve sn-2 pozisyonunda ise

doymamis yag asiti zincirlerini (C16:1 veya C18:1) icerirler (Cronan ve Rock, 1996).

Gliserofosfolipidlerin ~ biyosentez yolu ilk kez Kennedy ve arkadaglar
tarafindan acgikland1 (Kanfer ve Kennedy, 1964). Gliserofosfolipidlerin de novo
biyosentezinin ilk basamagi, i¢ membranin sitoplazmik kisminda gliserol-3-fosfat

(G3P) ve yag asiti substratlarinin kullanimiyla gerceklesir (Cronan ve Rock, 1996).
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Buna gore pes pese gerceklesen iki aciltransferaz reaksiyonu agil grubunu agil
vericisinden G3P ’a transfer eder. E. coli acil vericisi olarak hem agil-acil tasiyici
proteini (ACP) hem de acil-koenzim A (CoA) ’y1 kullanabilir (Ailhaud ve Vagelos,
1966; Van den Bosch ve Vagelos, 1970; Goldfine ve Ailhaud, 1971). Buna karsilik, R.
sphaeroides (Lueking ve Goldfine, 1975) ve Clostridum butyricum (Goldfine ve ark.,
1967; Goldfine ve Ailhaud, 1971) gibi baz1 bakteriler ise acil vericisi olarak sadece agil-
ACP ’yi kullanmaktadirlar. Ilk agiltransferaz reaksiyonu sn-G3P agiltransferaz enzimi
(GPAT, PIsB [E.C.2.3.1.15]) tarafindan katalizlenir. GPAT enzimi, acil zincirini sn-/
pozisyonundaki sn-G3P ’a transfer ederek 1-acil-sn-G3P (lisofosfatidik asit, LPA) ’un
olusumunu saglar (Rock ve ark., 1981). Biyosentez yolunun ikinci basamagi ise 1-acil-
sn-G3P aciltransferaz (AGPAT, PIsC [E.C.2.3.1.51]) tarafindan gerceklesir. AGPAT
enzimi, GPAT tarafindan katalizlenen birinci basamaga benzer sekilde goérev alir
(Kessels ve ark., 1983) ve acil zincirini sn-2 pozisyonundaki LPA ’ya transfer ederek,
1,2-diacil-sn-G3P (fosfatidik asit, PA) ara iiriiniiniin olusumunu saglar (Coleman, 1990;

1992).

PA daha sonra CdsA enzimi tarafindan aktif CDP-diagilgliserol (DAG) ara
tiriiniine dontisiir. PA, CTP (fosfatidat sitidilitranferaz) *nin alfa fosforil grubuna hiicum
ederek, CDP-DAG ve PP; olusur. CDP-DAG ise daha sonra PE veya PG ve CL ’in
sentezinde kullanilir. PE sentez yolundaki ilk enzim fosfatidilserin (PS) sentaz (pssA
gen liriinil); ikinci enzim ise PS dekarboksilaz enzimi (Psd) ’dir. Buna gore, PS sentaz
enzimi CDP ’yi serine doniistiirerek PS "nin olusumunu; Psd enzimi ise zwitterionik PE

‘nin tretimini saglar.

PG ve CL olusumunu saglayan gliserofosfolipid biyosentez yolunun diger bir
dal fosfatidil-gliserofosfat sentaz enzimi (pgsA gen iiriinii) ile baglar. PgsA enzimi
CDP-DAG ’dan fosfatidilgliserofosfat (PGP) ’1n sentezini katalizler. Daha sonra PGP
"den fosforil grubunun hidroliziyle PG ’nin sentezi gergeklesir. Bu hidrolitik basamagi
en az li¢ farkli enzimin (PgpA, PgpB ve heniiz bilinmeyen bir protein) katalizledigi
disiiniilmektedir (Dillon ve ark., 1996). En son asamada ise iki PE molekiilii biraraya
gelerek CL ve gliserol olusur. Kardiyolipin sentaz (c/s gen iiriinii) enzimi tarafindan

katalizlenen bu reaksiyon basamagi tersiniridir (Tropp, 1997).
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2.3.1.2. Gliserofosfolipidlerin Hiicre Fonksiyonundaki Rolleri

E. coli gliserofosfolipid biyosentez yolunda yer alan PssA disindaki tiim
enzimler membrana baghdir. PssA ise sitozolik bir enzim olmakla beraber, fonksiyon
halindeyken membrana bagl oldugu diisiiniilmektedir. Bu enzimlerin aktif bolgelerini
G3P, CTP ve ACP ’'nin agillenmis tiirevleri gibi suda c¢oziiniir Onciillere sahip
olduklarindan, gliserofosfolipid sentezi i¢ membran lipid tabakasinin i¢ yaprak¢iginda
gerceklestigi sanmilmaktadir. /n vitro (Huijbregts ve ark., 1996) ve in vivo (Langley ve
ark., 1982) isaretleme caligmalari bu goriisii desteklemektedir. Buna gore, lipid
tabakasinda yeni sentezlenmis gliserofosfolipid molekiillerinin membranin i¢
yaprak¢igindan dis yaprak¢igina hareket ve rotasyonu (“flip”) i¢in bir mekanizma gérev

alir.

Gliserofosfolipidler tiim canli organizmalarda membrani sekillendiren en 6nemli
bilesenlerdir. Lipidler, membran lipid cift tabakasinin fiziksel organizasyonunda,
proteinlerin membrana transferlerinde, sinyal transdiiksiyon yolunda ve hiicre
boliinmesinin baslangic asamasinda ve membranlar araciligiyla gergeklesen iyon ve
metabolit transferinde gorev alirlar. Ayrica, molekiiler saperon olarak membran
proteinlerinin katlanmasi ve yerlesimine yardim ederler. Membran lipid kompozisyonu
proteinlerin yap1 ve fonksiyonunu degistirmekte olup, lipid kompozisyonunda gozlenen
gecici ya da bolgesel degisikliklerin hiicresel siireclerin potansiyel diizenleyicileri

oldugu diisiiniilmektedir.

Baz1 membran gliserofosfolipidlerin fonksiyonlarini ve hiicre i¢in gerekliligini
orneklemek gerekirse, PG, CL ve PE gibi iyonik olmayan gliserofosfolipidler DnaA
proteinine bagli DNA replikasyonun baslangi¢ asamasinda gereklidir (Xia ve Dowhan,
1995). Yine, PG ve CL oksidatif fosforilasyon ve membran gecirgenligi gibi normal
mitokondriyel  fonksiyonlar i¢in  Onemlidir.  Oksidatif  fosforilasyon  ve
fotofosforilasyonda yer alan bir¢ok protein komplekslerinin (sitokrom aas oksidaz
(Robinson, 1993), FoF; ATP sentez (Eble ve ark., 1990) ve sitokrom bc; kompleksi (Yu
ve ark., 1978)) dordiinciil yapilarinda CL ’in bulundugu ve bu proteinlerin fonksiyonel

aktiviteleri i¢cin CL e gereksinim duydugu yapilan bir¢ok calisma ile gosterildi. Diger
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yandan, PE ise laktoz permeaz enziminin (LacY) fonksiyonel katlanmasinda molekiiler
saperon gorevi (Bogdanov ve Dowhan, 1998; Bogdanov ve ark., 1999) iistlenmekte
olup, ayrica kemotaksis ve bakterinin hareketliligi gibi bircok yasamsal faaliyetler icin
de gereklidir. Yine asidik lipidlerin sekretor proteinleri (SecA, SecY ve SecE) kapsayan
translokasyon sisteminin membrana yerlesiminde gerekliligi bilinmektedir (van

Klompenburg ve de Kruijff, 1998).

2.3.1.3. 1-acil-sn-gliserol-3-fosfat aciltransferazlar (AGPAT)

Fosfatidik asit (PA), hiicre membran gliserofosfolipid biyosentezinde ¢ok
onemli bir ara iiriindiir (Coleman, 1990; 1992). E. coli ’de bu iiriin plsC geni tarafindan
kodlanan AGPAT enziminin (EC 2.3.1.51) araciliginda iiretilir. E. coli ’de tek bir
AGPAT enzimi bulunmakta olup, plsC mutant1 [plsC(Ts)] yiiksek sicaklikta (42°C)
Olimciildiir. Buna karsilik, bazi bakterilerde birden fazla fonksiyonel AGPAT enzimi
bulunmaktadir. Ornegin, patojenik Neisseria tiirlerinde (N. meningitidis ve N.
gonorrhoeae) in vitro kosullarda AGPAT aktivitesi gosteren iki enziminin (NlaA ve
NlaB) varligi belirlendi (Shih ve ark., 1999; Swartley ve ark., 1995). Bu enzimleri
kodlayan nlaA ve nlaB genleri E. coli plsC(Ts) mutantina aktarildiginda bu iki genin
mutantin iireme fenotipini tamamladig goriildii. Genomda birbirinden farkli bolgede
yer alan bu iki genin inaktivasyonu da membran gliserofosfolipid kompozisyonunda
degisikliklere sebep olmustur. Gliserofosfolipid profilinde gozlenen bu degisiklikler
aynt zamanda kapsiil ve pili olusumu gibi hiicre yiizeyi bilesenleri iizerinde de
pleiotrofik etkilere neden olmustur. Ornegin, NlaA mutantinda ekstraseliiler kapsiiler
polisakkarit ve pili ifadesinde artma gozlenmistir. Aciltransferaz enzim aktivitesi M.
gonorrhoeae NlaA mutantinda azalirken, N. meningitidis NlaA mutantinda ise artma
gostermistir. Bununla beraber, NlaA ve NlaB mutantlar1 birbirinden farkli fenotip
gostermisler ve boylece NlaA ve NlaB ’nin in vivo kosullarda farkli biyokimyasal

fonksiyonlara sahip oldugu goriilmiistiir.

Son zamanlarda yapilan bir calismada ise bir gram-pozitif bakteri olan
Pseudomonas fluorescens ’de AGPAT enzimini kodlayan plsC geni ile homolojiye

sahip ii¢ gen (hdtS, patB ve olsA) tammmlanmig ve bu genler detayli olarak karakterize
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edilmistir (Cullinane ve ark., 2005). Buna gore, sadece hdtS knock-out mutantinda
yaban soya kiyasla tireme eksikligi goriilmiistiir. Yine 4dtS mutantinda patB mutantina
kiyasla daha diisiik AGPAT aktivitesi gozlenmis ve bu da AdtS geninin hiicrede birinci
derecede fonksiyonel AGPAT enzimini kodladigini gostermistir. HdtS geni E. coli
plsC(Ts) mutantinin tireme kusurunu tamamen; ParB geni ise kismen tamamlamistir.
Ancak olsA geni E. coli plsC mutantin1 tamamlayamamistir. HtdS mutant1 hiicresel yag
asiti kompozisyonundaki C16:C18 oranim degistirirken, patB ve olsA mutantlarinda ise
yag asiti profilinde onemli bir degisiklik gézlenmemistir. Mutantlarda tanimlanmis bir
diger farklilik ise, htdS mutantinda kam¢i araciligindaki harekette kusur gozlenirken,

patB mutantinda ise bakteriyel hareketlilikte herhangi bir etki gozlenmemistir.

Bakterilerde ¢ok genis bir dagilim gostermekle beraber, AGPAT homologlar
Okaryotik organizmalarda da bulunmaktadir. Birka¢ bitki ve hayvandaki AGPAT
homologlarinin isleyisi, E. coli plsC(Ts) mutantinin iiremesini saglamistir (Brown ve
ark., 1994; Hanke ve ark., 1995; West ve ark., 1997). Bir kiiltiir bitkisi olan Limnanthes
douglasii de iki adet AGPAT homologu protein belirlenmis ve tek bir proteinin tohum

gelisimini sinirladigl gézlenmistir (Brown ve ark., 1995).

E. coli, Salmonella typhimurum, Borrelia burgdorferi, Saccharomyces
cerevisiae, musir ve hindistan cevizi gibi farkli prokaryotik ve Okaryotik
organizmalardaki AGPAT homologlarinin amino asit dizileri karsilastirildiginda NHQS
ve PEGTR peptid dizilerinden olusan iki bolgenin tiim AGPAT tiirlerinde korunmus
oldugu goriilmiistiir (Coleman, 1990; Nagiec ve ark., 1993; Brown ve ark., 1994;
Ojaimi ve ark., 1994; Knutzon ve ark., 1995). IPB002123A ve IPB2123B olarak
isimlendirilmis bu korunmus diziler AGPAT enziminde acil-CoA ve/veya acil-ACP
baglanma bolgesini olusturdugu diisiiniilmektedir (Shih ve ark., 1999; West ve ark.,
1997). AGPAT ’daki diger homoloji gosteren bolgelerin de enzimin aktivite ya da
Ozgilinliigli i¢in Onemli oldugu disiiniilmektedir. Nagiec ve arkadaglar1 (1993) S.
cerevisiae plsC homologunda (SLC/) tek bir amino asit degisikliginin (Gln-44—Leu-
44) uzun zincirli acgil-CoA icin enzimin 6zgiinliigiinii degistirmede yeterli oldugunu
gostermislerdir. Ayrica, Heat ve Rock (1998) bircok gliserofosfolipid aciltransferaz
enzimlerinde (GPAT ve AGPAT) HXyD peptid motifinin korunmus oldugunu
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gostermistir. Buna gore, E. coli GPAT ’daki motifde yer alan korunmus histidin (H306)
ve aspartik asit (D311) amino asitlerine yonlendirilmis mutagenez yapilarak elde edilen
mutasyonlar E. coli GPAT aktivitesinden yoksun mutant (SJ22) bakteriye aktarilmistir.
Buna gore acil-CoA vericisi kullanilarak yapilan GPAT aktivite testinde H306A (His-
306—Ala-306) mutasyonunu tasiyan mutant membraninda enzimin inaktif oldugu
gozlenmistir. Benzer sekilde D311A (Asp-311—Ala-311) mutasyonunu tasiyan
bakteride enzim inaktif iken, D311E (Asp-311—Glu-311) mutasyonunu tasiyan
bakteride ise %10 oraninda enzim aktivitesi gozlenmistir. Boylece, amino asit
dizisindeki degisiklikler AGPAT enzim aktivitesini ve Ozgiinliigiinii degistirmede

yeterli goriilmektedir.

E. coli plsB geni tarafindan kodlanan protein az c¢ok korunmus olup, bu
proteinin homologlari o- ve [-proteobakterilerde ve mikobakteriler ile siirh
kalmaktadir. PlsC homologlarmin bakterilerdeki varligi, PIsB gibi olmakla beraber
daha fazla simirhidir ve mikobakterilerle daha zayif bir homoloji gosterirler. E. coli 'de
plsB ve plsC gen triinlerinin kismi amino asit dizisi birbirleriyle homoloji gosterir ve
bu iki enzimin birlikte koordinasyonlu fonksiyon gosterdikleri diisiiniilmektedir
(Cronan ve Rock, 1996). Buna karsilik, baz1 bakteri genomlar bir ya da birden fazla
plsC gen homologuna sahip iken, plsB gen homologu icermemektedirler. Clostridum
butyricum bakterisinde plsD geni tarafindan kodlanan proteinin dizisi GPAT 'dan daha
cok AGPAT ’'m dizisine benzerlik gostermistir. Yine, ifade olan PIsD proteininde
aciltransferaz enzim aktivitesi gézlenmemesine karsin, plsD geninin E. coli plsB26-

plsX50 mutantinin bilyiime fenotipini tamamladig gozlenmistir (Heath ve ark., 1997).

2.3.2 Fosfat Grubu icermeyen Lipidler

Hiicre membraninin lipid kompozisyonu organizmanin fizyolojk kosullarina
bagh olarak degisebilir (Lopez-Lara ve ark., 2003). Bazi bakterilerde sinirli fosfat
kosullar altinda fosfat grubu igcermeyen lipidlerin bazi membran fosfolipidlerin kismen
yerini aldig1 gozlenmistir. Ornegin, B. subtilis (Minnikin ve ark., 1972), P. diminuta, P.
fluorescens (Minnikin ve Abdolrahimzadeh, 1974), R. sphaeroides (Benning ve ark.,
1995) ve S. meliloti (Geiger, 1998; Geiger ve ark., 1999) bakterilerinde fosforsuz
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lipidler olarak diaciltrimetilhomoserin  (DGTS), siilfolipid (sulfokiiinovosil

diacilgliserol, SL) ve ornitin lipid (OL) tespit edilmistir.

DGTS baz1 basit dkaryotlarda ve bircok bakteride bulunmaktadir. DGTS yap1
olarak PC ile benzerlik gosterdiginden, bakterilerde sinirh fosfat kosullar altinda DGTS,
kismen PC ’nin yerini alir (Benning ve ark., 1995; Geiger ve ark., 1999). SL ’ler tim
yiiksek yapili bitkilerin ve bircok fotosentetik bakterinin membranlarinda bulunur. Bu
lipidlerin genelde fotosentetik iireme icin 6nemli olmadig bilinmekle beraber, sinirl
fosfat kosullar1 altinda ise R. sphaeroides ve siyanobakterilerin fotosentetik
iiremelerinde mutlak gerekli oldugu gozlenmistir (Benning ve ark., 1993; Giiler ve ark.,
1996). Diger yandan SL ’ler S. meliloti ve Rhizobium leguminosarum gibi bazi
fotosentetik olmayan bakterilerde de bulunurken (Benning, 1998), E. coli ve
Agrobacterium tiirlerinde ise bulunmaz. Diger bir fosforsuz lipid olan OL ’ler ise
yaygin olarak bakterilerde bulunmakta olup, O©karyotlarda ve arkealarda ise

bulunmamaktadir (Lépez-Lara ve ark., 2003).

2.3.2.1. Ornitin Lipidler

OL ’ler bir¢cok gram-negatif bakteri (Ratledge ve Wilkinson, 1988; Asselineau,
1991) ve Mycobacterium ve Streptomyces gibi (Lanéelle ve ark., 1990) gram-pozitif
bakterilerde bulunmaktadir. Ayrica, patojen Flavobacterium (Kawai ve ark., 1988a) ve
Burkholderia (Phung ve ark., 1995) tiirlerinde OL, temel lipid olarak rapor edilmis ve
bu tiir bakterilerin patojenitelerinde onemli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Diger yandan
OL ’ler arkea ve Okaryotik organizmalarda ise bulunmamaktadir. Yine, gliserofosfolipid

biyosentez mekanizmasi en ¢ok ¢alisilan E. coli ise OL 'nden yoksundur.
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2.3.2.1.1. Ornitin Lipidlerin Kimyasal Yapisi

OL ’lerin kimyasal yapis1 birgok organizmada tanimlanmis olup, ii¢ farkli OL
simifinin bulundugu bilinmektedir (Goldfine, 1982). Bir¢ok gram negatif bakteride
gozlenen OL ’ler zwitterionik olup, genellikle o-N-(agiloksiagil)-ornitin yapisindadir
(Knoche and Shively, 1972). Bu yapida, 3- (veya 2-) hidroksi yag asiti ornitin amino
asitinin ®i-amino grubuna amid bagi ile baglamir ve ikinci yag asiti ise birinci yag asitin
hidroksil grubuna ester bagi ile baglanir (Sekil 2.3A). Ornegin, S. meliloti de ester bag
ile bagh yag asitinin hidroksil grubu iiciincii pozisyonda yer alirken (Geiger ve ark.,
1999), Burkholderia cepacia (Taylor ve ark., 1998) ve Flavobacterium tiirlerinde
(Asselineau, 1991) ise ikinci pozisyonda yer alir. Bu tip zwitterionik OL ’ler genellikle
az ya da hi¢ PE icermeyen Streptomyces tiirlerinde ya da diger tiirlerde ise sinirl1 fosfat

kosullarinda baskin olarak bulunurlar (Batrakov ve Bergelson, 1978).

Ikinci yapida ornitinin karboksil grubu a-hidroksi yag asiti ile ester bag ile
baglanirken, ornitinin ®-amino grubu ise 3-hidroksi yag asitine baghdir (Sekil 2.3B).
Bu tip OL lere Actinomyces tiirlerinde (Batrakov ve Bergelson, 1978) rastlanilmaktadir.
Uciincii OL yapisinda ise iki yag asitinden birincisi ester bag ile etilen glikole; ikinci
yag asiti ise amid bagi ile ornitinin O-amino grubuna baglamir. Bu OL yapist
Mycobacterium bovis (Prome ve ark., 1969), Brucella melitensis B. abortus, Bordetella
pertussis (Thiele ve Schwinn, 1973) bakterilerinde yer alir. Bazi tiirlerde farkh
kromotografik mobiliteye sahip birkag OL bulunmaktadir. Ornegin; Burkholderia
cepacia ester-bagl 2-hidroksi yag asitinin varligi ve yokluguna bagli iki farkli OL igerir

(Kawai ve ark., 1988b; Cox ve Wilkinson, 1989; Taylor ve ark., 1998).
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Sekil 2.3. Ornitin lipidlerin kimyasal yapisi.

(A) 3-hidroksi yag asiti ornitinin o-amino grubuna amid bagiyla; ikinci yag asiti ise birinci
yag asitin hidroksil grubuna ester bag ile baglanir.

(B) ornitinin karboksil grubu o-hidroksi yag asiti ile ester bagi ile baglanirken, ornitinin o-
amino grubu ise 3-hidroksi yag asitine baglhdir.

2.3.2.1.2. Ornitin Lipidlerin Biyosentezi

Geiger ve arkadaglan, ilk kez S. meliloti ’de OL biyosentezinin iki farkli
enzimatik aktiviteyle gerceklestigini gosterdi (Weissenmayer ve ark., 2002; Gao ve
ark., 2004) (Sekil 2.4). Buna gore a-N-(agiloksiacil)-ornitin yapisinda gozlenen S.
meliloti OL biyosentezinde rol alan ilk enzim OlsB olarak tanimlanmis olup, bu enzim
ornitin amino asitinin o-amino grubu ile birinci yag asiti arasinda amid baginin (N-
aciltransferaz) olusumu i¢in gereklidir. OIsB enzimi 3-hidroksiagil-ACP ’ye
gereksinim duyar ve ornitinden OL biyosentezinin ara iiriinii olan liso ornitin lipid
(LOL) ’in olusumunu saglar. OlIsA olarak isimlendirilmis OL biyosentezinde yer alan
ikinci enzim ise birinci yag asitin 3-hidroksil grubu ile ikinci yag asitin karboksil
grubu arasinda ester bagimin (O-agiltransferaz) olusumundan sorumlu olup, LOL ’in
OL ’e doniisiim reaksiyonunu katalizler. Her iki enzimde acil vericisi olarak sadece

acil-ACP proteinini kullanir.
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Sekil 2.4. Sinorhizobium meliloti ’de ornitin lipid biyosentez yolu (Gao ve ark., 2004).
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2.3.2.1.3. Ornitin Lipidlerin Uretimi

Genel olarak, bir¢ok organizma cevresindeki kimyasal ve fiziksel degisikliklere
cevap verebilmek i¢in membran lipid kompozisyonlarini degistirebilir ve boylece uygun
olmayan kosullarda yasamlarini siirdiirebilirler (Los ve Murata, 2004). Sinirli fosfat
iceren iireme ortamlarinin, bakterilerin lipid kompozisyonuna olan etkilerine yonelik
pekcok calisma yapilmustir. Ozellikle B. subtilis (Minnikin ve ark., 1972), P. diminuta,
P. fluorescens (Minnikin ve Abdolrahimzadeh, 1974), Burkholderia cepacia (Taylor ve
ark., 1998), R. sphaeroides (Benning ve ark., 1995), Hypomicrobium (Batrakov ve
Nikitin, 1996) ve S. meliloti (Geiger ve ark., 1999) bakterileri sinirli fosfat iceren besi
ortamlarinda {iretildiklerinde OL ’in, bazi membran gliserofosfolipidlerinin kismen
yerini aldig goriildii. Bu bakterilerde OL ve PE zwitterionik yapiya sahip olduklarindan

bakteri membraninda doniisiimlii olarak yer aldig1 gézlenmistir (Wilkinson, 1972).

Diger yandan, P. fluorescens ’de simirli magnezyum iceren bazi iireme
kiiltiirlerinde ise OL ’nin iiretilmedigi goriildii (Minnikin ve Abdolrahimzadeh, 1974).
Yine, P. rubescens ’in kat1 ve sivi besi ortamlarinda iireyen hiicrelerinden izole edilen
lipid kompozisyonunda da baz1 farkliliklar gozlenir. Buna gore kati besi ortaminda
tireyen bakteride OL temel lipid iken, sivi ortamda iireyenlerden elde edilen lipid
izolatlarinda ise OL ’e rastlanilmamustir (Wilkinson, 1972). P. denitrificans ’de ise
disiik divalent katyon konsantrasyonlart iceren kompleks besi ortamlarinda
iretildiginde ise zwitterionik OL ’i daha fazla miktarda irettigi goriilmiistiir. R.
sphaeroides ’de ise OL ’nin aerobik iireme kosullarinda metabolik olarak sabit olmasi
ve daha sonrasinda da fotosentetik iireme kosullarina adaptasyon gostermesi nedeniyle,
OL ’nin membranda yapisal bir bilesen olarak rol oynadigmi diisiindiirmiistiir
(Gorchein, 1968). Diger yandan, OL ’ler P. rubescens ve Thiobacillus thiooxydans

bakterilerinde fermentasyon ile iiretilmektedir (Wilkinson, 1972).
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2.3.2.1.4. Ornitin Lipidlerin Biyolojik Aktiviteleri

OL ’ler amid ve ester baglariyla bagh yag asitleri igerdiklerinden bakteriyel
lipopolisakkaritlerin (LPS) endotoksin aktivitesinden sorumlu lipid A ile yap1 olarak
benzerlik gosterir (Kawai ve Akagawa, 1989). Diger yandan, iki molekiil arasinda
hidrofilik kisim, yag asitlerinin karbon zincir uzunlugu ve molekiiler biiyiiklikk gibi
farkliliklarda gozlenir. Lipid A gibi bazi bakteriyel lipidlerin 6karyotik organizma ile
temasa gectiklerinde gii¢lii reaksiyonlara neden olduklar1 bilinmektedir. Bakteriyel
endotoksinler, tiimor nekrosis faktér (TNF) a, interlokin (IL)-1 B, prostaglandin E,
(PGE,) ve koloni-uyaric1 faktor gibi immiin diizenleyici bilesenleri iiretmek igin
makrofajlan aktive ederler (Galanos ve ark., 1985; Kotani ve ark., 1985; Rietschel ve
ark., 1980; 1982; Sibley ve ark., 1988). Bu bilgiler 15181 altinda OL ’nin immiin
diizenleyici aktivitelerinin LPS ile kismen farkli olmakla beraber benzer olacagi
diisiiniilmiis ve OL ’lerin biyolojik aktivitelerine yonelik pek¢ok calisma yapilmistir.
OL ’ler tipki LPS ’ler gibi Toll-benzeri reseptdr-CD14 *e bagli yol araciliginda (Kawai
ve ark., 2000a) PGE, ve IL-1f iireten makrofaj hiicrelerini aktive ettikleri gbzlenmistir.
Buna ilaveten, giiclii B-lenfosit ¢cogalimi gostermislerdir. TNF-a indiikleme aktivitesi
karin zar1 makrofajlarinda daha zayif olmasina karsilik (Kawai ve Akagawa, 1989),
makrofaj-benzeri hiicrelerde daha giiclii oldugu goriilmiistiir (Kawai ve ark., 2000b).
TNF-o 'nin tavsan endotoksin viicut sicakliginda (Michie ve ark., 1988; Kawasaki ve
ark., 1989) ve endoksin fare hipotermik yanitda (Bauss ve ark., 1987) 6nemli rol aldig1
tahmin edilmektedir. OL ’ler olduk¢a =zayif TNF-a indiikleyici aktivite
gosterdiklerinden farelerde zayif hipotermik yanita sebep olurlar (Kawai ve ark., 1996).
Lipid A molekiilleri toksik olmasina karsilik, OL ’ler toksik degildir (Kawai ve
Akagawa, 1989). Bu nedenle OL ’ler toksik olmayan asi1 adjuvantlar1 olarak da
kullanilabilirler (Kawai ve Akagawa 1989; Kato ve Goto 1997; Kawai ve ark., 1999).

Zayif TNF-o indiikleyici aktivitesinden kaynaklanarak OL ’nin toksik ozellikte
olmamasi OL ’in sadece immiin diizenleyicisi olarak degil ayn1 zamanda endoksin
antagonistleri olarak da kullanilmasinda avantaj saglamaktadir. Farelere endotoksin
lipid A ’dan 6nce OL verildiginde, OL ’lerin fareleri letal endotoksinemiden korudugu

gozlenmistir (Kawai ve ark., 1991). Bu durumun iki molekiil arasinda gézlenen yapisal
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benzerlikten kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Buna gore OL, lipid A ’nin neden oldugu

olaylara antagonistik bloklayici olarak fonksiyon gosterebilmektedir.

OL ’nin bir¢ok Bordetella (Kawai ve Yano, 1983), Flavobacterium (Kawai ve
ark., 1988a) ve Pseudomonas tiirlerinde (Kawai ve ark., 1988b) lipid interaksiyonlariyla
insan ve tavsan eritrositlerinde hemagliitinasyona neden olduklar1 belirlenmistir. OL ’ler
reaktif oksijen radikallerinin iiretilmesinde ©ncii konak¢i savunma mekanizmasinda
onemli rol oynayan insan polimorfoniiklear 16kosit (PMN) kemotaksisleri uyarmakta ve

fonksiyonlarini aktive etmektedir (Miyazaki ve ark., 1993; Kawai ve ark., 2000a).

Membran lipidlerinin simbiyosiz olusumunda baz1 etkilerinin oldugu
bilinmektedir (de Rudder ve ark., 1997). Ancak S. meliloti ’de OL biyosentezinde yer
alan genlere ait mutantlar karakterize edildiginde yonca bitkisiyle olan simbiyotik

interaksiyonlarda OL ’nin 6nemli olmadig goriilmiistiir (Weissenmayer ve ark., 2002).

2.4. Model Organizma Rhodobacter capsulatus

R. capsulatus mor bakterilerin alt subesinin bir iiyesidir. Bu alt sube, genellikle
okaryotik hiicrelerle yakin ortakliklar kuran ve mitokondrilerin endosimbiyont atalar
oldugu diistiniilen toprak bakterilerinden olusur (Woese, 1987). R. capsulatus mor-
siilfiirsiiz, gram-negatif fakiiltatif bir fototroftur. R. capsulatus intraseliilar fotosentetik
membrana sahiptir (Cohen-Bazire ve ark., 1957) ve membranlar, bakteriyoklorofil ve
hiicrenin 1s1k-toplayic1 pigmentlerini iceren kromotofor olarak isimlendirilen vesikiiller

seklinde goriiniirler (Gorchein ve ark., 1968) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Rhodobacter capsulatus *un elektron mikroskobik goriintiisii.

R. capsulatus oldukca dallanmig elektron transfer (ET) yollarina sahip
oldugundan farkli biiyiime kosullarinda iireyebilme yetenegindedir (Zannoni, 1995)
(Sekil 2.6). Buna gore, anaerobik fotosentetik yolu, kinol havuzu (Qnavuz) ve farkli
elektron tasiyici proteinler (sitokrom c; ve sitokrom cy) ile birbirine bagli reaksiyon
merkezi ve sitokrom bc; kompleksi arasinda devirsel gergeklesir. Solunum ET yolu ise,
Qhavuze ‘ndan sonra iki kola ayrilir. Sitokrom cbb; oksidaz enziminin kullanildigi
solunum yolu mitokondriyel solunum zincirindeki proteinlere yapi ve islev bakimindan
benzer proteinler icermektedir. Alternatif solunum yolunda ise yaygin bir sekilde
prokaryotlarda bulunan QH, oksidaz enzimi bulunur (La Monica ve Marrs, 1976;
Zannoni ve ark., 1976; Lang ve ark., 1996). Bu solunum yolu tiim c-tipi sitokrom
proteinlerinden yoksun olup, b- ve d-tipi sitokromlar icermektedir. R. capsulatus ayrica
dimetil siilfoksit (DMSO), trietilamin oksit veya nitrdoz oksit gibi elektron alicilarini

kullanarak anaerobik karanlik kosullarda da iireyebilmektedir.
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Sekil 2.6. R. capsulatus ’da aerobik ve fotosentetik elektron transfer (ET) yollart.
Fotosentetik ET yolunda, elektron akisi devirseldir. Isikla aktiflesen reaksiyon merkezinden gelen elektronlar, sirasiyla ubikinon havuza (Qpuayu,),
sitokrom bc; kompleksine ve elektron tastyici c-tipi sitokrom proteinlerine (sitokrom c, veya sitokrom c,) iletilir ve tekrar reaksiyon merkezine
geri donerler. Solunum ET yolunda ise farkli solunum dehidrogenazlardan (NADH, siiksinat ve malat dehidrogenazlar) gelen elektronlar Qyayy,
“una iletilir. Elektronlar bu asamadan sonra, tercihe gore iki farkli solunum yolundan birine gecer. Mitokondriyel ET zincirine benzeyen yol,
sitokrom bc, kompleksi, sitokrom ¢, ya da sitokrom ¢, ve sitokrom cbb; oksidaz enzimlerini igerir. Diger solunum yolu ise, c-tipi sitokrom
proteinlerinden yoksun olup, ubihidrokinon oksidaz (QH,) enzimi igerir. Fotosentez ve solunum yolunda bulunan c-tipi sitokrom igeren proteinler
(sit ¢y, Sit ¢y, sit ¢y, Sit ¢, ve sit ¢,) kirmizi renkte gosterilmistir.
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2.4.1. R. capsulatus ’da C-tipi Sitokromlarin Biyogenesizi

R. capsulatus farkli tireme yollarina sahip olmasi, molekiiler ve genetik yonden
analizlere elverisli olmasi nedeniyle c-tipi sitokromlarin aydinlatilmasinda (Zannoni,
1995) ve sitokromlarin biyogenesiz calismalari icin de iyi bir model olmaktadirlar. R.
capsulatus farkl tireme kosullar1 altinda sistem-1 biyogenesiz yolunu kullanarak bir¢ok
c-tipi sitokrom proteinini iiretir. Buna gore, R. capsulatus anaerobik fotosentetik iireme
kosullarinda sitokrom c; ve sitokrom c¢; veya sitokrom cy proteinlerine gereksinim duyar
(Zannoni ve Daldal, 1993). Benzer sekilde, mitokondri-benzeri solunumla {iremede ise
sitokrom c;, sitokrom ¢, veya sitokrom ¢y, ’den baska sitokrom cbb; oksidaz enziminin
alt birimleri olan sitokrom ¢, ve sitokrom c,, proteinleri gereklidir (Gray ve ark., 1994;
Koch ve ark., 1998). R. capsulatus *un igerdigi c-tipi sitokrom proteinleri (ci, ¢2, ¢y, Co,
cp ve ¢’) topolojik olarak birbirinden farklilik gosterir. Buna gore, sitokrom cy, sitokrom
¢, ve sitokrom ¢, amino-ucundan, sitokrom c; ise karboksil-ucundan sitoplazmik
membrana baglidir. Diger yandan, sitokrom c; ve sitokrom ¢’ ise sinyal dizilerine sahip

olup, ¢Oziiniir periplazmik proteinlerdir (Moore ve Pettigrew, 1990).

R. capsulatus *da sitokrom c eksikligi gdzlenen mutantlar iizerindeki ¢alismalar
ile c-tipi sitokromlarin olgunlagsmasinda en az on bilesenin (ccmABCDEFGHI ve ccdA)
gerekli oldugu gosterilmistir (Lang ve ark., 1996; Monika ve ark., 1997; Goldman ve
ark., 1997; Deshmukh ve ark., 2000; Turkarslan ve ark., 2006). Apositokromlar,
sitoplazmada iiretilir ve sekretdr proteinlerinin araciliginda (Sec-bagimli yol)
membrandan periplazmaya gecer (Helde ve ark., 1997). Apositokromlarin sinyal
peptidleri ya islenilir ya da amino-u¢ membran capasi olarak kullanilir. Disiilfit bag
formasyonu (oksitlenme) apositokromdaki korunmus hem baglanma motifinde (—
CXYCH-) yer alan sistein amino asitleri arasinda DsbA/DsbB proteinleri araciliginda
gerceklesir (Metheringhma ve ark., 1995; Missiakas ve Raina, 1997; Setterdahl ve ark.,
2000). Biyogenesiz yolunun tiyorediiksiyon kisminda yer alan CcdA (Deshmukh ve
ark., 2000), CcmG (Beckman ve Kranz, 1993) ve CcmH (Beckman ve ark., 1992)
proteinleri, hem bagi olusmadan 6nce apositokromun sistenil yan zincirini indirger.
Diger yandan, hem kofaktorleri sitoplazmada sentezlenir ve CcmABCD’den olusan

kompleks yardimiyla periplazmaya gecer. CcmE proteini tarafindan tasinan hem
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molekiilii, CcmF ve CcmH proteinlerinin yardimiyla apositokroma kovalent olarak
baglanir. Ccml proteinin de DsbA/DsbB yolu aracilifiyla oksitlenen apositokrom c¢ ’leri
hem ligasyon bolgelerine ve devaminda da periplazmaya translokasyonlarinda
saperonluk gorevi yaptigi ileri diisiiniilmektedir (Lang ve ark., 1996; Sanders ve ark.,
2005). Sekil 2.7 de R. capsulatus *da Ccm-sistem 1 sitokrom c¢ biyogenesiz modeli

sematik olarak gosterilmistir.



Holositolaom ¢

Sekil 2.7. R. capsulatus ’da c-tipi sitokrom proteinlerinin biyogenesiz yolu.

Sitokromlar preapositokromlar olarak sitoplazmada iiretilir ve sekretdr (Sec) proteinleri yoluyla membrana gecerler. Daha sonra sinyal dizilerin
islenmesiyle apositokromlar olusur. Periplazmada, hem baglanma bolgesindeki sisteinler DsbA /DsbB proteinleri tarafindan disiilfitlere oksitlenir.
Apositokromlar Ceml tarafindan hem baglanma bolgesine gecer ancak apositokromlar hem kofaktoriine baglanmadan once disiilfitlere indirgenir.
Sitoplazmada sentezlenen hem molekiili de CcmABCD kompleksi aracilifiyla periplazmaya gecer ve CcmE, CemF ve CecmH proteinleri
aracilifiyla apositokroma kovalent olarak baglanir (S.Turkarslan ’dan temin edilmistir).
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2.4.2. R. capsulatus ’da Sitokrom cbb; Oksidaz ve Enzimin Biyogenesizi

R. capsulatus, R. sphaeroides ve P. denitrificans gibi yakin akrabalarina
kiyasla, diisiik ve yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda aktif hale gecebilen tek tip
oksidaz enzimine (sitokrom cbbs oksidaz) sahiptir. R. capsulatus sitokrom cbbsz oksidaz
enziminin izole edilen orneklerinde ii¢ biiyiik alt iinite elde edilmistir (Gray ve ark.,
1994). 1. alt birim (CcoN) integral membran proteini olup bakir-oksidaz enzim
ailesinde tanimlanmis alti adet korunmus histidin amino asiti icerir (Pitcher ve
Watmough, 2004; Hosler ve ark., 1993). CcoN, tahmini molekiiler agirligi 58 kDa olan
532 amino asitlik polipeptidi kodlar. Bu alt birimde, diisiik devirli hem b ile oksijenin
suya indirgendigi yiiksek devirli hem b3-Cup bimetalik merkez bulunmaktadir.
Rhizobia tiirlerinde FixN nin sitokrom cbbs; oksidazin fonksiyonu ve yerlesimi icin
gerekli oldugu belirlenmistir (Zufferey ve ark., 1996). II. ve III. alt birimler ise
membrana bagl c-tipi sitokromlar icerir ve sitokrom ¢ den alinan elektronlarin CcoN
nin katalitik biniiklear merkezine transferinde gereklidir. CcoO, II. alt birime karsilik
gelir, membrana baglidir ve bir adet sitokrom c proteini (sitokrom c,) icerir. CcoO, 242
amino asitlik bir polipeptiti kodlar ve molekiiler agirligi 28 kDa dir. CcoP, molekiiler
agirlign 32 kDa olan 288 amino asit peptidi kodlar. CcoQ geni kiigiik, membrana bagh
bir polipeptid kodlar. B. japonicum (Zufferey ve ark., 1996) bakterisinde CcoQ geninin
delesyonunun sitokrom ¢ miktarinda bir azalmaya neden olmasina ragmen, oksidaz
enziminin aktivitesi ya da yerlesiminde belli bir etki gostermemistir. CcoQ enzim
aktivitesi icin gerekli olmamasina ragmen, sitokrom cbb; oksidazin aerobik kosullar

altinda diizenlenmesi ilgili oldugu diistiniilmektedir (Oh ve Kaplan, 2002).

Sitokrom c¢ oksidaz gibi ¢ok alt birimli membran protein komplekslerinde;
polipeptidlerin sifrelenmesi ve katlanmasi, prostetik grublarin ve pigmentlerin
baglanmasi, alt birimlerin olgunlagsmasi ve fonksiyonel membran kompleksleri
arasindaki etkilesimleri kapsayan biyogenesiz islemleri ve polipeptitlerin membrana
yerlesim siirecleri gibi posttranslasyonal modifikasyon basamaklar birden fazla protein
tarafindan desteklenmektedir (Merchant ve Dreyfuss, 1998). Genel olarak bu siiregler
hakkinda bilgiler sinirlidir. Rhizobial tiirlerde ccoGHIS gen iiriinlerinin sitokrom cbbs

oksidazin biyosentez icin gerekli oldugu belirlenmistir (Batut ve Boistard, 1994; Preisig
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ve ark., 1996). Koch ve arkadaslar1 (2000), R. capsulatus ’da, aktif sitokrom cbbs
oksidaz enziminin formasyon ve kararliliginin ccoGHIS gen fiiriinlerinin yoklugundan
etkilendigini ve bundan dolay1 ccoGHIS gen iiriinlerinin enzimin biyogenesizinde ilgili
olduklarim gostermistir (Sekil 2.8). Diger yandan, S. meliloti (Kahn ve ark., 1989) ve B.
japonicum (Preisig ve ark., 1996) bakterilerinde ccoGHIS homologlarinin operon
olusturduklarin1 buna karsilik R. capsulatus *da ccoG, ccoH, ccol ve ccoS genlerinin
herbirinin kendi promotorlar1 oldugu ve bagimsiz olarak ifade edildikleri belirlenmistir
(Koch ve ark., 2000). R. capsulatus *da dahil bir¢cok bakteride ccoNOQP ve ccoGHIS
genlerinin hemen iist tarafinda FNR-baglanma bolgesi bulunmaktadir (Koch ve ark.,
1998). FnrL, R. sphaeroides de ccoNOQP in pozitif regiilatorii olup, fotosentez ve
DMSO varliginda anaerobik kosullarda karanlik biiyiimede gereklidir (Mouncey ve
Kaplan, 1998). R. capsulatus ’da ise sadece sitokrom cbb; oksidaz enzimi
bulundugundan ve de bu enzim farkli oksijen konsantrasyonlarinda aktif oldugundan,
FnrL nin solunumla iireme sirasindaki isleyisinin digerlerinden farkli oldugu

diisiilmektedir.

CcoG nin inaktivasyonu ile elde edilen null mutant1 sitokrom oksidaz aktivitesi
gosterebildiginden, ccoG geninin enzim aktivitesi icin gerekli olmadigi goriilmiistiir.
Buna karsilik, CcoG geninin yoklugunun teliirit azalmasinda etkili oldugu redoks
reaksiyonlart ile iligkili ferrodoksin motifi igerdigi belirlenmistir (Koch ve ark., 2000).
CcoH ve Ccol null mutantlarinda ise olduk¢a az miktarda sitokrom cbb; oksidaz
aktivitesi goriilmiis ve bu durumun ise bakteride bu genlerin yoklugunda oksidaz
enziminin ¢cabucak yikima ugrayabilme ihtimalini diisiindiirmiistiir. Ccol geni ise CPx-
tip ATP-bagimh tastyicilarla homoloji gostermektedir. Diger yandan ccoS geninin
yoklugunda ise enzimin I. alt birimde yer alan Cu ve b-tip hem gruplariin bulunmadigi
goriilmiigtiir. Yakin bir zamanda yapilan bir ¢alisma ise, sitokrom cbb; oksidaz
enziminin alt birimlerinin sabit fakat aktif olmayan CcoNOQ (210 kDa) alt
kompleksinin CcoNOQP (230 kDa) aktif kompleksine gecisi araciligiyla membrana
yerlestiklerini gosterdi (Kulajta ve ark., 2006).
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Sekil 2.8. R. capsulatus sitokrom cbb; oksidaz enziminin biyogenesizinde ccoGHIS gen iiriinlerinin rollerini 6zetleyen model (Koch

ve ark., 2000).
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Fonksiyonel c-tipi sitokromlarin varligi, hiicrelerin fotosentetik iireme ve aktif
sitokrom ¢ oksidaz araciligiyla Nadi reaksiyonunu (Keilin, 1966) katalizleyebilme
yetenekleri (Nadi) ile gozlenebilinir. Nadi reaksiyonu, sitokrom ¢ oksidaz aktivitesine
0zgii bir indikator olup aktif oksidaz enzimine sahip yaban soy hiicreleri, O,” nin ve
elektron tasityicilarin varliginda o-naftol ’ii indolfenol mavisine doniistiirerek (o-
Naftol+ DMPD+O»=indolfenol mavisi+H,O) mavi renk alirlar (Nadi®). Buna karsilik
enzim aktivitesi gdstermeyen mutant bakteriler ise boyanmadan kalirlar (Nadi'). Buna
gore, tim c-tipi sitokromlardan yoksun R. capsulatus mutantlart fotosentez ile
tireyemez ve sitokrom ¢ oksidaz aktivitesi gosteremezler (Nadi). Ancak bu tip
mutantlar, b-tipi sitokrom iceren QH, enzimini kullanan alternatif solunum yolu ile

aerobik kosullarda iireyebilirler.

2.4.3. R. capsulatus ’da Membran Polar Lipidleri

R. capsulatus ’da baslica membran polar lipidleri PE, PG ve PC ’dir. Bu 6nemli
gliserofosfolipidlere ilaveten OL ve DGTS gibi fosfat grubu icermeyen lipidler de
(Asselineau, 1991) yer alir. Diger yandan R. capsulatus ’un toplam hiicre
ekstraktlarinda SL ve CL ’e rastlamlmamistir (Imhof ve Imhoff, 1995). Bakteri
membranindaki lipidler ¢ogunlukla cis-vaccenic asit (cis-11-18:1) yag asitini igerirler
(Smith, 1988). R. capsulatus *da ongoriilmiis tahmini gliserofosfolipid biyosentez yolu
Sekil 2.9 *da sematize edilmistir. E. coli ve R. capsulatus bakterilerinin gliserofosfolipid
biyosentez yolu bazi yonlerden farklilik gostermektedir. Buna gore ilk olarak, E. coli
GPAT ve AGPAT ’m katalizledigi aciltransferaz reaksiyonlarinda farkli agil vericileri
kullanirken, R. capsulatus ise tipki yakin akrabasi olan R. sphaeroides (Lueking ve
Goldfine, 1975) gibi sadece acil-ACP ’ye kars1 6zgiinliik gosterir. Ikinci fark ise, diger
intraselliler membran sistemine sahip gram-negatif bakterilerde oldugu gibi R.
capsulatus PE ’nin metillenmis tiirevlerini [monometil-PE (MMPE) ve dimetil-PE
(DMPE)] ve fosfatidilkolin (PC) icermektedir (Goldfine, 1984). E. coli ’de ise PC ya da
PE ile PC arasinda herhangi bir N-metillenmis ara iirtin bulunmamaktadir. PC,
okaryotik organizmalarda baglica membran fosfolipidi olup, PC 'nin biyosentezi CDP-
kolin yolu ve metilasyon yolu olmak iizere iki alternatif yoldan gerceklesir. Ancak

bakterilerde bulunan PC ’nin biyosentezi ise metilasyon yolu gerceklesmektedir. MMPE
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ve DMPE, PC biyosentez yolunun ara iiriinlerdir. Buna gére Rhodobacter tiirlerinde PE
'nin PC ’ye dontisiimii PE-N-metiltransferaz enziminin (pmtf), metil vericisi olarak
kullanilan S-adenosil-L-metiyoninden metil grublarin1 pespese iic basamakta transfer
etmesiyle gerceklesir. Diger yandan, S. meliloti bakterisinde PC ’nin biyosentezi
okaryotik organizmalarda oldugu gibi iki farkl1 yoldan gergeklesir. Uciincii bir fark ise,
iki PG molekiiliiniin bir araya gelmesi ile olusan CL ’nin E. coli ’de sentezlenmesine

karsilik, R. capsulatus ’da iiretilmemesidir
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Sekil 2.9. R. capsulatus da oOngoriilen gliserofosfolipid biyosentez yolu. SAM, S-
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3. MATERYAL VE YONTEM

3. 1. Materyal

3.1.1. Bakteri Soylar1 ve Plazmitler

Calismada kullanilan bakteri soylari, null mutantlar ve plazmitler Cizelge 3.1

"de gosterildi.

3.1.2. Kimyasallar ve Enzimler

Miniprep DNA izolasyon (Qiagen, 27106) ve agaroz jel izolasyon (QIAquick
gel extraction kit, 28706) kitleri Qiagen ’den, restriksiyon enzimleri ve DNA
modifikasyon enzimleri New England Biolab (NEB) ’dan temin edildi. Radyoaktif
kimyasallar ([1—14C]—asetat ve L—[14C(U)]—gliserol—3—fosfat disodium salt (G3P)) ise
Perkin Elmer ve NEN™ Life Science Products ’dan alindi. Tiim antibiyotikler Sigma
Chemical Co. ’dan, oligoniikleotid primerler ve anti-Myc1-9E10 antikoru Pennsylvania

Universitesi ’nin Cell Center biriminden temin edildi.
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edilen rekombinant plazmit ve null mutantlar.

Soy Genotip Fenotip® Kaynak

E. coli

HB101 F~, A(gpt-proA)62 leuB6 supEA4 ara-14 galK2 lacY1 Str™;rg” mp~ Sambrook ve ark.
A(mcrC-mrr) rpsL20 (StrR) xyl-5 mtl-1 recA13 (1989)

TOP10 F mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC)  ¢$80lacZAM15 Klonlamada konakg1 soy Invitrogen
AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (Str™) endA1 nupG

SM2-1 plsCl metC162::Tnl0 thr-1 ara-14 A(gal-attA)99 hisG4 PlsC, sicakliga duyarl Coleman (1990)
rpsL136 xyl-5 mtl-1 lacY1 tsx-78 eda-50 rfbD1 thi-1 mutant

SJ22 plsB26 plsX50 panD?2 zac-220::Tnl0 glpD3 glpR2 glpKi PlsB~, G3P oksotrofik Rock ve
relAl spoTl pit-10 phoA8 ompF627 fluA22 fadL701 mutant Jackowski (1982)

R. capsulatus
MT1131“

MT1131/p0X15”

1

crD121 Rif® Yaban soy, Nadi*, F*

crtD121 Rif®, ccoNOQP diploid soyu Tet®, Nadi*, F*

Sitokrom cbbs oksidaz mutanti Nadi -, F/ MPYE,

F'/ MedA

Scolnik ve ark.
(1980)

Koch ve ark.
(1998)

Koch ve ark.
(1998)
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Cizelge 3.1 (Devam)

Soy Genotip Fenotip® Kaynak
MR2 Sitokrom cbbs oksidaz mutanti Nadi, F/ MPYE, Koch ve ark
F*/ MedA (1998)
Y262 Gen Transfer Ajan (GTA) Yen ve  ark.
partikiillerini fazla (1979)
miktarda iireten soy
GK32 A(ccoNO:: kan) Nadi~, F Koch ve ark.
(1998)
CW1 A(ccoGHIS:: spe) Nadi~, F Koch ve ark.
(2000)
AYG4 Sitokrom cbbs oksidaz mutanti Tet®, Nadi~, F/ MPYE, Aygiin (1999)
F'/ MedA
AYG4-25 pOX15 plazmiti ¢ikartilmis AYG4 mutanti Tet®, Nadi~, F/ MPYE, Aygiin (1999)
F'/ MedA
SA1l RRCO00138::spe Nadi , F/ MPYE, Bu caligma
F'/ MedA
SA2 RRC00136::spe Nadi™, F* Bu calisma
SA3 [A(ilvD-ExoD):: spe] Nadi®, F* Bu calisma



Cizelge 3.1 (Devam)
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Soy Genotip Fenotip* Kaynak
SA4 [A(RRC00138):: spe] Nadi , F/ MPYE, Bu ¢alisma
F'/ MedA
SA5 [A(RRC00140):: spe] Nadi ¥, F* Bu calisma
SA6 [A(RRC00139):: spe] Nadi~, F/ MPYE, Bu caligma
F*/ MedA
SAS A[(RRC00139-RRC00138):: spe] Nadi , F/ MPYE, Bu caligma
F/ MedA
S. meliloti
Sm 1021 Yaban soy Weissenmayer
ve ark. (2002)
ORLD1 olsA::kan Kan® Weissenmayer
ve ark. (2002)
AAK1 olsB::kan Kan® Gao ve ark

(2004)
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Cizelge 3.1 (Devam)

Soy Genotip Fenotip® Kaynak
Plazmitler
pRK2013 tra” (RK2) Kan®, konjugatif yardimer ~ Ditta  ve  ark.
plazmit (1985)
pRK404/ pRK415 RK2 Tet®, konakg1 sinir1 genis Ditta ve ark
vektor (1985)
pBR322 Tet® AmfR, klonlama Sambrook ve ark.
vektorii (1989)
pHP45Q Spektinomisin  antibiyotik kaseti (2spe) pHP45 Spe® St Amf* Prentki ve Krisch
vektoriinde (1984)
pOXI15 Sitokrom cbb; oksidaz enziminin ccoNOQP yapisal Tet® Koch ve ark.
genleri pRK404 vektoriinde (1998)
pMRC 5.6 kbc lik kromozomal EcoRI DNA parcast pLAFR1 Tet® Koch ve ark.
vektoriinde (1998)
pMRC2 4.5 kbg lik kromozomal EcoRI DNA parcast pRK415 Tet® Koch ve ark.
vektoriinde (1998)
PMRB/pAY1 7 kbg lik kromozomal BamHI DNA parcasi pRK404 Tet® Koch ve ark.
vektoriinde (1998), Aygiin

(1999)
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Cizelge 3.1 (Devam)

Soy Genotip Fenotip® Kaynak

pMRB4 1.5 kbg lik kromozomal EcoRI DNA parcast pRK415 Tet® Koch ve ark.
vektoriinde (1998)

pSEM1 PMRC?2 plazmitin BamHI enzimi ile kesilmesi ve uclarm  Tet" Bu calisma
birlesmesi (1200 bg lik delesyon)

pSEM2 pSEM1 plazmiti iizerindeki RRC00136 genine 6zgii Xhol Tet® Spe® Bu calisma
dizisinden spe kasetini tasiyan 2.0 kbc lik Smal DNA
pargasinin yerlestirilmesi

pSEM3 pSEM1 plazmiti iizerindeki ilvD-ExoD genlerindeki Tet® SpeR Bu calisma
1365 bg lik BstEIl DNA parcasinin ¢ikarilip, spe kasetini
tagiyan 2.0 kbg lik Smal DNA pargasinin yerlestirilmesi

pSEM4 PMRC plazmiti iizerindeki RRC00138 genine o6zgii Tet® Spe® Bu calisma
BamHI enzim dizisinden, spe kasetini iceren 2.0 kbg lik
DNA parcasinin klonlanmasi

pSEMS5 PMRC plazmit iizerindeki 5.3 kb¢ lik EcoRV-HindIIl Amf® Bu calisma
DNA pargasimin, pBR322 vektoriine aym1 enzim
dizilerinden klonlanmasi

pSEM6 pSEMS5 plazmitindeki RRC0O0140 genine ait 19 bg¢ lik SpeR Amf® Bu calisma
Hpal DNA parcasinin c¢ikarilip, yerine spe kasetini
tagiyan 2.0 kbg lik Smal DNA parcgasinin yerlestirilmesi

pSEM7 pSEM6 plazmitindeki 2.6 kbg lik Pstl DNA parcasnin  Tet® Spe® Bu calisma

pRK415 vektoriine Pstl enzim dizisinden klonlanmast
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Cizelge 3.1 (Devam)

Soy

Genotip

Fenotip®

Kaynak

pSEMS8

pSEM9

pSEM10

pSEMI11

pSEM12

pSEM13

pSEMS5 plazmitindeki RRC00139 genine ait 313 bg lik
Rsrll DNA parcasinin ¢ikarilip, yerine spe Xkasetini
tastyan 2.0 kbc lik Smal DNA parg¢asinin yerlestirilmesi

pSEMS8 plazmitindeki 2.7 kbg¢ lik Xhol-Bsu36l DNA
par¢asinin, BamHI restriksiyon enzim dizisinden
pRK415 vektoriine klonlanmasi

pSEMS plazmitindeki RRC00138 genine ait 522 bg lik
BstXI-Notfl DNA pargasinin ¢ikarilip, yerine spe kasetini
tagiyan 2.0 kbg lik Smal DNA pargasinin yerlestirilmesi

pSEM10 plazmitindeki 5.3 kbg lik EcoRV-EcoRI DNA
par¢asinin, BamHI restriksiyon enzim dizisinden
pRK415 vektoriine klonlanmasi

pSEMS plazmitinde RRC00138-RRC00139 genlerini
iceren 2.0 kbg lik MIul DNA parcasinin cikarilip, yerine
spe kasetini tastyan 2.0 kbg¢ lik Smal DNA pargasinin
yerlestirilmesi

pSEM12 plazmitindeki 5.0 kb¢ lik EcoRV-Bsu361 DNA
par¢asinin, BamHI restriksiyon enzim dizisinden
pRK415 vektoriine klonlanmasi

Spe® Amf*

Tet"® Spe®

Tet® SpeR

Tet"® Spe®

Spe® Amf*

Tet® SpeR

Bu calisma

Bu calisma

Bu calisma

Bu calisma

Bu calisma

Bu calisma
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Cizelge 3.1 (Devam)

Soy Genotip Fenotip® Kaynak
pSEM16 pSEMI10 plazmitindeki 5.6 kb¢ lik EcoRV-Hpal DNA Tet® Spe® Bu calisma
par¢asinin, BamHI restriksiyon enzim dizisinden
pRK415 vektoriine klonlanmasi
pBAD/Myc-HisA Amf® ,  Ppap promotoru Invitrogen
kontroliinde arabinoz ile
indiiklenen dozaja bagh
vektor
pSEM17 RRC00138 genini iceren 828 bg lik PZR iiriiniiniin Ncol-  Amf® Bu caligma
EcoRl  dizilerinden = pBAD/Myc-HisA  vektoriine
klonlanmasi
pSEM18 pSEM17 plazmitinin Nsil restriksiyon enzim dizisinin, Tet® Amf® Bu calisma
Pstl  restriksiyon  dizisinden pRK415  vektoriine
klonlanmasi
pSEM19 RRC00139 genini iceren 777 bg lik PZR iiriiniiniin Ncol- Amf® Bu calisma
Scal dizilerinden pBAD/Myc-HisA vektoriine
klonlanmasi
pSEM20 pSEM19 plazmitinin Nsil dizisinin, Psfl restriksiyon Tet® Amf® Bu caligma
dizisinden pRK415 vektoriine klonlanmasi
pBW51 S. meliloti olsA geni Tet® Weissenmayer ve

ark. (2002)
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Soy Genotip Fenotip® Kaynak
pIG21 S. meliloti olsB geni Tet} Gao  ve ark.
(2004)

R. capsulatus *“MT1131, iireme 6zellikleri ve c-tipi sitokrom profilleri nedeniyle yaban soy olarak tanimlanmstir. Y262 ve AYG4 soylar1 diginda diger
tiim R. capsulatus soylart MT1131 soyu tiirevidir. "MT1131/pOX15, yaban soya (MT1131) kiyasla bes kat daha fazla sitokrom chb; oksidaz enzimini
iiretir (Koch ve ark., 1998). °F, fotosentetik iiremeyi; Nadi, sitokrom c¢ oksidaz aktivitesine bagh o-naftol ’iin indofenol mavisine doniisiim
reaksiyonunu; AmfR, KanR, RifR, SpeR, St® ve Tet® sirastyla amfisilin, kanamisin, rifampisin, spektinomisin, streptomisin ve tetrasiklin
antibiyotiklerine direncliligi; Tet®, tetrasikline duyarliligi; tra*, transfer genlerinin varligim gosterir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Bakteri Soylarmimn Ureme Kosullari

R.  capsulatus soylart fotosentetik ve aerobik iireme kosullarinda
zenginlestirilmis besi ortaminda (MPYE) (Daldal ve ark., 1986) ya da karbon kaynagi
olarak siiksinat iceren minimal besi ortaminda (MedA) (Sistrom, 1960) (Ek-1) iiretildi.
Gerektiginde antibiyotikler belirli konsantrasyonlarda (tetrasiklin, 2.5 pg/ml;
kanamisin, 10 pg/ml; spektinomisin, 10 pg/ml) (Jenney ve Daldal, 1993) besi ortamina
ilave edildi. Bakteriler karanlikta aerobik kosullar altinda 35 ya da 25°C ’de petri
kabinda 2-3 giin veya ¢alkalayicili inkiibatorde (150-200 devir/dakika) s1v1 kiiltiirde 18-
24 saat siireyle iiretildi. Fotosentetik kosullarda ise bakteriler, 35 ya da 25°C sicaklikta
151k varliginda (tungsten lambasi, 60W) petri kabinda hidrojen ve karbondioksit iireten
gaz paketleri (BBL Microbiology systems, Cockeyville, MD) ile ii¢ giin siireyle inkiibe
edildi.

E. coli konak¢i soylari ve plazmit iceren hiicre soylar1 aerobik {iireme
kosullarinda zengin Luria-Bertani (LB) besi ortaminda (Miller, 1972) (Ek-1)
gerektiginde uygun antibiyotikler (50 pg/ml kanamisin, 12.5 pg/ml tetrasiklin, 100
ptg/ml amfisilin, 50 pg/ml spektinomisin) ilave edilerek iiretildi. E. coli soylarn petri
kabinda veya siv1 kiiltiirde yiiksek devirli ¢alkalayici inkiibatorde 37°C *de yaklagsik 16
saat siireyle inkiibe edildi (Sambrook ve ark., 1989). E. coli 1-acil-sn-gliserol-3-fosfat
aciltransferaz (AGPAT) mutantlar1 (plsC(Ts), Coleman, 1990) LB besi ortaminda 28°C
sicaklikta; sn-gliserol-3-fosfat aciltransferaz (GPAT) (PIsB-G3P oksotrofik, Rock ve
Jackowski, 1982) mutant1 ise G3P iceren minimal besi yerinde (MedE) (Ek-1) (Miller,
1972) 37°C sicaklikta tiretildi.

3.2.2. Standart DNA Manipulasyonlari

5-10 ml ’lik E. coli kiiltiirlerinden plazmit DNA izolasyonu QIAprep® Spin
Miniprep kiti kullanilarak yapildi. Restriksiyon enzim kesimleri, klonlama,

transformasyon ve agaroz jel elektroforezi gibi molekiiler genetik teknikler standart
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protokollerden (Sambrook ve ark., 1989) yararlanilarak gerceklestirildi. Restriksiyon
endoniikleazlarla kesim sonunda elde edilen DNA pargalarinin agaroz jelden izolasyonu
QIAquick gel extraction kit kullanilarak yapildi. Gerektiginde yapiskan DNA uclar
(6rnegin, plazmit DNA ’sinin BamHI veya EcoRI gibi restriksiyon endoniikleazlar ile
kesimi), Klenow fragmenti ve deoksiniikleozit trifosfat (AINTP) (Amersham) karisimi ile
37°C ’de 1 saat ve 75°C ’de 10 dakika ’lik inkiibasyonlar sonunda kiit u¢ haline
getirildi. Klonlama da, vektor/insort orani 1:1, 1:2 ya da 1:3 olacak sekilde DNA uglar
T4 DNA ligaz enzimi araciliginda 4°C ’de 16 saatlik inkiibasyon ile birlestirildi.
Klonlama iiriinleri ve plazmit DNA ’lar1 kompatent E. coli soylarina (HB101, TOP10,
SM2-1 veya SJ22) elektrotransformasyon (MicroPulser' ™, Biorad) yontemiyle aktarildu.
DNA dizilerinin amplifikasyonu Pfu DNA polimeraz enziminin (Stratagene) varliginda
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) teknigi kullanilarak (GeneAmp 9600, Perkin Elmer
Cetus) gerceklestirildi.

3.2.3. DNA Dizi Analizi ve Biyoinformatik Analizler

Otomatik DNA dizi analizleri, Big-dye terminator cycle sequencing kit
(AmfliTaq FS’, Applied Biosystems) ve oligoniikleotidler kullanilarak Pennsylvania
Universitesi ’nin Dizi Analiz biriminde yaptirilmigtir. Elde edilen DNA dizilerindeki
restriksiyon endoniikleaz kesim noktalariin belirlenmesinde MacVector™ 7.2.3
programindan (IBI, Kodak) yararlanildi. Homoloji arastirmalarinda BLAST2 (tblastn)
programi (Altschul ve ark., 1990) ve amino asit dizi karsilastirmalarinda ise CLUSTALW

programi (Thompson ve ark., 1994) kullanildi.

3.2.4. Gen inaktivasyonu (interpozon Mutagenezi)

MR2, 1IJ1 ve AYG4 mutantlarinin Nadi fenotipinden sorumlu dokuz protein
kodlayici bolge (ORF) iceren 5.6 kbg ’lik pMRC insortiiniin restriksiyon enzim haritasi
MacVector™ 7.2.3 programi kullamlarak elde edildi. Béylece kromozomal DNA
pargas1 iizerinde yer alan ORF ’leri bir ya da birden fazla noktadan kesen ve hic
kesmeyen restriksiyon endoniikleaz enzimleri belirlendi. Daha sonra ‘Knock-out’

yonteminden (interpozon mutagenez) yararlanilarak, insort iizerinde yer alan genlerin
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fonksiyonlar1 tamamen elimine edildi. Bunun i¢in, pHP450mega plazmitindeki (Prentki
ve Krisch, 1984) spektinomisin antibiyotik direnc (spe) kaseti (Sekil 3.1) insort
iizerindeki genlere yerlestirilerek delesyon-insersiyon allel inaktivasyonu ile gen etkisiz

hale getirildi.

pPMRC2 plazmit (Sekil 3.2) DNA ’si1, klonu iki noktadan kesen BamHI
restriksiyon enzimi ile kesime tabi tutuldu ve 13.8 ve 1.3 kbg ’lik kesim iiriinleri elde
edildi. 13.8 kbg ’lik DNA parcasi1 agaroz jelden izole edilerek, DNA fragmentleri ligaz
enzimi ile birlestirildi. Elde edilen pSEM1 plazmiti (Sekil 3.2) iizerinde yer alan ORF
lerin bir kismi delesyon-insersiyon allel inaktivasyonu ile inaktive edildi. Buna gore,
RRCO00136 geninin insersiyonel mutagenezi i¢cin; pSEMI1 plazmit DNA ’s1 {izerinde
tasidig1 215 b¢ uzunlugundaki RRC00136 genini tek noktadan kesen Xhol restriksiyon
enzimi ile kesildi. Linear hale getirilen pSEM1 plazmit DNA ’s1 daha sonra kiit ug
haline getirildi. Diger yandan, pHP450mega plazmiti Smal ve Pstl enzimleri ile kesildi
ve elde edilen 2 kbg ’lik spe kasetini iceren Smal-Smal DNA parcasi jelden izole edildi.
Kiit u¢ Smal restriksiyon enzim dizilerine sahip spe kasetini tastyan DNA parcasi ile
pSEMI1 plazmit DNA s1 birlestirildi ve pSEM2 plazmiti (RRC00136::spe) elde edildi
(Sekil 3.2). RRC00132 ve RRC00133 genlerinin birlikte delesyonu i¢in, pPSEM1 plazmit
DNA ’s1, BstEII restriksiyon enzimi ile kesilerek, 12.5 ve 1.3 kbg ’lik kesim tiriinleri
elde edildi. 12.5 kb¢ ’lik DNA parcas1 agaroz jelden izole edildi ve kiit u¢ haline
getirildi. Daha sonra Smal restriksiyon enzim dizilerine sahip 2 kbg ’lik spe kaseti ile

birlestirilerek pSEM3 [A(RRC00132-RRC00133::spe)] plazmiti elde edildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.1. pHP45 omega plazmit haritas1 (Prentki ve Krisch, 1984).
Sm, streptomisin; Spc, spektinomisin ve Ap, amfisilin antibiyotik diren¢ genini; ( =#—=—=")
transkripsiyon yoniinii; (> <J) ise translasyon ve sonlanma sinyallerini gosterir.

PMRC plazmit DNA ’s1 EcoRV ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesilerek
5.3 kbg ’lik DNA pargasi ayni enzim dizileri ile kesilmis 4.3 kbg ’lik alt klonlamalara
elverisli olan pBR322 vektoriine (Sambrook ve ark., 1989) klonlandi ve pSEMS5
plazmiti elde edildi. Daha sonra pSEMS5 plazmitinin tizerinde yer alan ORF ’ler inaktive
edildi. Buna gore, RRC00140 geninin delesyonu icin, pSEMS5 plazmit DNA ’s1, geni iki
noktadan kesen Hpal restriksiyon enzimi ile kesildi. Kesim sonunda RRC00140
geninden c¢ikan 19 bg ’lik DNA parcasinin yerine Smal enzimi ile kesilmis 2 kb¢ ’lik
spe kaseti yerlestirildi. FElde edilen klon pSEM6 [A(RRC00140::spe)] olarak
isimlendirildi. RRC00139 geninin delesyonu i¢in, pSEMS5 plazmit DNA ’s1, RRC00139
genini iki noktadan kesen RsrIl restriksiyon enzimi ile kesildi. Kesim sonunda
RRCO00139 ’dan ¢ikan 313 b¢ ’lik DNA pargasinin yerine Smal enzimi ile kesilmis 2
kbe ’lik spe kaseti yerlestirildi. Elde edilen klon pSEM8 A[RRC00139::spe] olarak
isimlendirildi. RRC00138 ve RRC00139 genlerinin birlikte delesyonu icin; pSEMS5
plazmit DNA s1, iizerinde yer alan RRC00138 ve RRC00139 genlerinin ikisini de kesen
MIlul restriksiyon enzimi ile kesimle tabi tutuldu. Elde edilen 7.5 ve 2 kbg ’lik kesim
tiriinlerinden 7.5 kbg ’lik DNA pargas1 agaroz jelden izole edildi. Uglar kiit u¢ haline
getirildikten sonra 2 kbg ’lik Smal dizisine sahip spe kaseti ile birlestirilerek pSEM12
plazmiti AlRRC00138-RRC00139::spe] elde edildi.
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Sekil 3.2. pMRC?2 tiirevi plazmitlerin fiziksel ve genetik haritasi.
Plazmit tizerinde yer alan ORF lerin transkripsiyon yonleri oklarla; Q-spe kaseti, capraz cizgili kutu ve restriksiyon endoniikleazlar (BamHI ve EcoRI)
ise Ba ve E seklinde gosterilmistir.



51

RRCO00138 geninin insersiyonu icin, pMRC plazmit DNA ’s1 RRC00138 genini
tek noktadan kesen BamHI enzimi ile kesildi. Linear hale getirilen pMRC plazmit DNA
’s1, BamHI enzimi ile kesilmis 2 kb¢ ’lik spe kasetini veren diziler ile birlestirilerek
PSEM4 plazmiti (RRC00138::spe) elde edildi (Sekil 3.3). RRCO0138 geninin delesyonu
icin ise, pSEMS5 plazmiti DNA ’s1, RRC00138 genini kesen BstXI ve Notl enzimleri ile
kesildi ve 9.1 ve 0.5 kbg ’lik DNA parcalan elde edildi. Agaroz jelden izole edilen 9.1
kbe¢ ’lik DNA parcas1 kiit u¢ haline getirildi ve Smal dizilerine sahip 2 kbg ’lik spe
kaseti ile birlestirildi. Elde edilen klon pSEMI10 [A(RRC00138::spe)] olarak

1simlendirildi.

Elde edilen pSEM2, pSEM3, pSEM4, pSEM6, pSEMS8 ve pSEM 12 plazmitleri
restriksiyon enzim kesimleri ve iizerinde tasidiklar1 gen(ler)e Ozgii primerler

kullanilarak dizi analizi ile dogrulandi.

pSEMS plazmiti pBR322 vektor tiirevi oldugundan, pSEMS5 plazmiti {izerinde
yer alan inaktif genleri R. capsulatus bakterisine aktarabilmek icin, bu genleri tasiyan
DNA fragmentleri konjugatif 6zellikteki RK2 tiirevi pRK415 vektoriine klonlandilar.
Buna gore, Pstl enzimi ile kesilerek pSEM6 plazmit DNA ’sindan elde edilen 2627 bg
’lik DNA pargasi, Psfl enzimi kesilerek linear hale getirilmis 10.6 kb¢ ’lik pRK415
vektoriine klonlandi ve pSEM7 plazmiti [A(RRC00140::spe)] elde edildi (Sekil 3.3).
Diger yandan, pSEMS8 plazmit DNA ’sinin Xhol ve Bsu36l enzimleri ile kesildi ve elde
edilen DNA parcasi kiit u¢ haline getirildi ve BamHI enzimi ile kesilmis ve devaminda
kiit u¢ hale getirilmis pRK415 vektoriine klonlandi. Elde edilen yeni klon pSEM9
[A(RRCO00139::spe)] olarak isimlendirildi (Sekil 3.3). Yine, pSEM10 plazmit DNA ’s1
EcoRV-EcoRI enzimleri ile kesilerek elde edilen 5321 bg¢ ’lik DNA pargasi jelden izole
edildi ve kiit u¢ hale getirildi. Daha sonra BamHI enzimi ile kesilmis ve kiit u¢ haline
getirilmis pRK415 vektor DNA ’s1 ile birlestirilerek pSEM11 plazmiti
[A(RRCO0138::spe)] elde edildi (Sekil 3.4). pSEM10 plazmit DNA ’s1 EcoRI-Hpal
enzimleri ile kesildi ve elde edilen 5321 b¢ ’lik DNA parcgasi jelden izole edilerek
devaminda kiit uc¢ haline getirildi. Daha sonra BamHI enzimi ile kesilmis ve kiit ug
haline getirilmis pRK415 vektor DNA ’s1 ile birlestirildi ve elde edilen yeni klon
PSEM16 [A(RRCO0138::spe)] olarak isimlendirildi (Sekil 3.4). pSEM12 plazmit DNA
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sinin ise EcoRV ve Bsu36l enzimleri ile kesilmesiyle elde edilen 4.9 kbg lik kesim
tiriinii jelden izole edildi ve uglar kiit u¢ hale getirildi. BamHI enzimi ile kesilerek linear
hale getirilen ve devaminda uglan kiit u¢ haline getirilen pRK415 vektor DNA ’s1 ile
birlestirilerek pSEM13 [A(RRC00138-RRCO00139::spe)] olarak isimlendirilen yeni bir
klon elde edildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3. pMRC tiirevi plazmitlerin fiziksel ve genetik haritasi.

Plazmit iizerinde yer alan ORF lerin transkripsiyon yonleri oklarla; Q-spe kaseti, ¢apraz cizgili kutu ve restriksiyon endoniikleazlar (BamHI, EcoRlI,
Pstl, Rsrll ve Xhol) ise Ba, E, Ps, Rs ve Xh seklinde gosterilmistir.
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Sekil 3.4. pSEMS tiirevi plazmitlerin fiziksel ve genetik haritasi.

Plazmit iizerinde yer alan ORF lerin transkripsiyon yonleri oklarla; Q-spe kaseti, capraz ¢izgili kutu ve restriksiyon endoniikleazlar (BstXI, Bsu36l,
EcoRI, EcoRV, Mlul ve Notl) ise Bs,Bsu, E, EV, Ml ve N seklinde gosterilmistir
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3.2.5. Konjugasyon (Uclii Eslesme)

RK2 tiirevi pRK415 plazmiti iizerinde yer alan genler, pRK2013 yardimci
plazmit (Ditta ve ark., 1985) araciliginda {icli eslesme (konjugasyon) yontemiyle R.
capsulatus mutant soylarina aktarildi. Bunun icin, R. capsulatus soylarinin 10 ml ’lik
MedA siv1 besiyerinde; yardimci veya verici plazmit igeren hiicreler ise uygun
antibiyotik iceren 5 ’er ml sivi LB besiyerlerindeki kiiltiirleri hazirlandi. R. capsulatus
soylarimin 630 nm, E. coli soylarinin ise 600 nm dalga boyundaki hiicre yogunluklari
oOlciildii. Daha sonra R. capsulatus ve E. coli soylarina ait hiicreler santifiijle ¢oktiiriildii
(oda sicakligi, 2500xg, 10 dakika) ve antibiyotikten arindirilmak icin hiicreler ii¢ kez
sivi MedA igerisinde siispanse edildi. R. capsulatus: ODg3onm =1 de 7.5x10® hiicre/ml
ve E. coli: ODgoonm=1 ’de 5.0x10°® hiicre/ml formiiliinden yararlanilarak hiicreler MedA
besiyerinde siispanse edildi. Alict R. capsulatus hiicrelerin, verici E. coli hiicresine orani
1/5 olacak sekilde MedA petri kabinin ortasina 100 pl alict hiicreler, diger iki yanina da
20 ’ser ul yardimci ve verici hiicreler konuldu. Hiicreler petri kabinin ortasinda cam
cubugun kosesi ile iyice karistirilarak 35°C sicaklikta gece boyu iiremeye birakildi.
Daha sonra hiicreler iizerine 1 ml sivi MedA eklenerek, hiicreler cam ¢ubuk yardimiyla
petri kabinin kenarma toplatildi ve eppendorf tiiplerine aktarildi. Hiicreler santrifiijle
coktiiriilerek iic kez MedA ile yikandi ve en son asamada hiicreler 400 ul MedA ’de
siispanse edildi. Hiicre siispansiyonlari, aktarilan verici plazmitin tasidigi antibiyotik
markirina baglh olarak uygun antibiyotik iceren se¢ici MedA-agar petri kaplaria 5, 10
ve 50 ’ser ul olacak sekilde yayildi. Hiicreler 3-4 giin siireyle 35°C ’lik inkiibatorde

tiremeye birakildi.

3.2.6. Null (‘Knock-out’) Mutantlarin Eldesi

Kromozomal (knock-out veya null) mutantlarin eldesi, R. capsulatus bakterisine
0zgli Gen Transfer Ajam1 (GTA) araciliinda homolog rekombinasyon yoluyla (Yen ve
ark., 1979) gerceklestirildi. GTA, kiiltiir icinde diger hiicrelere genetik bilgi aktaran bir
vektor olarak is gormekte olup, transdiiksiyona benzeyen bir genetik aktarim
gerceklestirir. Buna gore, rasgele iiretilen hiicre genomunun yaklagik 4.5 kb¢ ’lik DNA

parcas1 homolog rekombinasyon yolu ile alic1 bakteriye aktarilir.
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Delesyon-insersiyon alleli tasiyan plazmitler (pSEM2, pSEM3, pSEM4, pSEM7,
pSEMY, pSEM11, pSEM13 ve pSEM16; bkz. Boliim 3.2.4) R. capsulatus bakterisinin
GTA ’y1 fazla miktarda iireten Y262 soyuna konjugasyon yontemi ile aktarildi.
Transkonjugantlar, plazmitlerin tasidigi spektinomisin (Spe) antibiyotik kasetinden
dolay1 MedA+Spe besi yerinde secildiler. Daha sonra 50 transkonjugant, iki farkl
MedA+Spe petri kabina kisa c¢izgiler halinde ¢izilerek 35°C ’de bir giin siireyle inkiibe
edildi. GTA ek vitaminlere gereksinim duydugundan, bu asamadan sonra
zenginlestirilmis besi yeri (MPYE) kullanildi. Hiicrelerin tizerine 1-2 ml sivi MPYE
besiyeri konularak, hiicreler petri kabindan toplandi ve santrifiijle ¢oktiiriildii. Hiicreler
iki kez 1 ml MPYE besi yerinde siispanse edilip, santrifiijle ¢oktiiriildii. En son agamada
hiicreler 1 ml MPYE ’de siispanse edilip agz1 siki kapanan 14 ml ’lik cam tiiplerine
aktarildi1 ve bir giin siireyle 35°C ’de anaerobik fotosentetik sartlarda iiretildiler. Ertesi
giin, tip agzina kadar MPYE besi yeri ile doldurularak hiicreler lizis asamasina
gelinceye kadar (3-5 giin) fotosentetik sartlarda iretilmeye devam edildi. GTA
partikiillerini tasiyan transkonjugantlar lizis asamasina ulastiktan sonra 3-5 dakika
siireyle santrifiijle ¢oktiiriildii (800xg). Ust fazdan yaklasik 3-4 ml alinarak 6nce 0.45
pm daha sonra da 0.2 um ’lik filterdan gecirildi. Diger yandan ¢aprazlamadan bir giin
once hazirlananan alici yaban soyunun (MT1131) 10 ml ’lik MPYE siv1 kiiltiirii de
santrifiijle coktiiriildii (2.500xg, 10 dakika). Hiicreler daha sonra ii¢ kez 3 ml GTA
tamponu [10 mM Tris-HCI (pH:7.8), 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, I mM NaCl ve 500
pg/ml BSA (Sigma fraction V)] ile yikanarak santrifuj ile ¢oktiiriildii. En son asamada
da hiicreler 1 ml GTA tamponunda siispanse edilerek ¢aprazlamada kullanilmaya hazir
hale getirildi. GTA c¢aprazlama; 100 pl alici, 100 ul GTA ve 100 ul GTA tampon
cozeltisi iceren 4.5 ml ’lik kiiltiir tiiplerinde gerceklestirildi. Kontrol olarak, sadece
GTA ve GTA tamponu veya sadece alict soy ve GTA tamponu igeren caprazlama
tiipleri de hazirlandi. Tiipler 6nce 37°C ’de 10 dakika, daha sonra da 35°C ’de 2 saat
siireyle inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda, tiiplere 3 ml %0.7 ’lik agar iceren MPYE
eklenerek, transdiiktantlar MPYE+Spe petri kaplarina dokiildii. Petriler 3-4 giin siireyle
35°C ’de inkiibe edildi. Elde edilen null mutantlar MPYE+Spe iceren petrilere cizildi ve

Nadi reaksiyonunu katalizleyebilme yetenekleri test edildi.
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3.2.7. Sitokrom ¢ Oksidaz Aktivite Testi (Nadi Reaksiyonu)

Knock-out mutantlarin ve inaktif genleri tasiyan plazmitlerin mutantlan
tamamlama yetenekleri Nadi reaksiyonu ile test edildi. Bunun i¢in, sitokrom ¢ oksidaza
ozel elektron vericisi olan DMPD (&, N-dimetil-p-fenilendiamin) (Sigma, D-5004) ve o<-
Naftol (Sigma, N-1000) kullanimiyla reaksiyon (DMPD + o<-Naftol + O,— indofenol
mavisi + HyO) gerceklestirildi (Keilin, 1966). 0.1 gr «<-Naftol, 10 ml etanol igerisinde
(35 mM); 0.1 gr DMPD de 10 ml suda (30 mM) ¢oziilerek 1:1 (v/v) oraninda karistirildi
ve aerobik kosullarda biiytimiis bakterilerin iizerine dokiildii. Aktif sitokrom c oksidaz
enzimine sahip koloniler 30 sn iginde mavi renge doniisiirken (Nadi®), oksidaz
aktivitesinden yoksun koloniler ise Nadi boyasi ile reaksiyon vermezler (Nadi ). Nadi
reaksiyonu sadece sitokrom cbbs oksidaz enziminin sitokrom ¢, ve sitokrom cp
proteinlerine gereksinim duydugundan, sitokrom c;, sitokrom ¢y veya sitokrom ¢ ’nin

eksikligi Nadi reaksiyonunu etkilemez.

3.2.8. intrasitoplazmik Membran Vesikiillerinin (Kromotofor Membran) Eldesi

[c-dis membran vesikiilleri (intrasitoplazmik membran vesikiilleri ya da
kromotofor) yiiksek basing altinta hiicrelerin parcalanmasi ile izole edildi (Gray ve ark.,
1994). Bunun i¢in, oncellikle R. capsulatus ’un yaban soy (MT1131) ve knock-out
mutantlarinin 1 ’er litrelik MPYE veya MedA sivi besiyerlerinde 35° veya 25°C
sicaklikta aerobik (ve MedA besi yerinde 35° C de fotosentetik) kosullardaki kiiltiirleri
hazirlandi. Hiicreler logaritmik iireme fazina (ODg3 ~ 0.6) ulastiklarinda santrifujle
coktiiriildii (2500xg, 4°C, 30 dakika). Daha sonra hiicreler MOPS (morpholine
propanesulfonic acid) tamponu (50 mM MOPS, pH:8 /1 mM KCl) ile iki kez yikanarak
ist sivilar tamamen uzaklastirildi. Pellet 10 ml MOPS tamponu ile buzda siispanse
edildi ve 1 mM PMSF, 10 mM MgCl,, 0.05 mg/ml RNAz ve 0.05 mg/ml DNAz ilave
edildi. Hiicreler 18,000 psi ’lik yiiksek basincta (French pressure cell press, SLM
Aminco) iki kez pargalandi ve hiicrelere 10 mM EDTA (pH.8) ilave edildi.
Parcalanmamis hiicreleri ve bilyilkk membran parcalarini elimine etmek igin hiicreler

25.000xg ’de 4°C ’de 45 dakika siireyle ¢oktiiriildii (Beckmann J2-21). Tiipteki tist sivi

bir pipetle alinarak ultrasantrifiij tiipiine aktarild1 ve 4°C *de 2 saat siireyle (150.000xg,
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Sorvall Ultracentrifuge, Beckmann L8-70M) ¢oktiiriildii. Olusan iist s1vi, suda ¢oziinen
c-tipi sitokromlari; pellet ise kromatofor membranlarini igerir. Kromatofor membran
eldesi icin pelet 10 ml MOPS/KCI icerisinde ¢oziilerek bir kere daha ultrasantrifiijle
coktiiriildi (150.000xg, 4°C, 1 saat). Boylece olusan pelletin iist sivis1 tamamen
uzaklastirilarak, olusan pelet 200-500 pl MOPS/KCl igerisinde ¢oziildii ve kullanincaya
kadar -85°C ’de saklandi. Coziiniir formdaki proteinleri membran pargaciklarindan
ayirmak icin iist sivi 150.000xg ’da 4-8 saat siireyle ¢oktiiriildii. Daha sonra iist sivi
kolondan (YM-10, Milipore) gecirilerek konsantre edildi ve -85°C ’de saklandi. Protein
konsantrasyonu, standart olarak sigir serum albumii (BSA) kullanilarak Lowry

metoduna (Lowry ve ark., 1951) gore belirlendi.

3.2.9. Hem Boyama ile C-Tipi Sitokromlarm Analizi

Membrana bagh ya da ¢6ziiniir formdaki sitokrom ¢ proteinlerini gozlemek icin
oncellikle, 100 pg kromotofor membrani ya da ¢oziiniir fraksiyon 1:1 oraninda 1X SDS-
jel yiikleme boyasi (75 mM Tris (pH.7), %6 SDS, %15 gliserol (w/v), %0.025
bromofenol mavisi ve %3 B-merkaptoetanol) ile karistirildi ve 37°C ’de 10 dakika
siireyle 1sitilarak proteinler denatiire edildi. Daha sonra 28-32 kDa molekiiler agirlig
arasindaki c-tipi sitokromlan iyi ayirabilmek i¢in, proteinler %16.5 akrilamit ve %3
kross-linker iceren Trisin-SDS-PAGE (Schigger ve von Jagow, 1987) (Ek-2) ’de
ayristirildi. Protein bandlarin iyi ayrilmasi i¢in kullanilan biiyiik jel sisteminde (Bio-
Rad) ornekler kuyudan ¢ikincaya kadar 30V ’da yaklasik 30-40 dakika daha sonra da
90V ’da 16-20 saat siireyle yiiriitiildiiler.

Proteinler Trisin-SDS-PAGE ’de yiiriitiildiikten sonra, siilfihidril grubu iceren [3-
merkaptoetanol iin jelden uzaklastirilmas icin, jel 1 saat siire ile 4-5 kez degistirilmek
suretiyle on yikama soliisyonunda [0.25M Sodyum Asetat (pH:5/Asetik asit)] inkiibe
edildi. Daha sonra membrana bagh veya ¢oziintir formdaki c-tip sitokromlar, kovalent
olarak bagli hem gruplarmin endojenik peroksidaz aktivitelerine sahip olmalari
ozelligiyle 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMBZ) ve hidrojen peroksit (H,O,) (Thomas ve
ark., 1976) kullanarak gozlendi. Buna gore jel, 40 ml TMBZ boyast [(3:7) 6.3 mM
TMBZ:0.25M Sodyum asetat (pH:5/Asetik asit)] icerisinde karanlik bir ortamda 1 saat
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siireyle inkiibe edildi. 18 mg TMBZ (Aldrich Chemical Co., 86,033-6) 12 ml metanolde
aliminyum folye ile muhafaza edilmis bir kab icerisinde boya tamamen ¢6ziiniinceye
kadar 20-30 dakika siireyle karistirildi. Daha sonra iizerine 28 ml sodyum asetat
soliisyonu eklendi ve karigim jel iizerine dokiildii. Bir saatlik inkiibasyon sonrasinda jele
%30 ’luk H,O, den mikropipetle eklendi. Protein bandlarn belirdikten sonra jele geri
yikama soliisyonu [(3:7) 3 ml isoproponol:7 ml Na-Asetat] veya dH,O ya alind1 ve

resimlendi.

3.2.10. RRC00138 Gen Uriiniiniin Kontrollii isleyisi

3.2.10.1. RRC00138 Geninin Klonlanmasi

RRC00138 geni kalip DNA olarak pMRC plazmit DNA ’s1 ve Ncol ve EcoRI
restriksiyon enzim dizileri igeren oligoniikleotidler (RRC00138-Ncol 5-GGACG
CCCATGGCACGACCGATCTGG-3" ve RRCO00138-EcoRI 5-CTGCGCGAATTC
CGCGACCGCTGACC-3’) kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) teknigi ile
cogaltildi. Buna gore, %15 (v/v) gliserol, 0.1 mM dNTP, 100 pmol oligoniikleotid, 100
ng pMRC plazmit DNA ’s1 ve 2.5 U Pfu DNA polimeraz enziminden (Stratagene)
olusan PZR reaksiyon tiipii hazirlandi. R. capsulatus genomu guanin ve sitozin
niikleotidleri acisindan olduk¢a zengin oldugundan, reaksiyon tiiplerine gliserol
eklenmesine ilaveten reaksiyon tiipleri PZR dongiisiinden once 98°C ’de 10 dakika
siireyle inkiibe edildi. Daha sonra 98°C ’de 30 saniye, 62°C ’de 20 saniye ve 72°C ’de 2
dakikadan olusan 30 devirlik PZR programi kullanildi. En son asamada ise PZR tiipleri
72°C ’de 10 dakika ve 4°C *de gece boyu inkiibe edildi.

RRCO00138 genini iceren PZR iiriinli Pgap promotoru ve AraC regiilator
proteininin kontroliinde L-arabinoz ile indiiklenebilen pBAD/Myc-HisA vektoriine
(Invitrogen, Sekil 3.5A) klonlandi. Bunun icin, 828 bg¢ ’lik PZR iiriinii Ncol ve EcoRI
restriksiyon enzimleri ile kesildi ve ayn1 enzimler ile kesilmis pBAD/Myc-HisA vektor
DNA ’smin uclan ile birlestirildi. Boylece elde edilen yeni klon pSEMI17 olarak
isimlendirildi (Sekil 3.5B). pSEM17 plazmiti tizerinde yer alan RRC00138 geninin
niikleotid dizileri pPBAD-Seq-F (5-ATGCCATAGCATTTTTATCC-3") ve pBAD-Seq-
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R (5-GATTTA ATCTGTATCAGG-3’) oligoniikleotidleri kullanilarak her iki uctan
okundu. DNA dizi analizi ile vektoriin translasyon baslama ve sonlanma dizilerinin

dogru bir sekilde yer aldig1 dogrulanmis oldu.
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Sekil 3.5. pPBAD/Myc-HisA vektorii (A) ve tiirevinin (B) fiziksel ve genetik haritasi.
L-arabinoz ile indiiklenen pBAD/Myc-HisA vektorii (Invitrogen) iizerinde yer alan PBAD
(araBAD promotor), heterolog gen islevselliginin dozaja bagh regiilasyonunu saglar. ATG
(Baslama kodonu), translasyonal baglama bolgesini temin eder. MCS (Coklu klonlama bolgesi),
genin vektore insersiyonu igin elverigli restriksiyon enzim dizilerini igerir. C-u¢ myc epitop
kuyrugu (Glu-Gln-Lys-Leu-Ile-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu) proteinin islevselliginin  Anti-myc
antikoruyla; C-u¢ polihistidin bolgesi ise protein islevselliginin Anti-His antikoruyla
gozlenmesini saglar. araC geni, PBAD promotoriin regiilasyonu icin gerekli regiilator proteinini
kodlar. Term, rrnB transkripsiyon terminasyon bolgesini; pBR322 ori (ColE1) ise diisiik oranda
replikasyonu ve E. coli ’de ¢cogalmayi saglar.
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3.2.10.2. RRC00138 Gen Uriiniiniin E. coli *deki isleyisi

RRCO00138 geninin Pgap promotoru kontroliinde E. coli ’deki isleyisi igin
oncellikle pSEM17 plazmiti E. coli plsC(Ts) mutantina transfer edildi ve SM2-
1/pSEM17 transformantt 28°C sicaklikta amfisilin (Amf) antibiyotigi iceren LB
besiyerinde secildi. Daha sonra gece boyu iiremis transformanta ait siv1 kiiltiirden bes
kez 100 ’er pl alinarak 10 ml LB+Amf iceren 100 ’er ml lik erlenmayerlere inokiile
edildi. Hiicreler 600 nm ’de ~0.5 hiicre yogunlugu gosterinceye kadar 28°C ’lik
calkalayicili inkiibatorde iiremeye birakildi. Daha sonra farkli erlenmayerlerde iiretilen
hiicrelere %0 *dan % 2 (w/v) ’ye kadar degisen konsantrasyonlarda (%0.0002, %0.002,
%0.02, %0.2 ve %2) L-arabinoz eklenerek, hiicreler 4 saat siireyle iiretilmeye devam
ettiler. Arabinoz ile indiiksiyondan sonra hiicrelerden 1 ’er ml alinarak, santrifiijle
(13.000 devir/dakika, 3 dakika) ¢oktiiriildii. Pelletler kullanilincaya kadar —20 °C ’de
saklanildi.

3.2.10.3. RRC00138 Gen Uriiniiniin R. capsulatus *daki isleyisi

RRCO00138 geninin R. capsulatus deki isleyisi i¢in oncellikle pBAD promotorii,

AraC proteini ve RRC00138 genini iceren pSEM17 plazmiti pRK415 vektoriine klonlandi.

Bunun igin, Nsil restriksiyon enzimi ile kesilerek linear hale getirilen pSEM17 plazmiti,

Nsil dizisine tamamlayic1 diziye sahip Psfl enzimi ile kesilmis pRK415 vektor dizisi ile
birlestirildi ve pSEM18 plazmiti (Sekil 3.6) elde edildi. Daha sonra pSEM18 plazmiti SA1
(RRCO00138::spe) mutantina konjugasyon ile aktarildi. SA1/pSEM18 transkonjuganti, %?2

L-arabinoz iceren veya icermeyen MPYE besi yerinde aerobik kosullarda 16 saat siireyle

tiretildi ve intrasitoplazmik membran vesikiilleri izole edildi.
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Miul 136

Dral 14802

Dral 13233 Dral 2019

Diral 2711
Dral 2730

Sphl 11233

Sekil 3.6. pPSEM 18 rekombinant plazmitin fiziksel ve genetik haritasz.

pBAD/Myc-HisA vektorii iizerinde yer alan pBAD, araC ve Amp kisaltmalar1 Sekil 3.6 da
aciklanmistir. Plac, pRK415 plazmit promotorii; Tet, tetrasiklin; OriV ise replikasyon orjini
olarak gosterilmistir.

3.2.10.4. RRC00138 Protein Islevselliginin immunoblot (Western blot) Analizi ile

Gozlenmesi

RRCO00138 gen iriiniinin E. coli veya R. capsulatus ’daki islevselligi
immunoblot analizi ile gozlendi. RRCO0138 gen iiriiniin E. coli ’deki islevselligini
gozlemek icin oOncellikle pellet haline getirilen L-arabinoz ile indiiklenen hiicre
ekstraktlar1 100 ml 1X SDS-jel yiikleme boyasinda siispanse edilerek, 95°C ’de 4-5
dakika siireyle inkiibe edilerek denatiire edildi. Daha sonra 10 ml ’lik protein
ekstraktlart %12 ’lik sodyum dodesil sulfat-poliakrilamit jel elektroforezinde (SDS-
PAGE) (Laemmli, 1970) (Ek-2) aynstrildiktan sonra proteinler PVDF

(Polivinildifluorid, Bio-Rad) membranina bir dakika siireyle %100 ’lik metanol



64

icerisinde bekletildi. Daha sonra PVDF membrani, dort adet 3 MM Whatman kagidi ve
jel transfer tamponu (12 mM Tris, 96 mM Glisin, %10 Metanol) icinde 10-15 dakika
siireyle inkiibe edildiler. Whatman kagidi (2)/membran/jel/whatman kagidi (2) sandvici
hazirlanarak elektroforetik transfer sistemine (Trans-Blot Semi Dry Transfer Cell, Bio-
Rad) yerlestirildi. 15 volt *da 30 dakika transfer islemi gerceklesti. Blot daha sonra
metanol igerisinde 1 dakika bekletildi ve 20 ml bloklama ¢ozeltisi (%5 Siit tozu, %0.1
Tween-20, 1X TBS (TBS: 50 mM Tris-pH.7.4, 150 mM NaCl) igerisine alinarak diisitk
devirli calkalayici iizerinde gece boyu 4JC ’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
blot iki kez 5 dakika siireyle 1X TBS-T (TBS-Tween 20) tamponu ile yikandi ve daha
sonra birincil antikorda (anti-Myc1-9E10, 1:250 dilusyonda TBS+ %2 siit tozu) ii¢ saat
oda sicakliginda inkiibe edildi. 5 ’er dakika siireyle ii¢ kez TBS-T tamponu ile
yikamalardan sonra, blot ikincil antikorla (horseradish peroxidase-conjugated anti-
mouse (1:1000 diliisyonda, Amersham Pharmacia Biotech)) bir saat oda sicakliginda
muamele edildi. 5 ’er dakika siireyle ii¢c kez TBS-T tamponu ile yikamalardan sonra,
NiCl, ile aktivitesi arttirilan diaminobenzidin (DAB) boyasi (Hsu ve Soban, 1982) ile
protein gozlendi. Boyama soliisyonu icin, 12.6 mg DAB, 18 ml 50 mM Tris/HCI (pH:8)
soliisyonunda ¢oziildii ve karisima 2 ml %0.3 ’liik NiCl, ilave edildi. Protein bantlarinin
gbzlenmesi i¢in boyama soliisyonuna 5-10 pl hidrojen peroksit (H,O,) damlatilarak 5-
10 dakika siireyle bekletildi. Bandlar belirdikten sonra reaksiyon dH,0 eklenerek

durduruldu.

RRCO00138 geninin R. capsulatus *deki isleyisini gozlemek icin, SA1/pSEM18
transkonjugantinin %?2 L-arabinoz varlifinda veya yoklugunda iiretilmis hiicrelerine ait
kromotofor membran proteinleri (100 pg) 1:1 oraninda 2X SDS-jel yiikleme boyasi ile
karistirnildi. Tipler 37°C ’de 10 dakika siireyle inkiibe edilerek proteinler denatiire
edildi. Membran proteinleri %12 ’lik SDS-PAGE ’de ayristirildi ve daha sonra PVDF
membranina transfer edildi. Blot, anti-Myc1-9E10 antibadisi (1:1000), AP-conjugated
goat anti-mouse (1:1000, Biorad) ve 4-nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-cloro-3-indolyl

phosphate (NBT/BCIP, Sigma Inc.) ile muamele edildi.
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3.2.11. Fenotip Tamamlama Testleri

RRCO00138 gen driiniin E. coli ’deki isleyisini immunoblot analizi ile
gozlendikten sonra, RRC00138 geninin E. coli mutasyonunu tamamlama yetenegi test
edildi. SM2-1/pSEM17 ve negatif kontrol olarak kullanilan SM2-1/pBAD-Myc-HisA
transformantlar1 28°C sicaklikta gece boyu inkiibe edildiler. Daha sonra transformantlar
farkli L-arabinoz konsantrasyonlari (%0.0002, %0.002, %0.02, %0.2 ve %?2) igeren
LB+Amf petri kaplarina iki set halinde ¢izildi. Bir set 28°C ’lik inkiibatorde, diger set
ise 42°C ’lik inkiibatorde gece boyu birakilarak transformantlarin tireme fenotipleri

gozlendi.

Diger yandan, RRC00138 geninin E. coli G3P oksotrofik mutant soyunu (SJ22,
plsB26-plsX50 (Rock ve Jackowski, 1982)) tamamlama yetenegi de testi edildi. Bunun
icin, pSEM17 ve pBAD/Myc-HisA plazmitleri SJ22 mutantina aktanldi ve
transformantlar 37°C sicaklikta inkiibatérde gece boyu inkiibe edildi. RRC00138
geninin E. coli mutasyonunu tamamlama yetenegi icin transformantlar farkli
konsantrasyonlardaki L-arabinoz (%0.0002, %0.002, %0.02, %0.2, %2) varliginda G3P
iceren veya icermeyen MedE besi ortamina ¢izildi ve 37°C ’lik inkiibatorde gece boyu

birakilarak transformantlarin tireme fenotipleri gdzlendi.

3.2.12. In vitro GPAT+AGPAT Aktivite Testi

R. capsulatus yaban soy (MT1131) ve RRC00138 null mutantinin [SAT1;
(RRCO00138::spe)] G3P agilltransferaz (GPAT) ve 1,2 diacil G3P agilltransferaz
(AGPAT) enzim aktivite testi, intrasitoplazmik membran partikiilleri kullanilarak in
vitro kosullarda, Goldfine (1969) 'nin “filter paper” metoduna gore yapildi. Buna gore,
100 mM KH,PO,4 (pH 7.5), 1 mM dithiothreitol (DTT), 0.6 mM G3P, 29 uM cis-18:1-
(A11)ACP (vassenil-agil tastyic1 protein) ve 0.3 pCi ['*C]-G3P ’dan olusan 150 pl ’lik
reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon, 1.25-2.5 pg kromotofor membran
partikiillerinin reaksiyon karisimina eklenmesi ile basladi ve reaksiyon tiipleri 37°C *de
inkiibe edildi. 1nkiibasy0n basladiktan 0., 1., 2. ve 4. dakikalarda tiipler inkiibatdrden

alind1 ve reaksiyon karisimu Whatmann 3MM kagidina konularak reaksiyon durduruldu.
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Daha sonra filter kagit %10, 5 ve 1 ’lik trikloroasetik asit (TCA) ile beser dakika
siirelerle yikandi1 ve kurutuldu. Radyoaktivite miktar1 (cpm) sintilasyon sayim cihazinda

slgiildii.

3.2.13. ["C]-G3P ile In vitro Kosullarda isaretlenmis Kromotofor Membranindan

Lipid izolasyonu ve Ayrisim

Boliim 3.2.11 ’de agiklandigi gibi reaksiyon karisimi hazirlandi ve reaksiyon
tipii 37°C ’de dort dakika siireyle inkiibe edildi. Daha sonra tiiplere 1.6 ml
kloroform:metanol (1:1 v/v) karisimi, 151 pl H,O ve 800 pl 0.1 N HCI eklenerek
reaksiyon durduruldu. Karisim santrifiij ile ¢coktiiriildii (1.200 devir/dakika, 7 dakika) ve
iki faz elde edildi. Lipid bilesenlerini iceren kloroform fazi (alt faz) yeni bir tiipe
aktarild1 ve argon gazi altinda buharlastirildi. Lipidler 200 pl kloroform ’da ¢oziildi ve
10 ul lipid ekstrakti 10x10 cm® boyutundaki silika tabakaya (Silica Gel H plate)
yiiklendi. Ayrica silika tabakanin diger tarafina isaretlenmemis lisofosfatidik asit (10
ng) ve fosfatidik asit (10 pg) standardlann da yiiklendi. TLC tabaka
kloroform:metanol:asetik asit (39:9:3 v/v/v) iceren solvent sisteminde ayristirildi. Silika
tabaka daha sonra fosfoimager (Kodak) i¢inde gece boyu bekletildi ve radyoaktif
lekeler, IMAGEQUANT programi (v. 3.30) kullanilarak Molecular Dynamics
Phosphoimager (Storm 860) ’de tanimlandi. Diger yandan, silika tabakaya iyodin boyast
puskiirtiilerek LPA ve PA standardlarinin silika tabakadaki lokalizasyonu belirlendi ve

radyoaktif lekeler ile karsilastirildi.

3.2.14. Total Hiicre Membran Lipidlerin izolasyonu

3.2.14.1. In vivo Kosullarda [1-14C]asetat ile isaretlenmis Hiicrelerden Lipid

Izolasyonu

R. capsulatus yaban soy, null mutantlart ve transkonjugantlarin MPYE veya
MedA besi yerlerinde 35 ya da 25 °C sicakliktaki gece boyu kiiltiirleri hazirlandi. Gece
boyu kiiltiiriinden 100 ul, 1 ml uygun besiyerine inokiile edildi ve tiiplere 2 pl [1-"*C]-
asetat (60 mCi/mmol) eklendi. Bakteriler MedA besi yerinde 24 saat; MPYE
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besiyerinde ise 30 saat siireyle inkiibe edildi. Diger yandan, benzer sekilde S. meliloti
yaban soy, null mutantlart ve transkonjugantlarin da sivi MedA besiyerinde 30 °C
sicaklikta [1—14C]—asetat varliginda kiiltiirleri hazirlandi. Hiicreler santrifiij ile
coOktiiriildii (4.000 devir/dakika, 5 dakika) ve 500 pl dH,O ile yikanarak tekrar
¢Oktiiriildii. Lipidler Bligh ve Dyer (1959) ’in metoduna gore izole edildi. Bunun igin,
hiicreler once 100 pl dH,O ’da ¢oziildii. Daha sonra 100 pl kloroform:200 pl metanol
hiicrelere eklendi ve hiicreler iki dakika siireyle vortekslendi. Karigima 6nce 100 pl
kloroform eklenerek 30 sn, daha sonra 100 pul dH,O eklenerek 30 sn daha vorteksle
karistirild1 ve hiicreler santrifiijle ¢oktiiriildii. Olusan iki fazdan kloroform iceren alt faz
yeni bir tiipe transfer edildi ve argon gazi altinda buharlastirildi. Lipidler 100 pl

kloroformda ¢6ziildii ve sintilasyon sayim cihazinda radyoaktivitesi (cpm) 6l¢iildii.
3.2.14.2. Radyoaktif ile isaretlenmemis Hiicrelerden Lipid izolasyonu

50 ml ’lik hiicre kiiltiirlerinden lipidlerin izolasyonu Benning ve Somerville
(1992) metoduna gore gerceklestirildi. Buna gore, R. capsulatus yaban soy ve null
mutantlar1 50 ml MPYE ya da MedA sivi besiyerlerinde 35°C sicaklikta; S. meliloti
yaban soy ve OlIsB mutant1 50 ml MedA besiyerinde 30°C sicaklikta eksponensiyonel
faza (Agzonm =0.7-0.8) kadar iiretildi. Hiicreler daha sonra santrifiij ile ¢oktiiriildii ve
dH,O ile yikandi. Hiicreler 0.5 ml dH,O igerisinde siispanse edilerek Corex cam tiipiine
transfer edildi. Tiiplere 4 ml kloroform:metanol (1:1 v/v) karisimi eklendi ve karigim 4-
5 dakika siireyle vortekslenerek lipidler izole edildi. Karisima daha sonra 1 M KCI-0.2
M H3PO, ’dan 1.3 ml eklenerek vortekslenmeye devam edildi. Santrifiij ile ¢oktiirme
(8.000 devir/dakika, 15 dakika) sonunda iki faz olustu. Lipidleri igceren alt klorofom
fazi bir tiipe aktarilarak argon gazi altinda buharlastirildi ve lipid konsantrasyonu 10

mg/ml olacak sekilde lipidler kloroformda ¢6ziildii.

3.2.14.3. Lipid Ekstraklarmn iki Boyutlu Ince Tabaka Kromotografisinde Ayrisim

ve Lipidlerin Gozlenmesi

[1-'“C]-asetat ile isaretlenmis (60.000 cpm) ya da isaretlenmemis (10 ng) lipid
ekstraktlart 10x10 cm? boyutunda analitik TLC silika gel 60 F254 tabakta (Sigma-
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Aldrich) iki boyutlu ince tabaka kromotografi (2D-TLC) yontemiyle ayristirildi. Bunun
icin, silika tabaka once 120°C ’de 30 dakika siireyle inkiibe edilerek aktive edildi.
Lipidler silika tabakanin sag-alt kosesine yiiklendi. Tabaka, kloroform-metanol-dH,O
(14:6:1, vol/vol/vol) *dan olusan solvent iceren tankin icine yerlestirildi. Kapiler olarak
solvent silika tabakanin iist kismina ulagtigi zaman, tabaka tanktan c¢ikarilarak vakum
desikatoriinde 45 dakika siireyle kurutuldu. Daha sonra tabaka saat yoniinde 90°
dondiiriilerek kloroform-metanol-glasiyel asetik asit (13:5:2, vol/vol/vol) ’den olusan

solvent sisteminde ikinci kez ayristirildi (de Rudder ve ark. 1997).

Radyoaktif ile isaretlenmemis R. capsulatus hiicrelerden izole edilen lipidler
ozglin lipid boya spreyleri kullanarak, renk reaksiyonlar1 ile gozlendi. Buna gore,
serbest amino grubu igeren lipidler (PE ve OL) ninhidrin boya ve 1siyla kirmizi-mor
renk vermesiyle diger polar lipidlerinden ayirt edilir. Bunun i¢in, silika tabakaya 6nce
%0.3 ’liik ninhidrin boyas1 (Sigma, N-1286) piiskiirtiildii ve daha sonra tabaka 120 °C
"de 5-10 dakika siireyle 1sitilarak kirmizi-mor renk olusumu gozlendi (Dawson, 1967).
Fosfolipidleri (PE, PG, PC ve DMPE) gozlemek icin silika tabakaya %0.3 (w/v) ’lik
ammonium molibdenum mavi spreyi (Sigma, M-1942) piiskiirtiildii (Dittmer ve Lester,
1964). Bakteri soylarin lipid profilleri PE (Dr. Norah Jonston-UPENN ’dan temin
edildi), PG (Sigma-Aldrich) ve PC (Sigma-Aldrich, P7443) referans substratlariyla
karsilastirilarak tamimlandi. Radyoaktif lipid lekeleri ise Molecular Dynamics

phosphoimager ve IMAGEQUANT programi ile gozlendi.

3.2.15. Kiitle Spektrometri Analizi ile OL in Tammmlanmasi

R. capsulatus ve S. meliloti bakterilerindeki OL in kiitle spektroskobik analizi
Pennsylvania Universitesi-Farmakoloji Boliimii-Kiitle Spektroskobi Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Buna gore oncellikle, R. capsulatus MT1131 yaban soyu ve RRC00139-
RRCO00138 ikili mutant1 (SAS), S. meliloti de Sm-1021 yaban soyu ve OlsB mutantina
(ORLD1) ait lipidler (10 ng) 20x20 cm? boyutundaki silika tabakaya yiiklendi. Tiim
lipid profilini herhangi bir boya kullanmadan gézlemek icinde aym tabakaya yaklasik
10.000 cpm [1-"*Clasetat ile isaretlenmis lipid ekstraktlarn da yiiklendi. Lipidler 2D-

TLC ’de ayristirild1 ve fosfoimager ile tiim membran polar lipidlerinin yerleri belirlendi.
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Daha sonra yaban soylarda OL iceren leke, mutantlarda ise PE nin hemen altinda OL
lekesine karsilik geldigi bilinen bolge tabakadan kazinarak cikarildi. OL iceren (ve
icermeyen) silika partikiilleri 500 pl kloroform:metanol (30:70, vol/vol) ve 0.1% formik
asit (pH 5.6) icerisinde ¢oziilerek, santrifiij edildi (9.000 devir/dakika, 2 dakika). Elde
edilen iist sivi elektrospray iyonizasyon kiitle spektrometre (MS/MS) (Applied
Biosystems/MDS Sciex, Foster City, CA) teknigi ile analiz edildi.

3.2.16. “Pulse-chase” isaretleme ve Immunopresipitasyon

Fonksiyonel sitokrom c, proteinin (Myllykallio ve ark., 1997) minimal MedA
besi yerinde 35°C sicakliktaki iiretimi ve yikim oram1 “pulse-chase” isaretleme ve
immunopresipitasyon yontemleri kullanilarak incelendi. Bu amacla, karboksil ucu
FLAG oktapeptid dizisine (Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) bagli sitokrom cy
genini (sit ¢y-FLAG) tastyan pHM7 plazmiti (Myllykallio ve ark., 1997) yaban soy
(MT1131) ve RRC00139-RRC00138 ikili mutantina (SAS8) aktarildi. Elde edilen
transkonjugantlar MedA besi yerinde 35°C sicaklikta eksponensiyonel faza kadar
(Ag30=0.75) iiretildi. Hiicreler, son konsantrasyonu 1 mCi/ml olacak sekilde [14C]amin0
asit karisimi ile bes dakika siireyle inkiibe edildi ve protein sentez inhibitorii
kloramfenikol (200 mg/ml) varliginda veya yoklugunda kasamino asit (%0.1) eklenerek
reaksiyon durduruldu. Belli zaman noktalarinda (0, 0.5, 1, 2, 5, 10, 30, 60, 120, 240 ve
480 dakika), 1 ml ’lik hiicreler alinarak, buzda bekletildi. Hiicreler daha sonra
santrifiijle coktiiriildii ve DNaz (50 mg/ml), RNaz (50 mg/ml), fenilmetilsiilfonik asit (1
mM) ve €-amino-n-kaproik asit (0.1 mM) iceren 100 pl lizis tamponunda (CelLytic™ B
2X Cell lysis reagent, Sigma B7310) coziildi. Hiicreler iki dakika siireyle
vortekslenerek lizis edildi. 0.2 mg/ ml lizozim hiicrelere eklendikten sonra tiipler oda
sicakliginda 10 dakika siireyle bekletildi. Daha sonra tiiplere 10 mM EDTA eklendi ve
hiicreler 13.000 devir/dakika da 15 dakika siireyle ¢oktiiriildii. Herbir zaman noktasi
icin, toplam 1.25 x10° cpm iist siv1 alind1 ve 40 pl Anti-Flag M2 affinity jel (Sigma
A2220) igceren eppendorf tiibiine aktarildi. Karisim, 4°C ’de ii¢ saat siireyle calkaliyicilt
inkiibatorde inkiibe edildi. Immunokompleks daha sonra santrifiij ile coktiiriildii ve bes
kez %0.01 dodesilmaltosit iceren 1X TBS tamponunda yikandi. Pelletler 1X SDS-6rnek

yiikkleme tamponunda c¢oziilerek, 95°C ’de 4-5 dakika siireyle inkiibe ederek proteinler
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denatiire edildi. Proteinler %15 lik SDS-PAGE ’de ayrnistirildi. Elektroforez sonrasinda
jel, %25 metanol — %10 asetik asit icerisinde 20 dakika bekletildi ve sonrasinda
kurutularak fosfoimager kasetine yerlestirildi. Radyoaktif protein bandlari Molecular

Dynamics phosphoimager ve IMAGEQUANT programi ile analiz edildi.



4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1. MR2, 1J1 ve AYG4 Mutantlarindaki Mutasyon Tasiyan Gen(ler)in

Belirlenmesi

Onceki calismalarda, R. capsulatus MR2, 1J1 ve AYG4 isimli mutantlarin
sitokrom cbbs oksidaz negatif (Nadi ) fenotiplerinin enziminin yapisal (ccoNOQP) ve
bilinen biyogenesiz (ccoGHIS) genleri ile Nadi pozitif fenotipe tamamlanmadig
gosterilmistir. R. capsulatus’ un kromozomal DNA kiitiiphaneleri kullanilarak yapilan
tamamlama testleri sonucunda, bu mutantlarin oksidaz fenotipini tamamlayabilen
kromozomal DNA parcalar1 (pMRC, pMRB/pAY1) izole edildi (Koch ve ark., 1998;
Aygiin, 1999). Bu calismada, ilgili fenotipten sorumlu gen(ler)in belirlenebilmesi igin
kromozomal DNA parcalan iizerinde yer alan genlerin aktiviteleri bozularak elde edilen

null (knock-out) mutantlarinin genetik ve biyokimyasal analizleri yapildi.

MR2, IJ1 ve AYG4 mutantlarinda Nadi fenotipini yaban soy oraninda
tamamlayan 5600-b¢ ’lik EcoRI-EcoRI DNA parcasin1 (pMRC) tek bir noktadan kesen
veya hi¢ kesmeyen restriksiyon endoniikleaz enzim haritast MacVector™ 7.2.3.
programi kullanarak tespit edildi. Daha sonra Materyal ve Yontem ’de ayrintili sekilde
aciklandig1 gibi, kromozomal DNA parcalan {izerinde yer alan bircok agik okuma
bolgesi delesyon-insersiyon yapilarak bozuldu ve boylece pSEM2 [A(RRC00132-
RRC00133::spe)], pSEM3 (RRC00136::spe), pSEM4 (RRC00138::spe), pSEMI11
[A(RRCO0138::spe)], pSEM16 [A(RRC00138::spe)]l, pSEM7 [A(RRC00142::spe)],
pSEMO [A(RRCO00139::spe)] ve pSEMI13 [A(RRC00138-RRC00139::spe)] isimleri
verilen rekombinant plazmitler elde edildi (Sekil 3.2, 3.3 ve 3.4). Bu plazmitler daha
sonra MR2, 1J1 ve AYG4-25 (pOX15 plazmiti ¢ikartilmis AYG4 mutant soyu; Aygiin,
1999) mutantlarina caprazlamayla aktarildi ve plazmitlerin mutantlarin  Nadi
fenotiplerini tamamlama yetenekleri test edildi. Buna gore, pSEM2, pSEM3 veya
PSEM7 plazmitini tasiyan her iic mutant Nadi fenotipini korudu (Cizelge 4.1). Buna
karsilik, (RRC00138::spe) mutasyonuna sahip pSEM4 veya pSEM 16 plazmitini tagiyan
IJ1 Nadi~ fenotipini korurken, AYG4-25 ve MR2 ise Nadi* fenotipi gosterdi (Cizelge
4.1). Diger yandan [A(RRCO00139::spe)] mutasyonuna sahip pSEM9 plazmitini tasiyan
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IJ1 mutant Nadi® fenotipi gosterirken, AYG4-25 ve MR2 mutantlar1 ise Nadi
fenotiplerini korudular (Cizelge 4.1). RRC00138 ve RRCO00139 genlerinin birlikte
delesyonunu [A(RRCO00139-RRCO00138::spe)] tasiyan pSEM13 veya pSEMII1
plazmitinin varh@inda da dogrulayici bicimde mutantlarin yine Nadi® fenotipi
tagidiklar1 goriildii (Cizelge 4.1). Bu sonug, RRC00I/38 geninin [J1 mutantinin;
RRCO00139 geninin de MR2 ve AYG4-25 mutantlarinin fenotipinden sorumlu

olduklarini gosterdi.

4.2. Null Mutant Eldesi ve Mutantlarin Fenotipik Karakterizasyonu

Genetik tamamlama testleri sonunda RRC00I38 ve RRC00139 genlerinin
sitokrom cbhbs oksidaz enziminin aktivitesi icin gerekli yeni genler olabilecekleri
sonucuna varildi. Ancak hem elde edilen bu sonucu dogrulamak hem de kromozomal
DNA parcas iizerinde yer alan diger genlerin verdigi fenotipik 6zellikleri belirlemek
icin genlere ait null mutantlar1 olusturuldu. Bunun i¢in, ‘Knock-out’ yontemiyle elde
edilen [A(RRCO0132-RRC00133::spe)], (RRCO00136::spe), [A(RRCO0138::spe)],
(RRC00138::spe), [ARRC00142::spe)], [A(RRCO0139::spe)] ve [A(RRCO00139-
RRCO00138::spe)] insersiyon-delesyon alleleri R. capsulatus un MT1131 yaban soy
kromozomuna GTA partikiilleri aracilifinda homolog rekombinasyon yoluyla aktarildi
(Yen ve ark., 1979). Boylece sirastyla SA2 [A(RRC00132-RRC00133::spe)], SA3
(RRC00136::spe), SA4 [A(RRCO0138::spe)]l, SAl (RRCO00138::spe), SAS
[A(RRCO0142::spe)], SA6  [A(RRC00139::spe)] ve SA8  [A(RRC00139-
RRCO00138::spe)] null mutantlar1 elde edildi. Mutantlarin farkli besi ortamlarindaki
(zenginlestirilmis MPYE ve minimal MedA) Nadi reaksiyonunu katalizleyebilme
yetenekleri ile iireme Ozellikleri incelendi (Cizelge 4.2). SA2, SA3 ve SAS mutantlart
farkli besi yerlerinde aerobik ve fotosentetik kosullarda iireyebilme yetenegi ve Nadi*
fenotipi gosterdi. Buna karsilik, SA1, SA4, SA6 ve SA8 mutantlar1 ise optimal
inkiibasyon sicakliginda (35°C) her iki besi yerinde de sitokrom ¢ oksidaz
aktivitesinden yoksun olup, Nadi fenotipi verdi (Cizelge 4.2; Sekil 4.1). Ayrica bu null
mutantlar1 fotosentetik kosullarda besi ortamina bagl farkli tireme fenotipi gosterdi.
Buna gore mutantlar MedA besiyerinde fotosentez ile iireyebilirken, MPYE besi

yerinde ise iireyemedi (Cizelge 4.2; Sekil 4.1). Boylece SA1, SA4, SA6 ve SAS null
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mutantlarinda gozlenen Nadi fenotipi ve fotosentetik kosullardaki iireme 6zellikleri
kimyasal mutagenez sonunda elde edilen MR2, 1J1 ve AYG4 mutantlarinin fenotipi ile

ayn1 oldugu goriildii.

Cizelge 4.1. Delesyon-insersiyon alleli tasiyan rekombinant plazmitlerin MR2, 1J1 ve
AYG4-25 mutantlarin Nadi fenotiplerini tamamlama yetenekleri.

Nadi fenotipleri

Plazmitler | Genotip J1 MR2 | AYG4-
25
pPMRC2 ilvD™, exoD*, RRC00135", RRC00136",|  + — —
RRC00138", RRC00139~, RRC00140™,
RRC001427, proA™

pSEMI1 ilvD™, exoD*, RRC00135%, RRC00136",| — - —
RRC00138~, RRC00139~, RRC0O0140™,
RRC001427, proA™

pSEM2 ilvD™, exoD*, RRC00135%, ARRC00136, — — —
RRC00138~, RRC00139~, RRC00140™,
RRC001427, proA™

pSEM3 A(ilvD-exoD), RRC00135%, RRC00136", — - -
RRC00138~, RRC00139~, RRC0O0140™,
RRC001427, proA™

pMRC ilvD™, exoD*, RRC00135", RRC00136",|  + + +
RRC00138%, RRC00139*, RRC00140"
RRC00142", proA™

pSEM4 ilvD™, exoD*, RRC00135%, RRC00136,| — + +
RRC00138~, RRC00139*, RRC00140*
RRC00142", proA™

pSEM7 ilvD™, exoD™, RRC00135~, RRC00136~ | — — —
RRC00138~, RRC00139~,
A(RRC00140), RRC00142", proA™
pSEM9 ilvD™, exoD™, RRC00135~, RRC00136~|  + — —
RRC00138*, ARRC00139),
RRC00140", RRC00142", proA™
pSEMI1 | ilvD™, exoD", RRC00135%, RRC00136" — — —
A(RRC00138), RRC001397,
RRC00140~, RRC00142~, proA™
pSEMI16 | ilvD™, exoD", RRC00135*, RRC00136" — + +
A(RRC00138), RRC00139",
RRC00140~, RRC00142™, proA™
pSEMI13 | ilvD ™, exoD", RRC00135%, RRC00136 | — — —
A(RRC00138-RRC00139), RRC001407,
RRC00142", proA™
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Cizelge 4.2. R. capsulatus null mutantlarinin farkli besi ortamlarinda aerobik ve
anaerobik fotosentetik kosullar altindaki tireme ozellikleri ve Nadi reaksiyonunu
katalizleme yetenekleri.

MedA® MPYE®
Soylar  Genotip SP/Nadi* F S/Nadi F
MT1131 Yaban soy +/+ + +/+ +
SAl (RRC00138:spe) +/— + +/— _
SA2 (RRC00136::spe) +/+ + +/+ +
SA3 [A(ilvD-ExoD):: spe] +/+ + +/+ +
SA4 [A(RRC00138):spe] +/— + +/— -
SA5 [A(RRCO00140):: spe] +/+ + ++ +
SA6 [A(RRC00139):spe] +/— + +/— -
SAS8 [A(RRC0O0139-RRC00138):spe] +/— + +/— -

* MedA, minimal besi yeri; MPYE, zengin besi yeri.

S, aerobik kosullarda tiremeyi; F, fotosentez ile iiremeyi; + ve — ise belirtilen kosullar altinda
R. capsulatus soylarinin iireme yetenegini gosterir.

° Nadi* veya Nadi~, sitokrom c oksidaz aktivitesinin varhigini veya yoklugunu gosterir.

Diger yandan, MR2, 1J1 ve AYG4-25 mutantlarinin Nadi fenotipini tamamlayan
PMRC plazmiti SA1, SA4, SA6 ve SA8 null mutantlarina aktarildiginda, beklenildigi
gibi mutantlar her iki besi yerinde de Nadi® fenotipi gosterdiler ve zenginlestirilmis
MPYE besi ortaminda fotosentez ile iireyebilme yetenegini geri kazandilar. Genomda
RRC00138 veya RRC0O0139 geninin inaktivasyonu, sitokrom cbbs oksidaz aktivitesinin
eksikligine neden oldugundan, bu genlerin enzim aktivitesi i¢in gerekli, daha 6nce rapor

edilmemis ve oksidaz biyogenesizde rol alan yeni genler oldugunu dogruladi.
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Sekil 4.1. R. capsulatus RRC0O0138 ve RRC00139 null mutantlarinin sicaklik ve besi yerine bagh iireme fenotipleri.
R. capsulatus soylart solunum (listteki iki sira) ya da fotosentetik (alttaki iki sira) tireme kosullarinda MPYE veya MedA besi
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4.3. RRC00138 ve RRC00139 Genlerinin Dizi Analizi

R. capsulatus RRC0O0138 ve RRC00139 genleri genomda 2G06-2D11 isimli
DNA parcast tiizerinde yer alir. Buna gore, RRC00139 geni 123.579-122.803
pozisyonda, RRC00138 geni ise 122.803-121.976 pozisyonda bulunur. RRC00139, 777
b¢ uzunlugunda olup, 259 amino asitten olusur ve tahmini 29.315 Da molekiiler
agirligina sahiptir. RRC00138 ise 828 b¢ uzunlugunda olup, 276 amino asitten olusur ve
tahmini 30.718 Da molekiiler agirligindadir.

R. capsulatus genom bilgi bankasinda (http://www.ergo-light.com/ERGO/CGI/)

RRCO00138 gen iiriiniiniin membran gliserofosfolipid biyosentezinde gerekli 1-agil-sn-
gliserol-3-fosfat agiltransferaz (PlIsC, AGPAT) enzimini kodladigi bildirilmistir.
Gergekten de genom bilgi bankasindan elde edilen RRC00138 amino asit dizisinin

BLAST analizleri (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi/) yapildiginda, bu

protein dizisinin pek c¢ok prokaryotik ve okaryotik organizmalarin AGPAT dizisi
(COGO0204 ortolog grubu, pfam01553) ile yiiksek derecede benzerlige sahip oldugu
goriildii (Sekil 4.2). Ornegin; RRC00138 amino asit dizisi E. coli PIsC dizisi ile %26
oraninda ayni ve %39 oraninda benzer amino asit igerir. Yine, RRC00138 dizisi
Saccharomyces cerevisiae 'nin PIsC dizisi ile %33 oraninda ayni1 ve %48 oraninda
benzer amino asite sahiptir. RRC00138, tipki E. coli ve diger organizmalardaki AGPAT
‘lar gibi gliserol agiltransferazlara 6zgiin korunmus dizilere sahiptir. E. coli ’de AGPAT
enzimi, acil zincirini acil-a¢il tagiyici protein (ACP) ya da agil-koenzim A (CoA) ’dan
alarak 1-acil-sn-gliserol-3-fosfat (lisofosfatidik asit, LPA)’ a transfer ederek, membran
gliserofosfolipidlerin oncii bileseninin (1,2 diagil-sn-gliserol-3-fosfat (fosfatidik asit,

PA)) olusumunu saglar (Rock ve ark., 1981).

Diger yandan R. capsulatus genom bankasinda RRC00139 gen iiriinii hipotetik
sitozolik protein olarak tanimlanmistir. RRC00139 hakkinda detayl bilgiye ulasabilmek
icin genom bankasindan elde edilen RRC00139 un amino asit dizisi diger prokaryotik ve
okaryotik organizmalarin genomlar ile karsilastirildi (BLAST analizi) ve RRC00139
dizisinin hemolisin fonksiyonuna sahip protein ailesiyle (COG3176 ortolog grubu;

Tatusov ve ark., 2001) homolojiye sahip oldugu goriildii.
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Sekil 4.2. R. capsulatus RRC00138 amino asit dizisinin diger organizmalardaki homologlar ile karsilastirilmasi.

RRC00138 dizisi (R.caps_138); E. coli (E.coli_PIsC), S. cerevisiae (S.cere_PIsC) ve N. meningitidis (N.meni_NlaA) bakterilerindeki AGPAT dizileri
ile CLUSTAL W programi kullanilarak karsilastirildi. BOXSHADE programi kullanarak tam korunmus amino asit dizileri siyah kutu, kismen
korunmus diziler ise gri kutu icerisinde gosterildi. Gliserol agiltransferazlarda korunmus HX4D motifi ise (*) ile gosterilmistir.
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4.4. RRC00138 ve RRC00139 Null Mutantlarimin C-tipi Sitokrom Protein Profili

SA4 [A(RRCO0138::spe)], SA6 [A(RRCO00139::spe)] ve SA8 [ARRCO00139-
RRCO00138::spe)] null mutantlarinin  c-tipi  sitokrom igerigi TMBZ/SDS-PAGE
(Schigger ve von Jagow, 1987; Thomas ve ark., 1976) analizi ile incelendi (Sekil 4.3-A
ve B). Zenginlestirilmis (MPYE) veya minimal (MedA) besiyerlerinde solunumla
tireyen null mutantlarinin intrasitoplazmik membran vesikiilleri (kromotofor membrani)
ve ¢Oziiniir kisimlar1 Materyal ve Yontem ’de agiklanildig: gibi izole edildi ve proteinler
Trisin-SDS-PAGE sisteminde elektroforez ile ayristirildi. C-tipi sitokromlar, icerdikleri
kovalent bagli hem gruplarinin peroksidaz aktivitelerinden yararlanilarak, TMBZ

(3,37,5,5’-tetrametilbenzidin) ve hidrojen peroksit (H,O,) varliginda gozlendi.

R. capsulatus yaban soyu (MT1131) solunumla iretildiginde; hiicrenin
intrasitoplazmik membran vesikiillerinde, 32, 31, 29 ve 28 kDa molekiiler agirliklarinda
membrana bagl dort farkli c-tipi sitokrom proteinleri gozlenir (Sekil 4.3-A; 2. ve 6.
kuyular). 31 kDa molekiiler agirhigindaki protein, sitokrom bc; kompleksinin ¢; alt
birimi (Gray ve ark., 1994; Jenney ve ark., 1994), 29 kDa agirligindaki protein ise,
membrana bagl elektron tasiyici gorevi yapan sitokrom c, proteinidir (Jenney ve
Daldal, 1993; Jenney ve ark., 1994; Myllykallio ve ark., 1999). 32 ve 28 kDa molekiiler
agirhigindaki proteinler ise, sitokrom cbbs oksidaz ’1n sitokrom ¢, ve ¢, alt birimleridir
(Gray ve ark., 1994; Koch ve ark., 1998). Suda ¢6ziiniir formda ise yaban soy yaklagsik
14 kDa molekiiler agirligindaki sitokrom ¢, ve sitokrom ¢’ proteinlerini icerir (Sekil

4.3-B; 1. kuyu).
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Sekil 4.3. R. capsulatus RRC00138 ve RRC00139 null mutantlarinin c-tip sitokrom
protein profili.

Zenginlestirilmis MPYE veya minimal MedA besi ortaminda optimal sicaklikta (35°C)
aerobik kosullarda iireyen yaban soy ve null mutantlarindan izole edilen intrasitoplazmik
membran vesikiilleri (A) ve 35°C sicaklikta MPYE besi ortaminda iireyen hiicrelerden izole
edilen ¢o6ziiniir kistm (B) %16.5’luk Trisin-SDS-PAGE ’de ayristirildi (Schigger ve von
Jagow, 1987). Elektroforezden sonra, TMBZ (3’3,5’,5-tetrametilbenzidin) boyama (Thomas
ve ark., 1976) ile c-tipi sitokromlarin varligi gozlendi. ¢, ve c,, sitokrom cbb; oksidaz
enziminin alt birimleri; ¢, sitokrom bc; kompleksinin alt birimi; c¢,, membrana bagh
elektron tasiyici protein; c,, periplazmik elektron tagiyici protein. Ys, Yaban soy (MT1131);
A138, RRC0O0138 null mutant1 (SA4); A139, RRC00139 null mutant1 (SA6), A139-138,
RRC00139-138 ikili mutant1 (SA8); A139-8/(139-8)", kromozomal DNA parcasini tastyan
RRC00139-138 ikili mutant1 (SA8/pMRC).
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RRC00139 ve RRC00138 null mutantlar1 optimal sicaklikta (35°C) aerobik kosullarda
tiretildiklerinde besi yerine bagl farkli c-tipi sitokrom profili icerdikleri goriildii. Buna
gore, zengin MPYE besi ortaminda {ireyen mutant hiicrelerden izole edilen
intrasitoplazmik membran vesikiillerinde yaban soya kiyasla az miktarda olmakla
beraber sadece sitokrom c; proteini gozlendi (Sekil 4.3-A; 3-5. kuyular). Coziiniir kisim
incelendiginde ise mutantlarin sitokrom ¢, proteinini iiretemedikleri goriildii (Sekil 4.3-
B; 2-4. kuyular). Buna karsilik, minimal MedA besi yerinde lireyen mutantlardan elde
edilen intrasitoplazmik membran vesikiilleri ve ¢oziiniir kisim incelendiginde ise yaban
soya kiyasla az miktarda olmakla beraber tiim c-tipi sitokromlan igerdikleri goriildii
(Sekil 4.3-A; 3-5. kuyular ve data gosterilmemistir). SA4, SA6 ve SA8 null
mutantlarinin Nadi fenotipini tamamlayabilen pMRC plazmiti aktarildiginda ise elde
edilen transkonjugantlarin beklenildigi gibi tiim c-tipi sitokrom proteinleri yaban soy

oraninda tiretebildikleri goriildii (Sekil 4.3-A; 10. kuyu).

Fotosentetik kosullarda minimal MedA besi ortaminda iireyen SA4, SA6 ve SAS8
null mutantlarindan izole edilen intrasitoplazmik membran vesikiilleri incelendiginde
mutantlarin yaban soyda oldugu gibi sitokrom c; ve sitokrom c, proteinlerini i¢erdikleri
goriildii. Ancak mutant hiicrelere ait c¢oziiniir kisim incelendiginde ise mutantlarin

periplazmik sitokrom c; ’yi sentezlemedigi belirlendi (data gosterilmemistir).

4.5. RRC00138 ve RRCO00139 Null Mutantlarimin Zengin Besi Ortamindaki
(MPYE) Sicakhga Bagh Fenotipi

RRC00139 ve RRC00138 null mutantlarinin optimal sicaklikta (35°C) besi
yerine bagli farkli fenotipik ozellikleri dikkate alinarak, mutantlarin diisiik sicaklikta)
gosterdikleri fenotipler de incelendi. Buna gore null mutantlar1 farkli besi ortaminda
25°C sicaklikta iiretildi ve mutantlarin Nadi fenotipleri, fotosentetik iireme 6zellikleri
ve c-tipi sitokrom profili irdelendi (Cizelge 4.3; Sekil 4.1 ve Sekil 4.4). RRC00138
(SA4), RRC00139 (SA6) ve RRC00139-RRC00138 (SA8) mutantlarinin 35°C sicaklikta
MPYE besiyerinde gosterdikleri Nadi~ fenotipinin aksine, 25°C ’de mutantlar sitokrom
c oksidaz aktivitelerini geri kazandilar (Nadi®). Ayrica, mutantlarin 25°C ’de oksijensiz

fotosentetik kosullarda MPYE besi ortaminda iireme yeteneklerini geri kazandiklar1 da
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gozlendi (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.1). Bundan bagka, SA4 mutantinin 25°C sicaklikta
MPYE besiyerinde {iireyen hiicrelerinden izole edilen kromotofor membranlar
incelendiginde de mutantin yaban soya kiyasla az olmakla beraber membrana bagl tiim

c-tipi sitokrom proteinlerini icerdigi goriildii (Sekil 4.4).

Cizelge 4.3. RRC00138 ve RRCO00139 null mutantlarimin farkli sicaklik ve besi
ortamlarinda fotosentetik iireme 6zellikleri ve Nadi fenotipleri.

35°C 25 °C
MedA®? MPYE? MedA MPYE
Nadi® F¢ Nadi F Nadi F Nadi F
Mutant
SA4 (ARRC00138::5spe) - + - - - + + .
SAG6 (ARRC00139::5pe) - + - - S e .
SA8 - + - - _ + + +

[A(RRCO0138-139)::spe]

*MedA, minimal besi yeri; MPYE, zenginlestirilmis besi yeri;

"Nadi* ya da Nadi", sitokrom ¢ oksidaz aktivitesinin varligin1 ya da yoklugunu;

‘F, fotosentez ile iiremeyi; + ve — ise belirtilen kosullar altinda soylarin iireme yetenegini
gosterir.

Mutantlarin sicakliga bagli MPYE besiyerinde gosterdikleri farkli fenotiplerinin
aksine mutantlar 25°C sicaklikta MedA besiyerinde tipki 35°C sicaklikta oldugu gibi
Nadi™ fenotipi gosterdi (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.1). Diger yandan, 25°C sicaklikta MedA
besiyerinde iireyen SA4 mutantinin intrasitoplazmik vesikiilleri incelendiginde 35°C
"de gosterdikleri protein profilinin aksine bircok c-tipi sitokrom proteinlerini daha
diisiik miktarda icerdigi goriildii (Sekil 4.4). Mutanlarda gézlenen sicakliga bagli bu
fenotip degisikliklerini anlamak igin sicaklik-degisim deneyi yapildi. Buna gore,
mutantlar MPYE besiyerinde 25°C sicakliktaki inkiibatorde 2-3 giin siireyle iiretildi ve
daha sonra 35°C ’lik inkiibatore transfer edilerek 1-2 giin daha iiremeye birakildi.

Mutantlarin  Nadi fenotipleri incelendiginde ise sitokrom oksidaz aktivitelerini
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kaybettikleri goriildii (Nadi"). Bunun aksine, 35°C sicakliktaki inkiibatérde iki giin
stireyle tiretildikten sonra 25°C ’lik inkiibatorde 1-2 giin tiremeye birakildiklarinda ise

oksidaz aktivitelerini geri kazandiklar1 ve boylece Nadi* fenotipi gosterdikleri goriildii.

MPYE Med A
Ts Al3E Y¥s  Al38
kDa
31 Gy e | c— —
—
28 o - R
28 T, e
1 2 3 4 5

Sekil 4.4. R. capsulatus RRC00138 null mutantinin (SA4) 25°C sicaklikta MPYE veya
MedA besi ortaminda aerobik kosullarda iireyen hiicrelerinden izole edilen
intrasitoplazmik membran vesikiillerindeki c-tip sitokrom profili.

4.6. RRC00139 Geni RRC00138 ’in islevselliginde Polar Etki Gostermez

Genetik tamamlama testleri ile RRC00138 genini iceren pMRC2 plazmitinin 1J1
ve SA4/SA1 mutantlarini; RRC00139 genini iceren pMRB/pAY1 plazmitlerinin de
MR2/AYG4-25 ve SA6 mutantlarimin Nadi fenotiplerini tamamladig goriildii.
RRC00139 geninin, RRC0O0138 geninin islevselliginde herhangi bir polar etkisinin olup
olmadigini anlamak i¢in detayli genetik tamamlama testleri yapildi. Buna gore, pSEM4
(RRC0O0138::spe)  plazmiti SA6  mutantina  [A(RRC00139::spe)];  pSEM9
[A(RRCO00139::spe)] plazmiti ise SA4 [A(RRC0O0138::spe)] mutantina aktarildi ve elde
edilen transkonjugantlarin Nadi fenotipleri incelendi. SA6/pSEM4
([A(RRCO0139::spe)]/(RRC0O0138::spe)) ve  SA4/pSEM9  ([A(RRCO0138::spe)l/
[A(RRCO0139::spe)]) transkonjugantlart sitokrom ¢ oksidaz aktivitelerini geri
kazanarak Nadi® fenotipi gosterdi. Bu sonug, RRC00139 genindeki interpozon
mutagenesizin RRC00138 geninin islevselliginde herhangi bir polar etkisinin

olmadigim gosterdi.
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4.7. RRC00138 Geninin E. coli plsC(Ts) Mutant Fenotipini Tamamlama Yetenegi

RRCO00138 ’in amino asit dizisi AGPAT ailesi ile yiiksek derecede benzerlik
gosterdiginden, RRC00I38 geninin AGPAT aktivitesine sahip bir enzim kodlayip
kodlamadigi incelendi. Bu amacla, RRC00138 geni E. coli plsC(Ts) mutantina (SM2-1)
aktarilarak, genin mutasyonu tamamlama yetenegi test edildi. SM2-1 mutant1 p/sC ’nin
sicaklifa duyarli (Ts) allelini tasir ve 42°C sicaklikta tireyemez (Coleman, 1990).
RRCO00138 geninin tamamlama yetenegini test edebilmek icin, dncellikle RRC00138
geni Pgap promotoru altinda L-arabinoz ile indiiklenebilen pPBAD/Myc-HisA vektoriine
klonland1 (pSEM17 plazmiti, Sekil 3.5B). RRC00138 geninin SM2-1 mutantindaki
isleyisi L-arabinozun indiiksiyonu ile gerceklesti ve genin islevselligi Anti-myc antikoru
varliginda immunoblot analizi ile gozlendi. Buna gore, %0.02, 0.2 ve 2 ’lik L-arabinoz
ile indiiklenen SM2-1/pSEM17 transformant hiicrelerinden izole edilen protein
ekstraktlarinda, yaklagik 31 kDa biiyiikliigtinde bir protein band1 gozlendi (Sekil 4.5-A,
3-5. kuyu). Bu deger, RRC0O0I138 gen iiriinii i¢in hesaplanan 30.718 Da molekiiler
agirligina denk gelmektedir. Bu protein bandi, L-arabinoz ile indiiklenmeyen

hiicrelerden elde edilen protein ekstraktlarinda ise gozlenmedi (Sekil 4.5-A, 2. kuyu).

Genetik tamamlama testi icin, SM2-1/pSEM17 transkonjugant1 farkli L-arabinoz
konsantrasyonlarinda hazirlanan LB petri kabima c¢izilerek, 42°C ’lik inkiibatorde
tiretildi. %2 ve %0.2 ’lik L-arabinoz iceren besi ortaminda tam (Sekil 4.5-B); %0.02 ’lik
L-arabinoz iceren besi ortaminda ise az bir tireme goézlendi. Negatif kontrol olarak

cizilen SM2-1/pBAD-Myc-HisA transkonjugantinda ise herhangi bir tireme gozlenmedi.

R. capsulatus -da bugiine kadar heniiz tamimlanmis plsB homologu
bulunmadigindan RRC00138 geninin AGPAT ile birlikte GPAT aktivitesini de kodlayip
kodlamadig test edildi. /n vivo kosullarda RRC00138 gen iiriiniiniin GPAT aktivitesini
test etmek i¢in, RRC0O0138 genini tagiyan plazmit E. coli plsB26, plsX50 G3P oksotrofik
mutantina (SJ22; Rock ve Jackowski, 1982) aktarilarak, genin mutasyonu tamamlama
yetenegi incelendi. E. coli SJ22 mutantinda, p/sB26 alelli mutant proteinin kararlilik

ozelligini ve enzimin kinetigini degistiren missense mutasyonu tasir. Diger yandan
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plsX50 alleli ise missense mutasyonu tagimakta olup, plsB mutantinin G3P oksotrofik
ozellik gostermesi i¢in mutlak gereklidir. pSEM17 plazmitinin SJ22 mutantina
aktarilmasiyla elde edilen transformant G3P ’dan yoksun ancak farkli L-arabinoz
konsantrasyonlarina sahip minimal besi yeri (MedE) iceren petri kaplarinda optimal
tireme sicakliginda (37°C) diiretildi. SJ22/pSEM17 transformanti yiliksek L-arabinoz
(%?2) iceren besi ortaminda bile herhangi bir tireme gostermedi (Sekil 4.5-C). Tiim bu
sonuclar bize R. capsulatus RRC00138 geninin 6zgiin AGPAT aktivitesiyle E. coli plsC

geninin fonksiyonel homologu oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.5. R. capsulatus RRC00138 gen iiriiniin E. coli *deki isleyisi ve E. coli plsC
ve plsB-plsX mutantlarinin tireme fenotipini tamamlama yetenegi.

(A) Immunoblot analizi. (1), L-arabinoz ile indiiksiyondan onceki; (2), indiiklenmemis
total; (3), %0.02 ’ lik L-arabinoz ile indiiklenmis; (4) %0.2 ’lik L-arabinoz ile indiiklenmis
ve (5), %2 ’lik L-arabinoz ile indiiklenmis hiicre ekstraktlar1 %12 ’lik SDS-PAGE de
ayristirildi ve PVDF membranina transfer edilerek RRC00138 proteini Anti-myc antikoru
ile gozlendi.

(B) RRCO00138 genini tasiyan E. coli sicakliga duyarli mutantin (plsC(Ts)) %2 ’lik L-
arabinozun varliginda veya yoklugunda iireyebilme yetenegi.

(C) RRCO0I138 genini tasiyan E. coli gliserol-3-fosfat oksotrofik mutantin %2 ’lik L-
arabinozun varliginda veya yoklugunda iireyebilme yetenegi.
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4.8. RRC00138 Gen Uriiniin R. capsulatus *daki islevselligi

RRCO00138 gen firiiniin R. capsulatus ’daki isleyisini gézlemek icin oncellikle
pBAD promotérii tarafindan kontrol edilen RRC00138 genini tagiyan plazmit pRK415
plazmitine klonlanarak pSEM18 plazmiti (Sekil 3.6) elde edildi ve rekombinant
plazmit SA1 (RRCO00138::spe) mutantina c¢aprazlamayla aktarildi. SA1/pSEM18
transkonjugant1 ve negatif kontrol olarak kullanilan SA1 mutanti %2 L-arabinoz iceren
veya icermeyen MPYE besiyerinde iiretildi ve hiicrelerden izole edilen kromotofor
membranlarindaki RRC00138 proteinin isleyisi immunoblot teknigi ile incelendi.
Beklenildigi gibi yaklasik 31 kDa molekiiler agirligindaki protein bandi %2 L-arabinoz
iceren besi ortaminda iireyen SA1/pSEM18 transkonjugantinda gézlendi (Sekil 4.6, 4.
kuyu). Diger yandan, SA1/pSEMI18 transkonjugantinin L-arabinoz iceren veya
icermeyen MPYE besiyerlerindeki Nadi fenotipi ve c-tipi sitokrom profili de incelendi.
L-arabinozun varhi@i veya yoklugunda transkonjugantin Nadi reaksiyonunu
katalizleyebildigi ve tiim c-tipi sitokrom proteinlerini yaban soy oraninda iiretebildigi

gozlendi (data gosterilmemistir).

. RRCO0138
(31 kDa)

Sekil 4.6. R. capsulatus RRCO0138 gen iiriiniin R. capsulatus ’daki isleyisinin
immunoblot teknigi ile analizi.

(1), (RRC00138::spe) mutantinin indiiklenmemis; (2), (RRC00138::spe) mutantinin %?2 ’lik L-
arabinoz ile indiiklenmis; (3) (RRC00138::spe)/(RRC0O0138)+ transkonjugantinin
indiiklenmemis; (4), (RRC00138::spe)/ (RRC0O0138)+ transkonjugantinin %?2 ’lik L-arabinoz
ile indiiklenmis hiicrelerinden izole edilen kromotofor membranlart immiinoblot teknigi ile
incelendi.
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4.9. RRC00138 Null Mutantinda in vitro GPAT+AGPAT Aktivite Testi

RRC00138 ile diger AGPAT homologlarinin protein diizeyinde gosterdikleri
homoloji, RRC0O0I38 gen iiriintiin R. capsulatus *da AGPAT olarak gorev alabilecegi
ihtimalini getirdi. Bu nedenle, in vitro kosullar altinda acil vericisi olarak cis-vasenil-
ACP ve agil alicis1 olarak ['*C]-G3P kullanilarak R. capsulatus yaban soy (MT1131)
ve RRC00I38 null mutantinin (SA1) intrasitoplazmik membran vesikiillerinde
GPAT+AGPAT aktiviteleri Materyal ve Yontemde aciklandigi gibi “filter-disk™ testi
(Goldfine, 1969) ile incelendi. Buna gore, RRC00I38 mutantinin yaban soy oraninda
G3P aciltransferaz aktivitesi gosterdigi goriildii (Sekil 4.7A). Ayrica, her iki soya ait
reaksiyon karigimi silika tabakada ince tabaka kromotografisi (TLC) yontemiyle
aynistirilldiginda da RRC0O0138 mutantinin yaban soy ile benzer oranda PA ’yi
tiretebildigi gozlendi (Sekil 4.7B).
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Sekil 4.7. R. capsulatus yaban soy ve RRC00138 null mutantinin in vitro kosullardaki
GPAT+AGPAT aktivite testi.

A) MPYE besi ortaminda solunumla iireyen yaban soy ve RRC00138 mutantina ait
intrasitoplazmik membran vesikiilleri '*C-G3P ile isaretlendi ve farkli zaman noktalarinda
alinan 6rneklerdeki enzim aktivitesi ol¢iildii.

B) "*C-G3P ile isaretlen intrasitoplazmik membran vesikiillerindeki lipidler izole edildi ve TLC
tabakada ayristirildi. LPA, lisofosfatidik asit; PA, fosfatidik asit; Ys, yaban soy; A138,
RRCO00138 null mutant1 (SA1).
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R. capsulatus *da RRC00138 geninin inaktivasyonun letal olmamasi, mutantlarin yaban
soy oraninda G3P agciltransferaz aktivitesi gostermesi ve PA ’y1 iiretebilmesi bize c-tipi
sitokrom proteinlerinin yoklugunun gliserofosfolipid biyosentez yolundaki bir
eksiklikten kaynaklanmadigin1 gostermektedir. Ayrica bu sonu¢ R. capsulatus 'un E.
coli *den farkli olarak gliserofosfolipid biyosentezi i¢in alternatif AGPAT enzim(ler)ini
de kullanabilecegini gosterdi. Biyoinformatik analizlerle R. capsulatus genomunda
AGPAT protein dizisi ile homoloji gosteren iki ag¢ik okuma bolgesi (RRC00316 ve
RRC03498) tespit edildi. RRC00316 geni, genomda RRC00138 ile aym bolgede yer
alirken, RRC03498 geni ise genomda bu iki genden farkli bir bolgede yer almaktadir.

4.10. RRC00138 ve RRC00139 Aminoasit Dizilerinin Ornitin Lipid Biyosentezini

Katalizleyen Gen Uriinlerin Dizileri ile Homolojisi

Yeni yapilan biyoinformatik analizlerle, RRC0O0138 geninin amino asit dizisinin
bitkilerde nodiil olusturan Sinorhizobium meliloti OlsA protein dizisi ile yiiksek
derecede homoloji gosterdigi goriildii (%29 oraninda aym ve %25 oraninda benzer
amino asit) (Sekil 4.8). Benzer sekilde, RRC00139 amino asit dizisi de ayni bakterinin
OlsB dizisi ile yiiksek derecede benzerlik gosterdi (%34 oraninda ayni ve %28 oraninda
benzer amino asit) (Sekil 4.9). olsA ve olsB gen iiriinleri S. meliloti *de ornitin lipid
(OL) biyosentez yolunda gerekli genlerdir (Gao ve ark., 2004; Weissenmayer ve ark.,
2002). RRC00138 ve RRC00139 genlerinin protein diizeyinde OlsA ve OlsB dizileriyle
homoloji gostermesi, bize RRCO0138 ve RRC00139 genlerinin R. capsulatus *da OL
biyosentezinden sorumlu genler olabilecegi ihtimalini getirdi. Bu nedenle, RRC00138
ve RRC00139 null mutantlarindaki membran polar lipid profilleri incelenerek, bu iki

genin OL biyosentezinde gerekli genler olup olmadigi arastirildi.
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Sekil 4.8. R. capsulatus RRC00138 *in amino asit dizisi ile S. meliloti OIsA ’in amino asit dizisinin karsilagtirilmasi.
(*), her iki proteinde de korunmus amino asitleri; (:) ve (.) ise her iki proteinde bulunan benzer amino asitleri gosterir.
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Sekil 4.9. R. capsulatus RRC00139 ’in amino asit dizisi ile S. meliloti OlsB ’in amino asit dizisinin karsilagtirilmasi.

(*), her iki proteinde de korunmus amino asitleri; (:) ve (.) ise her iki proteinde bulunan benzer amino asitleri

gosterir.
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4.11. RRC00138 ve RRC00139 Null Mutantlarinin Membran Polar Lipid Profili

R. capsulatus MT1131 yaban soy, RRC00138 ve RRC00139 null mutantlarina
ve transkonjugantlara ait [“C)asetat ile isaretlenmis veya isaretlenmemis hiicrelerden
toplam hiicresel lipidleri Materyal ve Yontem ’de agiklandig gibi izole edildi. Membran
polar lipidleri [fosfatidilethanolamin (PE), dimetilfosfatidilethanolamin (DMPE),
diacilgliseril trimetilhomoserin (DGTS), fosfatidilgliserol (PG), fosfatidilkolin (PC) ve
ornitin lipid (OL)] relatif mobilitileri (RF), uygun referans kimyasal ve 0zgiin
bilesiklerden yararlanilarak ve S. meliloti yaban soyunun (Sm-1021) lipid profili
(Weissenmayer ve ark., 2002; Gao ve ark., 2004) (Sekil 4.10) ile karsilastirilarak
tamimlandi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. S. meliloti yaban soy ve OlsB mutantinin membran polar lipid profili.
Minimal MedA besi yerinde ['*Clasetat varliginda iireyen S. meliloti 1021 yaban soyu (A) ve
OlsB null mutantinin [A(olsB::kan), AAK1] (B) lipid ekstraktlar1 iki boyutlu ince tabaka
kromotografi (2D-TLC) teknigi ile ayristirildi. Membran lipidleri, fosfatidil gliserol (PG),
fosfatidil ethanolamin (PE), dimetilfosfatidilethanolamin (DMPE), fosfatidil kolin (PC),
kardiolipin (CL) ve ornitin lipid (OL) TLC kromotograminda gosterilmistir. Solvent sistemi
olarak birinci boyut (1) i¢in kloroform/metanol/dH,O (14:6:1, v/v/v) ve ikinci boyut («) igin
ise kloroform/metanol/glasiyal asetik asit (13:5:2, v/v/v) kullanildi (de Rudder ve ark., 1999). O,
orjin.



92

R. capsulatus MT1131 yaban soyuna ait toplam lipid ekstrakt: ['*C]-asetat ile
isaretlenmis veya isaretlenmemis hiicrelerden izole edildi ve iki boyutlu ince tabaka
kromotografi (2D-TLC) teknigi ile ayristirildi (Sekil 4.11A, 4.12A, 4.13A). Radyoaktif
ile isaretlenmemis toplam hiicre lipid ekstraktlani kromotogramda ayristirildiktan sonra
serbest amino gruplarmi tasiyan lipidleri (PE ve OL) gozlemek icin kromotograma
ninhidrin boyas1 piiskiirtiildii. Boyama sonunda sadece iki lipid lekesi ninhidrin boyasi
ile reaksiyon gostererek kirmizi-mor renk verdi (Sekil 4.11A). Daha sonra membran
gliserofosfolipidlerini gozlemek i¢in kromotograma molibdenum mavisi piiskiirtiildii.
Fosfat grubu iceren lipidlere ait spotlar molibdenum boyasi ile mavi renk verdi
(6rnegin, PE, PG, PC, data gosterilmemistir). Ninhidrin-pozitif ve molibdenum mavisi-
pozitif gosteren lipid lekesi kromotograma yiiklenen farkli ticari lipid markirlarin
yardimiyla PE olarak tanimlandi. Ancak PE nin hemen altinda yer alan diger ninhidrin-
pozitif lekesi ise molibdenum mavisi ile reaksiyon gostermedi. S. meliloti de aymi 2D-
TLC solvent sistemi kullanildiginda gozlenen bu ninhidrin-pozitif ve molibdenum
mavisi-negatif lekenin kiitle spektrometrik analizler ile OL olarak tanimlanmistir (Sekil
4.11A ve Geiger ve ark., 1999). Yine kullanilan lipid markirlan sayesinde molibdenum
mavisi-pozitif fakat ninhidrin-negatif lipid lekelerin de PC ve PG ’ye karsilik geldigi

goriildii (data gosterilmemistir).

MT1131 yaban soyunun [*C]-asetat ile isaretlenmis hiicrelerinden izole edilen
lipidler 2D-TLC ’de aynstirildi ve radyoaktif lipid lekeleri S. meliloti yaban soy
hiicrelerine ait lipid profili (Sekil 4.10A) ile karsilagtirildi. Buna gore, PE, PG, PC,
DMPE ve OL ’nin varligr diger yandan CL ’nin yoklugu R. capsulatus yaban soyunda
gozlendi (Sekil 4.12A ve Sekil 4.13A).

MPYE veya MedA besiyerlerinde ['“C]-asetat varhiginda ya da yoklugunda
tireyen SA4, SA6 ve SAS8 null mutantlarina ait hiicresel lipidler analiz edildiginde,
mutantlarin yaban soy oraninda membran fosfolipidlerini (PE, PC, PG ve DMPE)
tiretebildikleri gozlendi (Sekil 4.12B, C ve D, Sekil 4.13B ve C). Ancak OL ’e karsilik
gelen lipid lekesi hem ninhidrin boyamayla (Sekil 4.11B ve C) hem de fosfoimager da
goriilmedi (Sekil 4.12B, C ve D; Sekil 4.13B ve C). Ayrica farklh besi ortamlarinda
(MPYE veya MedA) iireyen mutantlarda OL ’nin gozlenmemesi OL ’nin yoklugunun
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besi ortaminda bagl olmadigim gosterdi (Sekil 4.12B, C ve D; Sekil 4.13B ve C). Diger
yandan, RRC00138 ve RRC00139 null mutantlarinin Nadi fenotipini tamamlayan
pPMRC plazmitini tasidiklarindaki OL ’i {iiretebilme yetenegi incelendiginde ise

transkonjugantlarin OL ’i yaban soy oraninda iiretebildikleri gézlendi (Sekil 4.12D).
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Sekil 4.11. R. capsulatus yaban soy, RRC00138 ve RRCO00139 null mutantlarinda
serbest amino grubuna sahip lipidlerin ninhidrin boyama ile belirlenmesi.

Minimal MedA besi yerinde optimal sicaklikta tireyen R. capsulatus MT1131 yaban soyu (A),
RRCO00139 null mutant1 [A(RRC00139::spe), SA6] (B) ve RRC00138-RRC00139 ikili mutantina
[A(RRCO00138-RRC00139::spe), SA8] (C) ait lipid ekstraktlart Sekil 4.10 *da aciklandigi sekilde
ayristirilldi ve kromotograma ninhidrin boyasi piiskiirtiildii. Serbest amino grubu iceren
lipidlerin (fosfatidil ethanolamin (PE) ve ornitin lipid (OL)) ’in kromotogramdaki
lokalizasyonlar1 gosterilmistir. 1, PE standartini; 2, Lisofosfatidilethanolamin (LPE) standartin;
O ise orjini gosterir.
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Sekil 4.12. Minimal MedA besi yerinde ["“C]asetat varliginda biiyiitiilmiis R. capsulatus yaban soy, RRC00138 ve RRC00139
null mutantlarinin membran polar lipid profili.

MedA besi yerinde [“C]-asetat ile isaretlenmis R. capsulatus MT1131 yaban soyu (A), RRC00138 null mutant1 [A(RROOC138::spe), SA4]
(B), RRC00139 null mutanti [A(RRC00139::spe), SA6] (C), RRC00139-138 ikili mutanti [A(RRC0O0138-RRC00139::spe), SA8] (D) ve
PMRC plazmitini tasiyan RRC00138 mutantina [SA4/pMRC] (E) ait lipid ekstraktlar1 Sekil 4.10 *da agiklandig1 sekilde ayristirildi ve
fosfoimager da radyoaktif lipid lekeleri tarandi. Membran lipidlerin (PG, PE, DMPE, PC ve OL) kromotogram iizerindeki lokalizasyonlar1
gosterilmistir. O, orjin.
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Sekil 4.13. Zenginlestirilmis MPYE besi yerinde ['*C]-asetat varliginda biiyiitiilmiis R. capsulatus yaban soy, RRC00138 ve RRC00139

null mutantlarinin membran lipid profili.
MPYE besi yerinde optimal sicaklikta ["C]-asetat ile isaretlenmis R. capsulatus MT1131 yaban soyu (A), RRC00138 null mutant1 [A(RROOC138::spe),

SA4] (B), RRC00139 null mutantina [A(RRC00139::spe), SA6] (C) ait lipid ekstraktlar1 Sekil 4.10 ’da agiklandig: sekilde ayristirildi ve fosfoimager da
radyoaktif lipid lekeleri tarandi.
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R. capsulatus yaban soy, null mutantlari ve transkonjugantlarda gozlenen polar
lipidlerin total yiizdesi incelendiginde, OL ’den yoksun null mutantlardaki PE, PG ve
PC miktarlarinin yaban soy oraninda oldugu gozlendi. Ancak mutanlarin Nadi
fenotipini tamamlayan pMRC plazmitini tagiyan transkonjugantlardaki OL miktarinin
yaban soya kiyasla iki kat arttig1 gozlendi. Yine transkonjugantlardaki PE miktarinda
mutantlara kiyasla artma buna karsilik PC miktarinda ise azalma goriildii (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. MedA besi yerinde iireyen R. capsulatus yaban soy, RRC00138 ve

RRC00139 null mutantlariin  ve transkonjugantlarin  membran polar lipid
kompozisyonu.

Lipid kompozisyonu (Toplam 4C *m % ’si)

PE PG PC OL
Yaban soy 19.1£0.6 20.1£03 454%£0.2 43x02
Mutantlar
SA4 [A(RRC00138::spe)] 21.2£0.1 229%£02 419+£04 nd
SA6 [A(RRC00139::spe)] 174£05 18.6£0.3 56.2+0.8 n.d.

SA8 [A(RRC00139-138::spe)] 18 £0.6 20.5£0.4 49.5+£0.7 nd

Transkonjugantlar

SA4/pMRC 333+03 193+£0.2 237%£03 9.7+0.7
SA6/pMRC 30.7+£0.5 18.6%£0.3 339%x04 9.2%+0.5
SA8/pMRC 320+0.7 23.0%£04 243%0.6 9.4%0.5

n.d. gézlenmeyenler

RRCO00138 ve RRCO00139 mutantlarinin MPYE besiyerinde sicaklifa bagh
gosterdikleri fenotip degisikleri géz Oniine alinarak SA4 mutantinin 25°C sicakliktaki
polar lipid kompozisyonu yaban soy ile karsilastirilarak incelendi (Sekil 4.14). Buna

gore SA4 mutantinin 25°C ’de MPYE besiyerinde iireyen hiicrelerinden izole edilen
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lipid ekstraktlar analiz edildiginde mutantin OL disinda tiim fosfolipidleri yaban soy
oraninda {iretebildigi gozlendi (Sekil 4.14B). Boylece, OL ’in farkli sicaklik ve
besiyerlerinde yokluguna ragmen, hiicreler ancak belli sicaklik ve besiyeri
kombinasyonlarinda farkli c-tipi sitokrom proteinlerini iiretebildigi goriildii. Bu da bize,
OL ’in bakterilerdeki roliiniin fizyolojik iireme kosullariyla sikica baglantili olma

olasiligini diisiindiirdii.
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Sekil 4.14. 25°C sicaklikta MPYE besi yerinde iireyen RRC00138 null mutantinin
membran polar lipid profili.

25°C sicaklikta MPYE besi yerinde ['*CJ-asetat varliginda iireyen MT1131 yaban soyu (A) ve
SA4 mutantina (B) ait lipid ekstraktlart Sekil 4.10 ’da agiklandig sekilde ayristirildi ve
fosfoimager da radyoaktif lipid lekeleri tarandi.

4.12. R. capsulatus *da OL Biyosentezi Fosfat Miktariyla Ilgili Degildir

Genellikle OL, bakteriyel total lipidlerin oldukcga kiigiik bir kismin1 olusturur.
Ancak baz tiirlerde ortamdaki sinirhi fosfat varliginda PE ’nin miktarinda azalma buna
karsilik OL ’nin miktarinda ise artma gozlenir (Minnikin ve Abdolrahimzadeh, 1974;
Benning ve ark., 1995; Geiger ve ark., 1999). Bu nedenle, R. capsulatus *daki OL
miktarinin da ortamdaki fosfat miktariyla bir iligkisi olup olmadig incelendi. MedA
minimal besi yeri 20 mM fosfat icerirken, MPYE besi yeri sinirli miktarda (yaklasik 1-3
mM) fosfat icermektedir. Buna gore, MT1131 yaban soyu 0.1 mM, 1 mM veya 20 mM

fosfat iceren minimal MedA besi yeri veya zenginlestirilmis MPYE besi yerinde ["*C)-
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asetat varhiginda tiretildi ve total hiicre lipidleri 2D-TLC teknigi ile ayristirildi (Sekil
4.15A, B, C ve D). MedA besi ortamindaki fosfat konsantrasyonu 20 mM (ya da 1 mM)
’dan 0.1 mM ’a diistiigiinde fosfat grubundan yoksun diagilgliseril trimetilhomoserinin
(DGTS, Benning ve ark., 1995; Geiger ve ark., 1999) miktarinda gozlenen artis ile
yaban soydaki total lipid kompozisyonu degisti (Sekil 4.15A). Ancak OL miktarinin
farkli fosfat konsantrasyonlarinda benzer oranda oldugu gozlendi (Sekil 4.15A, B, C ve
D). Boylece, yaban soyunun yiiksek fosfat (1 mM ya da 20 mM) igeren MedA ve
MPYE besi yerlerinde benzer lipid profiline sahip olmas1 bize R. capsulatus ’daki OL

sentezinin ortamdaki fosfat miktar1 ile diizenlenmedigini gosterdi.
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Sekil 4.15. Farkli fosfat konsantrasyonlari iceren besi ortamlarinda iireyen R. capsulatus yaban soyunun hiicresel lipid profili.
0.1 mM fosfat (A), 1 mM fosfat (B) ya da 20 mM fosfat (C) iceren minimal Med A besiyerinde ya da zenginlestirilmis MPYE besi yerinde
(D) ["*C]-asetat varliginda iireyen R. capsulatus MT1131 yaban soyuna ait lipid ekstraktlart Sekil 4.10 *da a¢iklandigi sekilde ayristirildi ve

fosfoimager da radyoaktif lipid lekeleri tarandi.
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4.13. R. capsulatus ve S. meliloti Tiirleri Arasinda Heterolog Tamamlama Testi

RRCO00138 ve RRC00139 genleri S. meliloti ’deki OL biyosentez yolunda
gerekli genler ile homoloji gosterdiklerinden, R. capsulatus genlerinin S. meliloti
genlerinin fonksiyonel homologu olup olmadiklarin1 anlamak igin iki tiir arasinda
tamamlama testi yapildi. Buna gore, S. meliloti olsB genini tasiyan plazmit (pJG21, Gao
ve ark., 2004) R. capsulatus RRC00139 null mutantina (SA6); diger yandan R.
capsulatus RRC00139 genini tasiyan plazmit (pSEM?20) ise S. meliloti OlsB™ mutantina
(AAKI1, Gao ve ark., 2004) caprazlama ile aktarildi. SA6/pJG21 ve AAKI1/pSEM20
transkonjugantlarinin MedA besi yerinde ["*C)asetat varliginda iireyen hiicrelerinden
izole edilen lipid ekstraktlar1 analiz edildiginde her iki heterolog transkonjugantin da
OL i tiretebildigi gozlendi (Sekil 4.16B). Ayrica, SA6/pJG21 transkonjugantinin farkl
besi ortamlarindaki Nadi fenotipi ve c-tipi sitokrom profilleri de incelendiginde,
transkonjugantin Nadi® fenotipini geri kazandig1 ve tiim c-tipi sitokrom proteinlerini

yaban soy oraninda liretebildigi gozlendi (data gosterilmemistir).

Diger yandan, R. capsulatus RRC00I139-RRC00138 genlerini tasiyan plazmit
(PMRC) S. meliloti OlsA™ mutantina (ORLD1, Weissenmayer ve ark., 2002); S. meliloti
olsA genini tasiyan plazmit (pBW51) de R. capsulatus RRC00138 null mutantina (SA4)
aktarildi. SA4/pBW51  transkonjuganti OL ’i iiretemezken (Sekil 4.16C),
ORLDI1/pMRC transkonjugant:1 ise oldukca yiiksek oranda OL ’i iiretebilme yetenegi
kazandig1 goriildi (Sekil 4.16D). Tiim genetik ve biyokimyasal tamamlama testleri, R.
capsulatus RRC00138 ve RRC00139 genlerinin S. meliloti olsA ve olsB genlerinin

fonksiyonel homologlar1 olduklarim gosterdi.



A B
., DTS
® . FE
OL. gy DMVFE
PE FG PC
OL., ’ DLFE L]
. -
2] B3 @PC
- -q—; -q—‘
C D
(] .
DGTS :
) PE FE
o TE OL_, @ rEE
PG PC e
]
- CL PG | "3
i . uim

Sekil 4.16. R. capsulatus ve S. meliloti tiirleri arasinda heterolog tamamlama testleri ve transkonjugantlarin polar lipid profili.

R. capsulatus RRC00139 genini tasiyan S. meliloti OlsB mutanti (AAK1/pSEM20) (A), S. meliloti olsB genini tasityan RRC00139 null
mutant1 (SA6/pJG21) (B), S. meliloti olsA genini tasiyan RRC00138 null mutant1 (SA4/pBW51) (C) ve R. capsulatus RRC00138-139
genlerini tasiyan S. meliloti OlsA mutantina (ORLD1/pMRC) (D) ait lipid ekstraktlar1 Sekil 4.10 ’da agiklandigi sekilde ayrigtirildi ve
fosfoimager da radyoaktif lipid lekeleri taran
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4.14. R. capsulatus OL ’in Kimyasal Yapisi

R. capsulatus OL ’in kimyasal yapis1 kiitle spektrometre analizi ve S. meliloti
OL ’in kimyasal yapisi ile karsilastirilarak incelendi. R. capsulatus ve S. meliloti
bakterilerinin yaban soylarina ait hiicresel membran lipidleri 2D-TLC ’de ayristirildi ve
OL ’e karsilik gelen leke silika tabakadan kazinarak kiitle spektrometre teknigi
kullanilarak analiz edildi. Pozitif kontrol olarak kullanilan S. meliloti OL ekstrakti icin
kiitle spektrumun 600-800 m/z ’lik bolgesi tarandiginda literatiirde gosterildigi gibi
(Geiger ve ark., 1999) 694 m/z *de giiglii bir iyon [M + H]" gozlendi (Sekil 4.17A).
Ayrica, 694 m/z ’lik bu iyonun MS/MS analizi yapildiginda ise sirasiyla protonlanmis
ornitin ([Orn + H]"), ornitin B ve ornitin immonium iyonlarina karsilik gelen 415, 397,
379, 361, 133, 115 ve 70 m/z ’lik fragment iiriinleri elde edildi. Buna karsilik, R.
capsulatus yaban soyuna (MT1131) ait OL ise 680 m/z ’de giiclii bir iyon verirken, aym
iyon RRC00139-RRC0O0138 ikili mutantinda (SA8) ise gozlenmedi (Sekil 4.17B). R.
capsulatus yaban soyunda gozlenen 680 m/z ’lik iyonun MS/MS ve devamindaki
fragmentasyon analizi, spektrumun diisiik kiitle bolgesinde (400 m/z ‘e kadar) tipki S.
meliloti OL ’de gozlenildigi gibi 397, 380, 361, 133, 115 ve 70 m/z ’lik iiriinlerin

varligim gosterdi.

S. meliloti deki OL ’nin 694 m/z olmasina karsilik, R. capsulatus OL ’in 680
m/z olmast iki farkli bakteri soylarindaki OL ’ler arasinda 14 m/z ’lik bir farka sebep
olmustur. Lisoornitin lipide (LOL) [M + H]" karsilik gelen 415 m/z ’lik degere kadar
fragmentasyon profili (Geiger ve ark., 1999; Gao ve ark., 2004) iki bakteride de ayn1
olup (Sekil 4.17A ve B), bu da iki farkli OL arasindaki farkliligin LOL diizeyinde
olamayacagin1 gosterdi. S. meliloti OL ’in ikinci agil zincirinin 14 m/z ’lik 19 karbon-
siklopropen yag asit zinciri igcerdigi bilinmektedir (Geiger ve ark., 1999). Ancak, R.
capsulatus genomunda siklopropen yag asiti sentez enzimini (cfa) kodlayan herhangi bir
gen bulunmadigindan, OL ’nin ikinci yag asiti zincirinde siklopropen halkasinin
bulunamayacagi (Grogan ve Cronan, 1997), buna karsilik Rhodobacter tiirlerinde
olduk¢a baskin olan 18:1-(A1l1) doymamis yag asitinin bulunabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu nedenle Sekil 4. 18B ’de R. capsulatus *daki OL ’in kimyasal

yapist tahmini olarak c¢izilerek, S. meliloti OL ile karsilastirilmistir.
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Sekil 4.17. R. capsulatus ve S. meliloti bakterilerindeki OL ’in kiitle spektrometre teknigi ile analizi.

Kontrol 6rnek olarak hazirlanan S. meliloti yaban soy (1021) ve OIsA mutanti (A), R. capsulatus yaban soy (MT1131) ve RRC00139-138 ikili
mutantina (SAS8) (B) ait OL ’e karsilik gelen kromotografideki leke MS ve MS/MS analizine tabi tutuldu. Sag tarafta yer alan kutu, 670-720 m/z lik
bolgede OL ’e karsilik gelen biiyiik iyonun yaban soydaki varligini buna karsilik mutantta ise yoklugunu gosterir. Yaban soya ait bolge kirmizi renkte,

mutanta ait bolge ise mavi renkte gosterilmistir.
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Sekil 4.18. S. meliloti ve R. capsulatus tiirlerinde bulunan OL ’in kimyasal yapisi.

(A), S. meliloti *de tanimlanmus (Geiger ve ark., 1999) ve (B) R. capsulatus ’da ise tahmini OL ’in kimyasal yapis1. Iki farkli tiirdeki OL
’ler arasinda ikinci yag asitinde gozlenen fark elips icerisine alinmustir. S. meliloti OL ’in ikinci yag asitinde siklopropen halkasinin varlig
kesin olarak bilinmekte olup, R. capsulatus OL ’de ise siklopropen halkasi bulunmamaktadir.
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4.15. OL ’in Yoklugunda Minimal Besi Ortaminda (MedA) 35°C Sicaklikta

Sitokrom c, ’in Uretimi ve Yikim

OL ’den yoksun mutantlarda gozlenen c-tip sitokrom proteinlerinin
miktarlarindaki azalmanin, az miktarda iiretilmelerinden mi yoksa cabucak yikima
ugramalarindan m1 kaynaklandigim1 anlamak icin “pulse-chase” deneyi yapildi. Buna
gore, karboksil ucu FLAG epitopuna bagl sitokrom ¢y proteinini tastyan pHM7 plazmiti
(sitokrom ¢y-FLAG) yaban soy ve RRC00139-RRC00138 ikili mutantina (SAS)
aktarildi. Daha sonra, MedA besi yerinde 35°C sicaklikta SA8 mutantinda gozlenen
sitokrom ¢y proteininin miktar1 sitokrom c¢y-FLAG plazmitini tagiyan ve tagimayan
MT1131 yaban soyu ile karsilastirildi (Sekil 4.19). Bu amacla MedA besi yerinde
tireyen SA8/pHM7 ve MT1131/pHM7 transkonjugantlar1 ve MT1131 soyu bes dakika
siireyle ['*C]-amino asit karisinu ile inkiibe edildi. Isaretlenen hiicrelere %0.1 kasamino
asit eklenerek reaksiyon durduruldu. Farkli zaman araliklarinda (0., 1., 2., 5., 10., 30,
60., 120. ve 480. dakikada) ornekler alinarak hiicreler lizis tamponu ile parg¢alandi ve
hiicre ekstraktlar anti-FLAG antikoruna baglh agaroz jel (Anti-FLAG M2 Affinity gel)
ile muamale edildi. Jele baglanmis immunokompleksler (I) ve iist sivilar (U) SDS-
PAGE ’de aynistirildi ve radyoaktif protein bandlar fosfoimager da incelendi. Buna gore
FLAG epitopuna tasiyan plazmite sahip yaban soy hiicrelerindeki (MT1131/pHM?7)
sitokrom ¢y ’in varli1 ve degisen zaman araliklarindaki sabitligi gozlendi (Sekil 4.19A
ve B). Ancak OL ’den yoksun mutantlar incelendiginde ise mutantin sitokrom cy
proteinini yaban soya kiyasla daha az tirettigi goriildi (Sekil 4.19C). Diger yandan, hem
yaban soy hem de mutantaki sitokrom cy proteinin yikim oraninin 480. dakikaya kadar
benzer kaldigi goriildii (data gosterilmemistir). Boylece, MedA besi yerinde 35°C
sicaklikta, OL ’in yoklugunun sitokrom c¢y ’in yikimindan ziyade proteinin iiretimi
tizerinde etkili oldugu belirlendi. Bu bulgular bize OL ’in en azindan membrana bagl

sitokrom ¢, proteinin biyogenesiz siirecinde bir sekilde gerekli olabilecegini gosterdi.
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Sekil 4.19. 35°C sicaklikta minimal MedA besi yerinde iireyen OL ’den yoksun

mutantta gézlenen sitokrom cy proteinin iiretimi ve yikima.

Karboksil-uca bagli FLAG epitopuna sahip pHM?7 plazmitini tasiyan R. capsulatus yaban soy
(Ys, MT1131) (A ve B) ve RRC00139-138 ikili mutant1 (A139-138, SA8) (C) bes dakika
stireyle [14CJamino asit karisimi ile isaretlendi ve reaksiyon %0.1 kasmino asit eklenmesiyle
durduruldu. Farkli zaman noktalarinda alinan orneklerdeki sit cy-FLAG ’1n miktar1 anti-FLAG
antikoru ile gozlendi.
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4.16. RRC00138 ve RRC00139 Mutantlarinda Membran Protein Profili

Zenginlestirilmis MPYE besi ortaminda optimal sicaklikta (35°C) iireyen
RRCO00139-RRCO00138 ikili mutanti (SA8) ve yaban soyun kromotofor membran
proteinleri SDS-PAGE analizleriyle karsilastirildi. OL ’den yoksun SA8 null
mutantinda heniiz bilinemeyen farkli membrana bagli proteinlerin miktarlarinda 6nemli
degisiklikler gozlendi. SA8 mutantinda bazi membran proteinlerin miktarinda yaban
soya kiyasla azalma, buna karsilik bazi proteinlerin miktarinda ise 6nemli l¢iide artma
gozlendi (Sekil 4.20). Bu durum, hiicrelerin 35°C ’de MPYE besi yerinde
tiretildiklerinde OL yoklugunun c-tipi sitokrom proteinlerinden bagka bir¢cok sitoplazma

dis1 proteinlerini de etkiledigini gosterdi.
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N Sekil 4.20. Yaban soy ve OL ’den yoksun
- mutantin membran protein profillerinin SDS-
B ] — - PAGE ile karsilastirilmasi.
=l Yaban soy (Ys, MT1131) ve OL iiretemeyen
L RRC00139-RRC00138 ikili mutant1 ([J139-138,
= SA8) 35°C sicaklikta MPYE besi ortaminda
e | biiyiitiilmiis hiicrelerinden intrasitoplazmik
e membran vesikiilleri izole edildi. 50 pug protein %15
= ’lik SDS-PAGE de ayristirildi ve jel Coomassie
mavisi ile boyandi. OL ’den yoksun mutantta farkli
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5. Tartisma

Fakiiltatif fototrof R. capsulatus *da c-tipi sitokrom proteinleri, elektron transfer
zincirinde bagimsiz ya da enzim komplekslerinin (sitokrom bc; kompleksi ve sitokrom
cbbs oksidaz) bir alt birimi olarak yer alan membrana bagli veya periplazmada ¢oziiniir
proteinlerdir. R. capsulatus ’da c-tipi sitokrom proteinlerinin yapimi ve islevsel hale
gelmesi sirasinda mutlak gerekli en az on adet gen (ccmABCDEFGHI ve ccdA)
tanimland1 (Kranz ve ark.,1998; Thony-Meyer, 2002; Allen ve ark., 2003). Bakterinin
solunum zincirinin en son elektron alic1 proteini olan sitokrom cbb; oksidaz enziminin
posttranslasyonal siirecinde ise ccoGHIS genlerin 6nemli rol aldig1 belirlenmistir (Koch
ve ark., 2000). Fakat, daha onceki ¢alismalarla izole edilen R. capsulatus *da sitokrom
cbbs oksidaz aktivitesinden yoksun (Nadi") besi ortamina baglh farkli fotosentetik iireme
ve c-tipi sitokrom protein profili gosteren 1J1, MR2 (Koch ve ark., 1998) ve AYG4
(Aygiin, 1999) mutantlari, c-tipi sitokrom proteinlerin ve chbs oksidazin biyogenesizi ile
ilgili bilinen genleri ile Nadi fenotipleri tamamlanmadi. Buna karsilik, R. capsulatus
kromozomal kiitiiphaneleri kullanilarak yapilan tamamlama testleri ile her iic mutantin
da Nadi fenotipini tamamlayan kromozomal DNA parcas1 (pMRC) izole edildi ve klon
tizerindeki ORF ler belirlendi (Koch ve ark., 1998; Aygiin, 1999). Bu calismada ise
kromozomal DNA parcasinda yer alan ORF lerin detayli genetik ve biyokimyasal
analizleri ile sitokrom cbb; oksidaz mutantlarinin Nadi fenotipinden sorumlu gen(ler)in

tanimlanmasi ve bu yeni genlerin fonksiyonlarinin aydinlatilmas1 amaglandi.

Interpozon mutagenezi teknigi ile inaktif hale getirilmis pMRC klonu iizerinde
bulunan ORF ler mutantlara aktarildiginda, RRC00138 delesyonunu tasiyan plazmit 1J1
mutantinin; RRCO00139 delesyonunu tasiyan plazmit ise MR2 ve AYG4-25
mutantlarimin - Nadi~ fenotipini korudu. RRC00139 ve RRCO00138 genlerinin
inaktivasyonu ile elde edilen null mutantlarinin (SA1, SA4, SA6 ve SAS8) da oksidaz
aktivitesi gostermemesi (Nadi ), R. capsulatus *daki sitokrom cbbs oksidaz ve c-tipi
sitokrom biyogenesizinden sorumlu yeni genlerin RRC00139 ve RRC00138 oldugunu
gosterdi. Null mutantlart sicakliga bagli Nadi fenotipi ve besi ortami ve sicakliga bagl
farkli fotosentetik iireme 6zelligi gosterdiler (Cizelge 4.2; Sekil 4.1). Buna gore, optimal

tireme sicakliginda zenginlestirilmis MPYE besi ortaminda iireyen mutantlarin
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intrasitoplazmik membran vesikiilleri ve periplazmik ¢oziiniir kisimlar incelendiginde
mutantlarin sitokrom c¢; disindaki diger tim c-tipi sitokromlar tiretemedikleri gozlendi
(Sekil 4.3). Diger yandan minimal MedA besi ortaminda biiyiiyen hiicrelere ait
ekstraktlarda ise yaban soya kiyasla daha diisiik miktarda olmakla beraber mutantlarin
tiim c-tipi sitokrom proteinleri iretebildikleri goriildii (Sekil 4.3). Diisiik sicaklikta
MPYE besi ortaminda ise mutantlar Nadi* fenotipini ve fotosentetik biiyiime yetenegini
geri kazandi ve yaban soya oranla diisik miktarda olmakla beraber tiim c-tipi
sitokromlart iiretebildiler (Sekil 4.1, Sekil 4.4). Ancak MedA besi ortaminda diisiik
sicaklikta tireyen mutantlarin Nadi~ fenotipini koruduklar1 ve tiim c-tipi sitokrom
proteinlerini de optimal sicaklikta iireyen hiicrelere kiyasla daha az tirettikleri goriildii.
Mutantlar zenginlestirilmis MPYE besi ortaminda sicakliga bagh olarak gosterdikleri
farkli Nadi fenotipi, fotosentetik biiyiime 6zelligi ve c-tipi sitokrom protein profili ile

oldukea ilgi ¢ekici bir fenotip tasimaktadirlar (Sekil 4.1, Sekil 4.3, Sekil 4.4).

RRCO00139 ve RRCO00I38 genlerinin baslangigtaki biyoinformatik analizleri,
RRCO00139 gen iriiniiniin hipotetik sitozolik proteini; RRC00I38 gen {iriiniiniin ise
tahmini AGPAT enzimini kodladigim1 gosterdi. Gergekten, RRC00138 ’in amino asit
dizisi, E. coli plsC gen iirlintiniin (Coleman, 1992) dizisi ile yiiksek oranda benzerlik
gostermektedir. PlsC geni membran gliserofosfolipid biyosentezinde gerekli 1-acil-sn-
gliserol-3-fosfat agiltransferaz (AGPAT) enzimini kodlar. RRC00138 dizisi ile E. coli
‘nin AGPAT dizisi arasinda goriilen homolojiden yararlanilarak yapilan genetik
tamamlama testi sonunda RRC00138 ’in E. coli plsC(Ts) mutantina yiiksek sicaklikta
tireme yetenegi kazandirdigr goriildii (Sekil 4.5). Ancak, RRC00138 gen inaktivasyonun
mutantin G3P aciltransferaz enzim aktivitesini degistirmemesi ve PA ’y1 yaban soy
oraninda {iiretebilmesi (Sekil 4.7), R. capsulatus da PA sentez yolunda birden fazla
enzimin olabilecegi ihtimalini getirmektedir. E. coli ’de fonksiyonel bir AGPAT
enziminin bulunmasina karsin, bir¢cok bakteri ve dkaryotik organizmalarda birden fazla

AGPAT aktivitesine sahip enzim tanmimlandi. R. capsulatus genomunda yapilan detayl

biyoinformatik analizler (http://www.integratedgenomics.com) RRC00138 ’den baska
AGPAT enzimini kodladigi tahmin edilen iki ORF (RRC00316 ve RRC03498) ’nin
varligin1 gosterdi. Bu ORF ’lerden RRC00316, genomda RRCO00138 ile ayn1 bolgede
(2G06-2D11) yer almakta olup, RRC00316 ’nin amino asit dizisi E. coli AGPAT dizisi
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ile %19 oraninda ayn1 ve %32 oraninda ise benzer amino asit icerir. RRC03498 geni ise
bu iki ORF den farkli bir bolgede (1A01-1C09) yer alir ve E. coli AGPAT ile %19
oraninda ayni ve %26 oraninda da benzer amino asite sahiptir. Baz1 bakterilerde PA
olusumunu katalizleyen birden fazla AGPAT enziminin varligi merak edilen bir
konudur. Yapilan bazi c¢aligmalar, birden fazla AGPAT ’m varliginin membran
gliserofosfolipidlerin sentez ve regiilasyonuna olanak sagladigim1 gostermistir (Brown
ve ark., 2002; Shih ve ark., 1999). Yine birden fazla bulunan AGPAT enzimleri degisik
cevresel kosullarinda fonksiyon gosterebildiklerinden, bakterinin yasaminm siirdiirmesi

acisindan olduk¢a 6nemlidir.

Son zamanlarda yapilan biyoinformatik analizler RRC00139 ve RRCO00138
amino asit dizilerinin S. meliloti ’de OL biyosentezini katalizleyen olsB ve olsA gen
tiriinlerinin dizileri ile yiiksek derecede homolojiye sahip oldugunu gosterdi. Homoloji
bilgisinden yararlanilarak R. capsulatus genlerinin OL biyosentezinde gerekli genler
olup olmadigi incelendi. Buna gore RRC00139 ve RRCO0138 null mutantlarinin
hiicresel polar lipid bilesenleri incelendiginde mutantlarin temel gliserofosfolipidleri
(PE, PG ve PC) yaban soy oraninda icerdikleri buna karsilik fosfat grubu icermeyen
lipid grubunda yer alan ornitin lipidi (OL) ise iiretemedikleri gozlendi (Sekil 4.11A ve
B; Sekil 4.12B, C ve D; Sekil 4.13B ve C). Mutantlarin RRC00139 ve/veya RRC00138
genlerini tasiyan plazmitlerle genetik tamamlama testleri, protein ve lipid eksikligini
gidermektedir (Sekil 4.3A-10. kuyu; Sekil 4.3B-5. kuyu; Sekil 4.12E). Boylece,
birbiriyle ¢okta iligkisi oldugu hemen anlagilamayan bakteriyel iki farkli siirecin, uygun

fizyolojik kosullar altinda aslinda birbiriyle oldukg¢a ilgili oldugu goriildii.

S. meliloti ve R. capsulatus tiirleri arasinda heterolog tamamlama testleri
yapildiginda RRC00139 ve RRC00138 gen {iriinlerinin S. meliloti ’de OL biyosentezini
katalizleyen olsB ve olsA genlerinin fonksiyonel homologlari oldugunu gosterdi (Sekil
4.16). Diger yandan kiitle spektrometrik analizler, lisoornitin lipid (LOL) ’in kimyasal
olarak her iki bakteri tiiriinde ayn1 oldugunu ancak OL iiriiniin farkli oldugunu gosterdi
(Sekil 4.17). Buna gore, R. capsulatus bakterisindeki OL ’in, S. meliloti *de gozlenen
OL ’in aksine, ikinci yag asiti zincirinde siklopropen halkasini icermedigi belirlendi

(Sekil 4.18). Kiitle spektrometre analizleri ile gozlenen bu sonug, biyoinformatik
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analizler sonunda R. capsulatus genomunda siklopropen sentaz enzimini kodlayan cfa
geninin bulunmamasi ile dogrulandi. OlsA geninin yoklugunda hem S. meliloti hem de
R. capsulatus mutantlarinda LOL ’in birikmedigi ve RRC00139 ve RRC00138
genlerinin ise S. meliloti ’de OL ’i fazla miktarda iirettigi gdzlenmistir. OlsB geninin
aksine S. meliloti olsA geninin R. capsulatus RRC00138 knock-out mutant fenotipini
tamamlama yeteneginden yoksun olmasi, bu tiirler arasindaki OlsA enzimlerinin farkli
olabilme olasiligimi artirmistir. Gergekten, S. meliloti ve P. fluorescens bakterilerinde
bulunan olsA genleri E. coli plsC geniyle oldukca yiiksek homoloji gosterir. Ancak, bu
genler E. coli plsC(Ts) mutantlarinin biiyiime fenotipini tamamlama yeteneginden
yoksundur (Weissenmayer ve ark., 2002; Cullinane ve ark., 2005). olsA gen aktivitesine
sahip RRC00138 geni plsC(Ts) mutant fenotipini tamamladigindan, R. capsulatus olsA
geni diger bakterilerdeki olsA genlerinden farkli goriinmektedir. Ancak diger yandan,
RRC00138 ’in R. capsulatus ’daki temel AGPAT olmamasi nedeniyle, bakteride
bulunan alternatif AGPAT enzimlerini kodlayan genlerin genetik ve biyokimyasal
yonden karakterizasyonlarina baslanilmis olup (Aygun-Sunar ve ark.-hazirlik
asamasinda), elde edilecek sonuglar ile bu genlerin membran gliserofosfolipid

biyosentezindeki rolleri aydinlatilacaktir.

OL ’ler, gram-negatif ve gram-pozitif bakteriler, Pseudomonads, Mycobacteria,
Streptomyces ve Rhizobia (Asselineau, 1991) tiirlerini kapsayan insan patojenleri ve
bitki simbiyontlar1 arasinda oldukg¢a yaygindir. OL ’ler, memelilerde giiclii bir konake1
bagisiklik yanit1 saglar. Boylece OL ’ler, B-lenfositlerin ¢ogalmasi, hemagulitinasyon,
adjuvantisiti, hipotermiya (Kawai ve ark., 1996), reaktif oksijen radikallerinin iiretimi
(Kawai ve ark., 2000b), Toll-benzeri reseptor CD14-bagh yol araciliginda makrofajlarin
aktivasyonu ve interlokin-1 ve prostaglandin E2 ’nin iiretimini (Kawai ve ark., 2000a)
gerceklestirir. Bakterilerde ise OL, ortamda sinirh fosfat varliginda fosfolipidlerin yerini
alir, ancak OL ’lerin bu 6zgiin fonksiyonu hakkinda bilgiler olduk¢a sinirhidir (Lépez-

Lara ve ark., 2005; Rojas-Jimenez ve ark., 2005).

R. capsulatus RRC00139 ve RRC0O0138 genlerinin fonksiyonlarini1 aydinlatmaya
yonelik yapilan detayli genetik ve biyokimyasal analizler bu genlerinden herhangi

birindeki mutasyonun OL sentezini engelledigi ve oOzellikle zenginlestirilmis besi
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ortaminda (MPYE) optimal iireme sicakliginda (35°C) bazi c-tip sitokromlarin
tiretilmedikleri gézlenmistir. OL ’in yoklugunun, 35°C ’de minimal besiyerinde (MedA)
tireyen hiicrelerde Ornegin sitokrom ¢y, proteininin iiretimini etkiledigi ve bu nedenle
sitokrom ¢y ’1n az miktarda sentezledigi belirlendi. (Sekil 4.19). MPYE besi yerinde
35°C sicaklikta iireyen mutantlarda ise, c-tipi sitokrom proteinlerinden baska diger bazi
sitoplazma dis1 proteinlerin de miktarlarinda yaban soya kiyasla bir azalma goriildii
(Sekil 4.20). Degisik fizyolojik kosullar altinda, OL ’in yoklugunda baz1 c-tipi
sitokromlarin ve diger bazt membran proteinlerin eksikligine hangi bilesenlerin neden
oldugu olduk¢ca merak uyandirmaktadir. Olasiliklardan birisi; 35°C sicaklikta MedA
besi ortaminda iireyen hiicrelerde OL, membran protein iiretiminin heniiz bilinmeyen
basamak ya da bilesen(lerin)e dogrudan ya da dolayl olarak gereksinim duyuyor
olabilir. OL ’nin yoklugunda bu bilesenlerdeki aksakliklar farkli c-tipi sitokromlarin ve
diger membran proteinlerin iiretilmelerini azaltabilir. Bu durum c-tipi sitokrom
proteinlerin olgunlagsmasindaki eksikliklerden dolayr mutantlarda gozlenen kompleks
fotosentetik tireme ve Nadi fenotiplerine benzer bir durum olabilir (Lang ve ark., 1996;
Sanders ve ark., 2005). Diger bir olasilik ise, OL ’in yoklugunda c-tipi sitokromlarin ve
diger membran proteinlerin normal miktarlarda iiretilmelerine karsin farkli iireme
kosullar1 ve membran lipid kompozisyonundaki degismelerin neden olabilecegi
membrana bagli streslerden (Raivio, 2005) dolayr cabucak yikima ugrayabilirler.
Zenginlestirilmis MPYE besiyerinde 35°C sicaklikta iireyen OL icermeyen R.
capsulatus hiicrelerinde baz1 c-tipi sitokromlarin diisilk miktarlarda gozlenmesi bu
olasilig1 giiclendirmektedir. Sicaklik, osmatik stress gibi farkli cevresel faktorlerin
membran lipidlerin fiziksel oOzelliklerinde degisimlere neden olduklanni ve 6zgiin
lipidlerin genellikle bakterilerin optimum iireme sicakligim etkiledikleri bilinmektedir
(Cronan, 2003; Los ve Murata, 2004). R. capsulatus ’da dahil olmak iizere bircok
bakteride yiiksek tiireme sicakligi, saperon ve proteaz aktivitesi gosteren 1s1-sok
proteinlerini indiiklemektedir. Ornegin, sitoplazma dis1 protein yikimina neden olan
periplazmik serin proteaz (DegP) sicaklia bagli olarak aktive gostermektedir. R.
capsulatus ’da disiilfit baginin olusumundan sorumlu DsbA proteinin yoklugunda
mutantlarda tireme kusurlar1 gézlenmis ve bu mutantlardaki DegP protein aktivitesinin

yaban soya kiyasla daha fazla oldugu goriilmiistiir (Onder ve ark.,-yazim asamasinda).
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Bakteri membraninda fosfolipidlere kiyasla daha az miktarda gozlenen OL ’lerin
rolii ne olabilir sorusuna cevap verebilmek icin Oncellikle fosfolipidlerin rollerinin
anlasilmas1 gerekir. Genel olarak, biyolojik membranlardaki polar lipidler, permeabilite
bariyeri ve membrana bagli proteinler i¢in destek gorevi yapan akigkan yapiy1 saglama
gorevini yaparlar (Raetz ve Dowhan, 1990; Cronan, 2003). Fizikokimyasal
ozelliklerinden dolay1 bazi lipidler hiicre boliinmesi veya DNA replikasyonu gibi kritik
fonksiyonlara sahip 0zgiin proteinlerin membrana yerlesmelerine yardim ederler
(Dowhan ve ark., 2004). Yine bir¢ok bakteri ve mitokondride yapilan caligmalar ile
membran proteini-fosfolipid interaksiyonlarinin proteinlerin fonksiyonlarina olan
etkileri gosterilmistir (Dowhan ve ark., 2004; van dalen ve Kruijff, 2004). Ornegin;
membran proteinleri genellikle kardiyolipin (CL) ve siilfolipidler gibi 6zgiin lipidler ile
birlikte kristalize edilmektedirler (Roszak ve ark., 2003; Lange ve ark., 2001). Boylece
protein-lipid interaksiyonlari, proteinlerin membrandaki yerlesimleri, katlanmalari,
enzimatik aktivite sabitliginde onemlidir (Bogdanov ve Dowhan, 1999; Sedlak ve
Robinson, 1999). Fosfolipidler ayrica solunum ve fotosentetik elektron zincirlerinde
fonksiyon yapan membran proteinlerinin ¢ok molekiillii bir yap1 olusturmalarini da
saglar (Zhang ve ark., 2002). Tiim bu bilgiler ve OL ’in yoklugunda gézlenen iireme
kosullarma bagli kompleks fenotipler, OL ’nin yoklugunun hiicre membranlarin
ozelliklerinde degisikliklere neden olabilecegini bize diisiindiirmektedir. Bu
degisikliklerin temelinde yatan mekanizmalar heniiz bilinemediginden, OL ’den yoksun
mutantlarda fenotiplerin dolayli olarak goriildiigii ve bunun ilave bazi hiicresel

bilesenlere bagli oldugu diistiniilmektedir.

OL ’den yoksun R. capsulatus mutantlarinin besi ortami ve iireme sicakligina
bagh gosterdikleri karmasik ve degisken fenotiplerin anlasilmasi olduk¢a dnemlidir. Bu
nedenle gelecekte, farkli fizyolojik kosullarda OL ’in yoklugunun 6zgiin membran
proteinlerin sadece liretim oranini m1 yoksa sentez sonras1 yikim oranini mi ya da her iki
faktoriide mi etkiledigi ve gozlenen bu degisikliklerin temelinde yatan molekiiler
mekanizma(larin)nin neler oldugu agiklanmasi gereken O©nemli sorulardir. OL
icermeyen R. capsulatus mutantlarinda gézlenen bu onemli degisikliklerin arastirilmast,
OL ’in basta bu bakteri olmak iizere diger bir¢cok bakterideki 6nemininin anlasilmasini

saglayacaktir.
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R. capsulatus *un, OL iceren S. meliloti ve R. sphaeroides gibi bazi bakterilerden
farkli olarak CL icermedigi 2D-TLC analizi ile belirlendigi gibi, E. coli bakterisinde CL
‘i kodlayan cls geni ile homolojiye sahip bir gene R. capsulatus genomunda
rastlanilmamistir. Mikrobiyal genom bilgi bankasindan yararlanilarak, bakterilerin %15
’inin OL icerdigi buna karsilik CL icermedigi, yine benzer yiizde de CL ’i igerdigi
ancak OL ’i icermedi8i gozlenmistir. S. meliloti bakterisinde OL ’den yoksun
mutantlarin herhangi bir fenotip gdstermemesi, makromolekiiler kompleks olusumu
sirasinda Ozgiin membran protein-lipid interaksiyonlarinda OL ve CL ’in birbirinin
yerine gecerek gorev yapabilecekleri olasiligimi diisiindiirmektedir. Bu nedenle devam
etmekte olan yeni deneyler ile CL ’in varliginda veya yoklugunda OL ’i iiretemeyen
mutantlarin detayli analizlerine baslanilmis olup, bu iki farkli lipid tiiriiniin protein

aktiviteleri tizerinde benzer veya farkli rolleri aydinlatilmaya ¢alisiimaktadir.
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7. EKLER
Ek-1. Bakteri Besiyerleri

1. E. coli Soylar icin Ureme Ortamlari

a) S1v1 LB-Besiyeri (Laura Bertani, zengin besi ortamm) (Miller, 1972):

1 litre hacim ic¢in

Bakto tripton 10g
Maya oziitii S5¢g
NaCl 10g

kimyasallar1 800 ml distile suda coziilerek pH NaOH ile 7.5’a ayarlanir. Hacim dH,O

ile 1 litreye tamamlanarak otoklavlanir.

LB-Agar: 1 litre siv1 LB-besiyerine 15 g agar (%1.5) (Difco-Bacto agar) ilave edilerek

besiyeri otoklavlanir.

b) Med E-Besiyeri (Minimal besi ortami) (Miller, 1972):

100 ml 50X stok i¢in
MgS0,4.7H,0 lg
Sitrik asit. H,O 10¢g
K;HPOy,. anhydrous S0g
NaNH4HPO,.4 H,O 175¢

kimyasallar1 100 ml distile suda ¢oziildii ve stok besiyerinden 20 ml otoklavlanir.
B-alanin (1.5 uM)

kasmino asit (%0.1)

tihamin (%0.001)

D-glukoz (%0.5)

Gliserol-3-fosfat (%0.04)

D-Pantotenik asit (1 pg ml)

L-Methionin (0.025 mg ml)
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2. R. capsulatus Soylar icin Ureme Ortamlari

a) S1ivi Med A-Besiyeri (Minimal besi ortam) (Sistrom, 1960):

1 litre hacim ic¢in

(NHy) 2SOy [%10] 5ml
Sodyum (ya da Potasyum) siiksinat [%10] 20 ml
NaCl [%10] 5 ml
L-Glutamik asit [%5, pH:7] 2 ml
L-Aspartik asit [%2, pH:7] 2 ml
Soliisyon C 20 ml
Potasyum fosfat [1M, pH:6.8] 20 ml

distile suda kanstirilarak hacim 1 1t’ye tamamlanir. Besi ortam1 otoklavlanarak sicakligi

50-55°C’ye diistiigiinde steril 10 ml 100X Vitamin eklenerek karistirilir.

Med A-Agar:

1 litre hacim ic¢in

(NHy) 2S04 [%10] 5 ml
Sodyum (ya da Potasyum) siiksinat [%10] 20 ml
NaCl [%10] S5 ml
L-Glutamik asit [%5, pH:7] 2 ml
L-Aspartik asit [%2, pH:7] 2 ml

920 ml distile suda karistirllarak 15 g agar [%1.5] (Difco-Bacto agar) ilave edilerek
besiyeri otoklavlanir. Otoklavlanan Med A besiyerinin sicakligit  50-55°C’ye
dusiiriildiigtinde steril 20 ml Soliisyon C, 20 ml Potasyum fosfat [1M, pH:6.8] ve 10 ml
100X Vitamin eklenerek karigtirilir.
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Med A Stok Soliisyonlar:

A) Mikroelementler Soliisyonu

100 mililitre hacim i¢in

ZnS04.7H,0O lg
EDTA 250 mg
FeSO,4.7H,0 500 mg
H;BO; 11.4 mg
MnSO,4.H,0O 154 mg
CuS04.5H,0 39.2 mg
Co(NO3),.6H,0 25 mg

dH,O’da ¢oziilerek hacim 1 litreye tamamlanir. Stok soliisyon otoklavlanarak sterilize

edilir.

B) Soliisyon C

1 litre hacim i¢in

Nitrilotriasetik asit 10g
MgS0,4.7H,0 295¢
CaCl,.2H,0 33¢g
FeS0O4.7H,O 0.99 g
Mikroelementler Soliisyonu 50 ml

800 ml dH,O’da c¢oziilerek pH KOH ile 6.8-7’ye ayarlanir. Hacim dH,O ile 1 litreye

tamamlanarak otoklavlanir.

C) Vitaminler (100X):

1 litre hacim icin

Nikotinik asit 100 mg
Thiamin HCl 25 mg
Biotin (40 pg/ml stok) 12.5 ml

dH,O coziilerek hacim 1 litreye tamamlanir. 0.22 pm steril filtre ile steril edilerek

+4°C'de saklanir.
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b) S1ivi MPYE-Besiyeri (Zenginlestirilmis besi ortam) (Daldal ve ark., 1986):

1 litre hacim i¢in

Bakto pepton (%0.3) 3g
Maya oziitii (Yeast extract, %0.3) 3g
MgCl, (1,6 mM) 1.6 ml
CaCl, (1 mM) 1 ml

distile suda ¢oziilerek pH NaOH ile 7’ye ayarlanir. MPYE besi ortami otoklavlanarak

sterilize edilir.

MPYE-Agar: 1 litre sivi MPYE besiyeri icerigine 15 g agar (%1.5) (Difco-Bacto agar)

eklenerek besiyeri otoklavlanir.

* Besi ortamlari, soliisyon ve tamponlar 121°C 'de 30 dakika otoklavlanarak sterilize

edilir.
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Ek-2 Tampon Cozeltiler

1. Agaroz jel elektroforez tampon cozeltisi (TBE:Tris-Borat EDTA) (20X)

1 litre hacim i¢in

Tris (Trizma Base) (1 M) 121 g.
Borik Asit (1M) 61.7 g.
EDTA .2H,0 (pH:8) (20 mM) 7.44 g.

dH,O0 ile hacim 1 litreye tamamlanarak otoklavlanir.

2. Schiigger-tip SDS-Poliakrilamit jel elektroforezinde kullanilan tampon cozeltiler

(Schigger ve Jagow, 1987).

Icerik Anot Tamponu Katot Jel Tamponu
Tamponu
Tris-Baz 0.2M 0.1M 3M
Trisin - 0.1M -
SDS - 9%0.1 %0.3
pH pH:8.9 (HCI) pH:8.25 pH:8.45 (HCI)

3. SDS-Poliakrilamit jel elektroforezinde kullanilan tampon cozeltiler (Liemmeli,
1960)

icerik Elektrot Tamponu Ayirma Jel Yigma Jel
(10X) Tamponu (4X) Tamponu (4X)
Tris-Baz 0.25M I.5M 0.5M
Glisin 1.92M - -
SDS 1 % - -

pH 8.3 8.8 (HCI) 6.8 (HC])
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EK-3. Protein Jellerinin Hazirlanisi

1. %16.5 luk Trisin-SDS-Poliakrilamit jelin hazirlamis1 (Schigger ve Jagow, 1987).

Soliisyonlar Ayiric Jel
(%16.5T,%3C, %13 Gliserol)

Akrilamit/Bisakrilamit 6.65 ml
(%49.5T, %3C)
Jel tamponu 6.65 ml
Gliserol 2.65¢g
Amonyum per siilfat 0.100 ml
(APS, %10)
Temed 0.010 ml
dH,O 4.5 ml
Toplam 20 ml

2. SDS-Poliakrilamit jelin hazirlams1 (Liemmeli, 1960)

Soliisyonlar Ayiric Jel Ayirici Jel
(%15T,%3C) (%12T,%3C)

Akrilamit/Bisakrilamit 10 ml 8 ml
(%30) (37.5:1)
Ayirma jel tamponu 7.5 ml S5 ml
Y1gma jel tamponu _ _
SDS (%10) 0.200 ml 0.200 ml
Amonyum per siilfat 0.100 ml 0.100 ml
(APS, %10)
Temed 0.010 ml 0.010 ml
dH,O 4.7 ml 6.7 ml
Toplam 20 ml 20 ml

Yigma Jel

1 ml

3.1ml

0.100 ml
0.010 ml
8.4 ml

12.5 ml

Yigma Jel
(%10T,%3C)

1.3 ml

3.15ml
0.125 ml
0.100 ml
0.010 ml
7.8 ml

12.5ml
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8. TESEKKUR

Doktora tez caligmasi danmigmanligimi {istlenerek c¢alismalarin yiiriitiilmesi
sirasinda ilgisini esirgemeyen ve her tiirlii kolaylig1 saglayan hocam Sayin Prof. Dr.

Rahmi Bilaloglu 'na tesekkiir ederim.

Doktora tez ¢alismamda ikinci tez danigsmanligim iistlenerek proje sonuglarini
teze doniistirmem konusunda gerekli miisadeleri saglayan, calisma siiresi boyunca
yapict elestri ve katkilarda bulunan, sekiz yili askin siireden beri her zaman ilgi ve

destegini esirgemeyen hocam Sayin Dog¢. Dr. Sevnur Mandaci ’ya tesekkiir ederim.

Proje kapsaminda elde ettigimiz sonuglarin doktora tez caligmasi olarak
sunulmasinda gerekli miisadeleri saglayan, her daim bilgi ve tecriibesini benimle
paylasan ve yonlendiren Pennsylvania Universitesi, Biyoloji Boliimiinden (ABD)

hocam Sayin Prof. Dr. Fevzi Daldal *a tesekkiir ederim

Prof. Dr. Fevzi Daldal ‘mn grubunda yer alan eski ve yeni tiim calisma
arkadaslarima; Dr. Meenal Deshmukh, Dr. Maria Valkova, Dr. Elisabeth Darrouzet, Dr.
Christine Winterstein, Dr. Kai Zhang, Dr. Thomas Bruser, Dr. Carsten Sanders, Dr.
Jason Cooley, Serdar Tiirkarslan, Dr. Ozlem Onder, Dr. Dong-Woo Lee ile TUBITAK-
GMBAE ’deki calisma arkadaslarim Dr. Yavuz Oztiirk, Dr. Mehmet Oztiirk ve Ozlem
Akkaya ’ya arkadagliklar1 ve bilimsel yardimlasma ve paylasimlan igin tesekkiir

ederim.

Projeye degerli fikir ve Onerileriyle katki saglayan, isbirligi icerisinde
bulundugumuz Pennsylvania Universitesi’nden Prof. Dr. Howard Goldfine ’a tesekkiir

ederim.

Tez komite iiyelerim, Prof. Dr. Unal Egeli ve Prof. Dr. Sezai Tiirkel ’e yapici

elestri ve onerilerinden dolay1 tesekkiir ederim.
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TUBITAK-GMBAE nin eski ve yeni Enstitii miidiirleri Prof. Dr. Engin Bermek,
Prof. Dr. Beyazit Cirakoglu ve Dog. Dr. Kemal Baysal ’a tez projenin devamlilig1 i¢in

gerekli miisadeleri tanmidiklarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Her zaman ilgi ve sevgilerini esirgemeyen, hedeflerime ulagmamda destekleyici
yol gosterici ve koruyucu olarak siirekli yanimda bulunan, duyduklar1 giivenle bana
cesaret veren ¢ok sevdigim anneme, babama ve ablam Selda ’ya en icten tesekkiirlerimi

sunarim.

Son olarak anlayisli ve destekleyici tutumu ve sorunlara kesin ve kisa yoldan
¢Oziim lireten yaklagimiyla her zaman yanibasimda hissettigim sevgili esim Ulas Sunar

"a cok tesekkiir ederim.

Bu tez calismasi NIH-GM38237 (Prof. Dr. Fevzi Daldal), TBAG-2128 (Dog.
Dr. Sevnur Mandaci) ve UNESCO-L’oreal Co-Sponsored Fellowship For Young
Women in Life Sciences (Semra Aygiin-Sunar) kapsaminda gerceklesen projelerin belli

bir boliimiinden hazirlanarak sunulmustur.
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9. 0ZGECMI$S

11 Ekim 1973 yilinda Yalova ’da dogdu. 1992 yilinda Balikesir Universitesi
Biyoloji Egitimi Boliimiinii kazand1 ve 1996 yilinda boliim dordiinciisii olarak mezun
oldu. Lisans bitirme ¢alismasini Prof. Dr. Giillendam Tiimen ’in danigmanliginda Yalova
Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisti ‘nde yiiriitiillen projeye katilarak
gerceklestirdi ve “Bitki doku kiiltiirleri” bashikli tez c¢alismasimi hazirladi. Ayni yil
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Egitimi Béliimiiniin yiiksek
lisans programina bagladi. 1997 yilinda Prof. Dr. Fevzi Daldal (Pennsylvania
Universitesi) ve Dog. Dr. Sevnur Mandaci (TUBITAK-Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Arastirma Enstitiisi (GMBAE)) ’min danismanliklarinda TUBITAK-
GMBAE-Molekiiler Biyoenerjetik laboratuarinda yiiriitillen projeye katildi. Proje
sonunda elde edilen sonuclar “Rhodobacter capsulatus Bakterisinde Sitokrom c
Oksidaz Mutantlarinin Eldesi ve Karakterizasyonu” baslikl1 yiiksek lisans tez caligsmasi
olarak hazirladi. 1999 yilinda tez calismasim Prof. Dr. Giilendam Tiimen ve Dog. Dr.
Sevnur Mandaci 'nin damigmanliklarinda sunarak, yiiksek lisans derecesini Balikesir
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii 'nden aldi. 2001 Subat doneminde Uludag
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Boliimiinde doktora programina basladi.
Doktora tezini Prof. Dr. Fevzi Daldal "1n laboratuarinda yiiriitiilen ve yiiksek lisans tez
caligmasindan elde edilen sonuglar dogrultusunda hazirlanan proje kapsaminda
gerceklestirdi. “Rhodobacter capsulatus Sitokrom ¢ Oksidaz Biyogenesiz ’inde Rol
Alan Genlerin Belirlenmesi ve Fonksiyonlarinin Tanimlanmasi” baslikli doktora tez
calisgmasint  Prof. Dr. Rahmi Bilaloglu ve Dog¢. Dr. Sevnur Mandact ’nin

danismanliklarinda hazirladi.

Kasim 1997-May1s 2005 tarihleri arasinda TUBITAK-GMBAE ’de arastirmaci
olarak calisti. Bu siire zarfinda 2000 yilinda altt aylik siireyle Diinya bankasi ve
TUBITAK-Marmara Arastirma Merkezi ’nin burs programindan yararlanarak
“Bakteriyel Molekiiler Genetik” konusundaki yeni teknikleri 6grenmek iizere Prof. Dr.
Daldal ’in laboratuarina gitti. Yine, 2002 yilinda dahil oldugu proje kapsamindaki
calismalarin devamliligi icin alti aylik siireyle Prof. Dr. Daldal ’in laboratuarinda

calismaya devam etti. 2004 yilinda UNESCO-L’oreal Co-Sponsored Fellowship For
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Young Women in Life Sciences bursunu “Characterization of Novel Genes Involved in
the Biogenesis of Cytochrome ¢ Oxidase” baslikli calisma ile kazanarak tekrardan Prof.

Dr. Daldal ’1n laboratuarina gitti. Halen ayni laboratuarda ¢alismalarim siirdiirmektedir.



