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OZET

SYNECHOCOCCUS SP. PCC7942 GLUKOZ-6-FOSFAT DEHIDROGENAZ
ENZIMININ ISIGA BAGLI DUZENLENMESINDE DISULFIT BAGLARININ
ROLUNUN ARASTIRILMASI

Bu caligmada Synechococcus sp. PCC7942 glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH)
enziminin 1513a baglh diizenlenmesinde disilfit baglanmin roliiniin aragtinlmasi igin in
vitro enzim analizleri ve Azwf mutant hiicre elde edilmesi hedeflenmisgtir.

Oncelikle enzimin diizenlenmesinde distlfit baglarnin roltiniin olup olmadiginin
anlagilmas1 hedeflendi. In vitro enzim analizleri i¢in Syrechococcus sp. PCC7942
hiicrelerinden elde edilen sipernatantin DTT varlifinda ve yoklugunda G6PDH
aktivitesi gézlemlendi. Bunun i¢in farklt DTT konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin
zamana bagli olarak nasil degisiklik gésterdigi takip edildi. Analizler sonucunda
DTT’nin enzim aktivitesini etkiledigi ve bu etkinin 50 mM konsantrasyonda 30 dk
sonunda maksimuma ulagarak %51.22’lik bir azalmaya neden oldugu belirlenmistir. In
vitro enzim analizleri sonucunda Syrnechococcus sp. PCC7942 G6PDH aktivitesinin
DTT’den etkilendigine ve dolayisiyla disilfit baglarinin enzimin 15132 bagh
dizenlenmesinde roli olabilecegi hipotezinin bu organizma igin de gegerli olduguna
karar verildi.

Synechococcus sp. PCC7942 zwf geni iginde yer alan iki sistein kodonunu
degistirmek tzere yiritilecek ¢aligmalarda gerekli bir Azwf mutant elde etmek igin
caligmalar yiritildi. Oncelikle pUC18 klonlama vektoriniin Sphl bolgesi silinerek
Nrul ve Sphl tamima bdlgesi tasimayan bir vektér (pUC181) elde edildi. Bu vektér igine
2.9 kb’lik Synechococcus sp. PCC7942 zwf fragmenti baglanarak pSG11 vektorii elde
edildi. Bu vektoriin Nrul/Sphl kesimi ile iki adet sistein kodonunu da igeren zwf gen
bolgesi vektérden uzaklagtinlabilecektir. Uzaklagtinlan bélgeye interpozon omega
(Q)nin ligasyonu galigmalan yiiriitiildii. Muhtemelen yapiskan Spil ucunun etkili
olarak doldurulamamasi nedeniyle kabul edilebilir bir strede bu ligasyon
gergeklestirilemedi. Bu zorlufu agmak iizere Sphl tamima boélgesinin  yanina
oligoniikleotit-yonlendirilmis mutasyon yéntemiyle ikinci bir Nrul tanima bolgesi
eklenmesi stratejisi gelistirildi. Halen bu ¢aligmalar devam etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Synechococcus sp., zwf, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, disilfit

baglart
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ABSTRACT

AN INVESTIGATION ON THE ROLE OF DISULPHIDE BONDS IN THE LIGHT-
DEPENDENT REGULATION OF GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE
OF SYNECHOCOCCUS SP. PCC7942

In this study, in vitro enzyme analyses and production of a Azwf mutant was aimed for
understanding the role of disulphide bonds in the light-dependent regulation of glucose-
6-phosphate dehydrogenase enzyme of Synechococcus sp. PCC7942.

Initially it was aimed to understand whether disulpide bonds have a role in the
regulation of the enzyme. For in vitro enzyme analyses, G6PDH activity was assayed
with or without DTT using supernatants from the cells of Synechococcus sp. PCC7942.
For this, how the enzyme activity was changed in different DTT concentrations were
observed applying various time courses. Results of the analyses showed that DTT
affected the activity and this effect reached a maximum rate at 50 mM DTT in 30
minutes resulting a decrease of 51.22%. This result implied that the G6PDH of
Synechococcus sp. PCC7942 affected by DTT, and consequently the hypothesis
suggesting that disulphide bonds have a role in the light-dependent regulation of the
G6PDH was also applicable for this strain.

Studies to produce a Azwf mutant Synechococcus sp. PCC7942 needed for the
studies to change two cysteine codons of the zwf gene of the strain were conducted.
Firstly, a vector, pUC181, which was not have Nrul and SpAl recognition sites, was
produced by deleting the Sphl site of the cloning vector pUC18. A 29 kb
Synechococcus sp. PCC7942 zwf fragment was ligated into the vector pUC181 yielding
the pSG11. The zwf region carrying two cysteine codons could be removed digesting
the vector pSG11 with Nrul/Sphl. Studies carried out to ligate the Q interposon into the
removed region of pSG11.This ligation could not be achived in an acceptable time
probably because of uneffective end filling of the Sp#I site. To overcome this difficulty
an alternative strategy was applied involving in the addition of a second Nrul site next
to Sphl site by oligonucleotide-directed mutagenesis. This study is continued.

Keywords: Synechococcus sp., zwf, glucose-6-phosphate dehydrogenase, disulphide
bonds.
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1. GIRIS

Fototrofik organizmalar fotosentez ile giines enerjisini canlilar igin kullamlabilir hale
getirerek canlilifin devamimin saflanmasinda hayati bir iglev gérmektedirler.
Dolayisiyla bu organizmalarda giindiiz igiktan alinan enerji ATP ve NADP iizerinden
Indirgeyici Pentoz Fosfat dongisi (RPP doéngiisi, Calvin dongiisi) ile organik
molekillere dondsttrilirler. Gece ise bu organizmalar canliliklarim devam ettirebilmek
icin Yikseltgeyici Pentoz Fosfat (OPP) déngiisiiyle depolanmis karbonhidratlan
yikarlar. Dolayisiyla fotosentetik organizmalanin  karbon metabolizmalarimn
diizenlenmesinde 151k temel metabolik diizenleyici olarak rol oynamaktadir (Buchanan,
1980).

Siyanobakterilerde OPP yolunun ilk enzimi olan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
(G6PDH) karbon metabolizmasinin diizenleyici enzimlerinden biridir (Stanier ve
Cohen-Bazire, 1977). Enzimin aktivasyonu ve deaktivasyonuna gére karbon
metabolizmas1 bir metabolik yoldan digerine (OPP-RPP) kaydinhr. Karbon
metabolizmasinin diizenlenmesinde rol alan diger enzimler ise ribuloz-1,5-bisfosfat-
karboksilaz/oksijenaz (Rubisco), 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGDH) ve 5-
fosforibulokinazdir. Bu enzimlerden G6PDH ve 6PGDH karanlikta aktifken rubisco ve
5-fosforibulokinaz 1gikta aktifdir (Smith, 1982; Stanier ve Cohen-Bazire, 1977; Tabita,
1987, 1994; Copeland ve Turner, 1987). Bu enzimlerin ve genel olarak karbon
metabolizmasinin diizenlenme mekanizmalan iizerine molekiiler seviyede ¢alismalar
devam etmektedir.

Fotosentetik organizmalarin karbon metabolizmasinda gorev alan enzimlerinin
karanlik ve 1giktaki aktivitelerinin nasil diizenlendigi konusunda ginimiize kadar pek
ok galigma gergeklestirilmistir (Schaeffer ve Stanier, 1978; Steawart, 1980; Cossar ve
ark., 1984; Udvardy ve ark., 1984; Scanlan ve ark., 1992; Newman ve ark., 1995;
Summers ve ark., 1995). Enzimin diizenlenme mekanizmas: ile ilgili ¢aligmalar yogun
bir sekilde devam etmektedir. Dizenlenme mekanizmalanindan biri enzimin redoks
modillasyonudur. Siyanobakterilerde redoks modiilasyonunun enzimin yapisinda yer
alan sistein amino asitlerinin stlfihidril gruplan (-SH) arasinda disilfit baglannin
olusmast veya bu baglann indirgenmesiyle gergeklestizi hipotezi ileri strilmiigtar.
(Anderson ve ark., 1978). Solanum tuberosum un plastitik ve sitozolik G6PDH formu



ile yapilan oligoniikleotit yonlendirilmis mutasyon ¢aligmalart sonucunda enzimin
sadece plastitik formunun 149 (Cys'*’) ve 157 (Cys"®") pozisyonlarindaki sisteinlerin
redoks diizenlemesine tabi oldugu belirlenmigtir (Wenderoth ve ark., 1997). Sitozolik
formda béyle bir diizenlenme gézlenmemigtir.

In vitro ¢alismalarin sonuglarina dayanarak, in vivo’da ferrodoksin-tioredoksin
oksidorediiktaz enziminin katalizledigi bir reaksiyon sonucu tioredoksinin indirgendigi
ve indirgenmis tioredoksinin elektronlanmin disilfit baglarmin indirgenmesine ve
dolayisiylada enzimin (G6PDH) inaktif forma déniigmesine neden oldugu goriigi ileri
strilmektedir. In vitro aragtirmalarda ise ditiotreitol (DTT) elektron vericisi olarak
kullamlmaktadir (Cossar ve ark., 1984; Yee ve ark., 1981; Anderson ve ark., 1978)

Bu g¢aligmada G6PDH enziminin diizenlenme mekanizmasi izerine yapilan
aragtirmalara katki saglanmasi amaglanmaktadir. Bu amaglardan biri Synechococcus sp.
PCC7942 glukoz-6-fosfat dehidrojenaz enziminin in vitro’da indirgeyici ajaniardan
etkilenip etkilenmediBinin belirlenmesidir. Diger bir amag da zwf geni silinmis (Azwf)
bir Synechococcus sp. PCC7942 mutanti Giretmektir. Bu mutanta siyanobakterilerde
disiilfit baglanimin gergekten 151k modiilasyonuna dahil olup olmadifinin gosterilmesi
i¢in yapilacak galigmalarda gereksinim vardir (bakiniz Bslim 1.7).

1.1. Siyanobakterilerin Genel Ozellikleri

Siyanobakteriler obakteriler grubunun iyesidirler ve diger tim bakteriler gibi
prokaryotik hiicresel organizasyona sahiptirler. Siyanobakteriler diger bakterilerin
aksine klorofil igermektedirler ve enerji kaynag olarak da giines enerjisini
kullanmaktadirlar. Fotosentez yapabilmelerinden dolayr 1970’lere kadar mavi-yesil alg
olarak adlandirilmig ve bitkiler aleminin bir grubu olarak kabul edilmisler, sonra
Bacteria grubuna dahil edilmiglerdir (Stanier ve ark., 1978). Siyanobakteriyel hiicre
duvan temel yapisal ve kimyasal ozellikleri bakimindan incelendiginde diger Gram
negatif prokaryotlarmkine benzer oldufu rapor edilmistir (Stanier ve Cohen-Bazire,
1977, Castenholz ve Waterbury, 1989a; Gant, 1994). Siyanobakteriler diger Gram
negatif bakterilerle karsilastinldifinda benzer 6zelliklerinin yami sira bazi farkhihklara
da sahiptir. Daha ileri ¢aligmalarda siyanobakterilerin lipopolisakkarit (LPS) yapisinin
Gram negatiflerden farkh olarak az miktarda ketodeoksioktonat igerdigi belirlenmigtir
(Hoiczyk ve Hansel, 2000). Siyanobakterilerin dis zarlan Gram negatif bakterilerde



bulunmayan yapilar igerir. Bu yapilar arasinda, karotenoidler, nadir yag asitleri, lipit A
min yapisinda bulunan B-hidroksipalmitik asit yer alir.

Siyanobakteriler yapisal ve gelisme 6zelliklerine gore bes boltime aynilmigtir ve
bu bes bolime ait 22 cins tammlanmigtir (Rippka ve ark., 1979). 1. Bélim
Chroococcales (Waterbury ve Rippka, 1989), 2. Bélim Pleurocapsales (Waterbury
1989), 3. Boliim Oscillatoriales (Castenholz, 1989a), 4. Béliim Nostocales (Castenholz,
1989b) ve 5. Béliim Stigonematales (Castenholz, 1989c¢) olarak adlandinimgtir.

Siyanobakterilerin biyikk g¢ogunlugu zorunlu fototroflar olup sadece fikse
ettikleri organik bilesikleri kullamirlar. Buna ragmen bazi siyanobakteriler igikta CO,
kullanarak geligimlerini sirdiirmekle kalmazlar aym1 zamanda dig kaynakli organik
bilesikleri de kullanabilirler (Buchanan, 1980). Bu heterotrofik geligimin iki farkl: tipi
mevcuttur. Bunlardan biri fotoheterotrofidir. Fotoheterotroflar 1sikta CO, fiksasyonunun
yeterli olmadigt durumlarda organik bir bilegigi kullanarak gelismeyi siirdirebilirler.
Ikincisi kemoheterotroflardir. Bunlar tamamen karanlik bir habitatta bulunduklarinda,
organik bir substrati kullanabilirler. Bu organik bilesikler hiicrelerin karbon ve enerji
ihtiyaglarim kargtlamaktadir (Buchanan, 1980).

Siyonobakterilerin karakteristik yapis1 vejetatif hiicreler seklindedir. Bu hiicreler
merkez kisminda genetik materyeli tagir. Bunun disinda sitoplazmann gogu, iizerinde
fotosentetik  sistemleri tagiyan tilakoit zarlardan meydana gelmistir. Baz
organizmalarda hicreler filamentler geklinde organize olmugstur. Bu hicrelerin
farklilagmis formlan heterosistler, akinetler ve hormogoniumlardir. Heterosistler N,
fiksasyonunu gergeklestiren 6zellegmis hiicrelerdir. Kullanilabilir azotun yoklugunda
veya belli bir seviyenin altina dugtigtnde her 10 ila 20 vejetatif hiicreden biri
heterosistlere doniistir. Kiigtik hiicrelerden olusmus flamentler ise hormogonium adim
alir. Akinetler fosfor eksikliginde hayatta kalmay: saglayan gegici yapilardir. (Stanier ve
Cohen-Bazire, 1977; Golden ve ark. 1985; Wolk ve ark., 1994; Wolk, 1996)

Heterosistler, siyanobakterilerde ortamda kullanilabilir azot simrlandiginda
vejetatif hiicrelerin farklilagmasiyla olugan ve O;’li habitatlarda azot fiksasyonunun
gergeklestirildigi Ozellesmis yapilardir. Vejetatif hiicrelerin tersine, heterosistlerde
fotosistem II (PS II) aktif degildir. Bu O, duyarl: nitrojenazin fonksiyonu igin gerekli
diigik O, basincimin saglanmasina katkida bulunmaktadir. Heterosist duvarlar boyunca
O, difiizyonu simirlandinimugtir. PS 1T aktivitesinin bulunmamas: heterosist iginde O,



tiretilmesini engeller, mevcut O, ise yiksek solunum oramyla azaltilmaktadir
(Buchanan, 1980)

N,’nin NHj’a indirgenmesi metabolik olarak pahali bir siireg olup her bir
reaksiyon i¢in en azindan sekiz e ve onalti ATP gerekmektedir. Bu degerler farkli
organizmalarda degisiklik gosterebilmektedir (Buchanan, 1980). N; dig ortamdan
heterosist igerisine girdikten sonra nitrojenaz enzim sisteminin yardimiyla NHj’a
donistirilmektedir. NH; hiicre iginde bu sekilde kalmayip glutamik asite baglanarak
glutamin sentaz enziminiﬁ yardimiyla glutaminin yapisina katilir. Glutamin daha sonra
vejetatif hiicreye gecerek glutamik asit sentetaz (GOGAT) enziminin katalizledigi bir
reaksiyonla glutamik asite donigirken fikse edilmis azotun metabolizmaya gegisi
saglanmig olur. Azot metabolizmasi oldukg¢a fazla enerji ve indirgeyici gig
gerektirmektedir. Heterosistlerde PS II’de fonksiyonel olmadig igin 6nemli bir enetji ve
indirgeyici gii¢ agig1 vardir. Metabolik bakimdan bu kadar pahali olan bu siirecin enerji
ve indirgeyici gii¢ agifinin kapatiimas: igin heterosistlerde OPP dongiistt 6nemli bir
indirgeyici gii¢ kaynag1 olarak gindiiz de aktiftir ve NADPH ihtiyacini kargilamaktadir
(Apte ve ark., 1978; Wolk ve ark., 1994). Bu nedenle heterosistlerde 1g1kta G6PDH hala
aktiftir. Vejetatif hiicrelerde ise giindiiz G6PDH aktivitesi gozlenmez, OPP déngiisii

inaktiftir.
1.2, Siyanobakterilerde Fotosentez

Canh sistemlere birincil enerji girisi fotosentez ile gergeklesir. Az sayida litotrofik
organizma hari¢ diinya tzerindeki biitin canlilar hayatsal faaliyetleri igin gerekli
enerjiyi fotosentez aracihiiyla giines enerjisinden saglamaktadirlar. Her giin giines
tarafindan diinyaya ulasan 1tk miktarinin %1 kadan fotosentezde kullanilmaktadir.
Fototrofik organizmalar fotosentez iglemi ile giines enerjisini canlilar igin kullanabilir
hale getirerek canliligin devamim saglamaktadir.

Siyanobakterilerde de temel karbon ve enerji girigi fotosentez ile saglamr. Bu
organizmalar oksijenik fotosentez yapan Gram negatif bakterilerdir. Oksijenik
fotosentetik organizmalar iki asamali 151k merkezli bir fotosentetik sisteme sahiptir.
Bunlar fotosistem I (PS I) ve fotosistem II (PS II) olarak isimlendirilir. PS I ve PS II
tilakoit membranlar tzerinde bulunurlar. Tilakoit membranlar yiksek bitkilerde
kloroplastlarda yerlesikken fototrofik organizmalar olan siyanobakterilerde hiicre



sitoplazmasinda yer almaktadir. Tilakoitler iizerinde 151k emici pigmentler bulunur.
Dinya yiizeyine ulagan fotonlar fotosentetik sistemin bu 1stk emici molekilleri
tarafindan yakalanmir. Bu molekiller yitksek bitkilerde klorofil a ve klorofil b iken
siyanobakterilerde klorofil a ve fikobilinlerdir (Glazer, 1987).

[Ik olarak PS II’de foton enerjisi elektronlara (e7) verilerek yitksek enerji
seviyesine ¢itkmalan saglanmaktadir. Bu e”lar tilakoit liimen boyunca PS I’e tasinirken
proton pompalarini harekete gegirir ve ATP olusumu saglanmir. Aym1 zamanda PS II’de
H,0’dan saglanan e”lar PS I’e verilir ve bu arada H,O, H, ve O,’ne pargalamir (Kallas,
1994). Bu esnada PS II’de bir foton absorbe edilerek bir e yiiksek enerji seviyesine
¢ikar. PS II bu e”nunu sitokrom b’ye vererek bu molekiiliin indirgenmesini saglar. PS
I’e taginan bu e indirgeyici giic (NADPH) iretiminde kullamilir. Bu e oncelikle
ferrodoksine verilerek indirgenmesi saglamir. Indirgenmis ferrodoksin, ferrodoksin-
NADP-oksidoreditktaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonla iki e”nunu NADP"ye
verir ve NADPH olusumunu saglar (Morand ve ark., 1994). Indirgenmis ferrodoksin
¢”larim bu sekilde NADPH iiretiminde kullanabildigi gibi ferrodoksin-tioredoksin
oksidorediiktaz enziminin Kkatalizledi}i bir reaksiyonla tioredoksine vererek
tioredoksinin indirgenmesini de saglamaktadir (Kallas, 1994).

Sonugta PS Il'deki ilk stk etkinlifinde iiretilen enerji, ATP sentezi i¢in ve
PSI'deki ikinci 151k etkinliginde iretilen enerji ise indirgeyici gic (NADPH ve
indirgenmis tioredoksin) iiretiminde kullamlmaktadir.

1.3. Siyanobakterilerde Karbon Metabolizmasi

Fototrofik organizmalarin karbon metabolizmas1 iki temel metabolik siireci
igermektedir. Bu stiregler Indirgeyici Pentoz Fosfat dongiisii (RPP dongiisii yada Calvin
dongisi) ile CO, indirgenmesi ve Yiikseltgeyici Pentoz Fosfat dongiisit (OPP dongiisii)
ile karbonhitrat yikimin1 igerir.

1.3.1. indirgeyici Pentoz Fosfat Dongiisii ile CO, Indirgenmesi

Istk reaksiyonlarinda isik enerjisi, ATP formunda metabolik enerji ve NADPH
formunda indirgeyici gii¢ iiretmek tizere kullanilir. Ancak bu fotosentezin yalnizca bir
yansidir. Fotosentetik organizmalar 151k reaksiyonlartyla tirettikleri ATP ve NADPH’y1



kullanarak atmosferik CO;’ten organik molekiillerin iretimini gergeklestirmektedir.
Reaksiyonlar sistemde yeterli ATP ve NADPH ve CO, bulundufu strece devam

etmektedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Indirgeyici pentoz fosfat (RPP) dongiisti (Calvin dongiisii). Enzimler: 1) 5-
Fosforibulokinaz, 2) Rubisco, 3) 3-Fosfogliserat kinaz, 4) Gliseraldehit 3-fosfat
dehidrojenaz, 5) Trios fosfat izomeraz, 6) Fruktoz-1,6-bisfosfat aldolaz, 7) Fruktoz-1,6-
bisfosfat fosfataz, 8) Heksoz-6-fosfat izomeraz, 9) Gliseraldehit transferaz
(transketolaz), 10) Aldolaz, 11) Sedoheptuloz-1,7-bisfosfat fosfataz, 12) Riboz-5-fosfat

izomeraz ve 13) Riboz-5-fosfat 3-epimeraz.

CO; fiksasyonu, metabolizma sirasinda COz’nin baglanabilecegi bir molekiiliin
varligina baghdir. Bu molekiil metabolik reaksiyonlarda tiretilen ve bir ara triin olan
ribuloz-1,5-bisfosfat (RuBP)’tir (Tabita, 1994). Calvin dongiisiniin diizenlenmesinde
rolu olan iki reaksiyon S-fosforibulokinaz ve ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz
(Rubisco) tarafindan katalizlenmektedir. Bu nedenle rubisco CO, fiksasyonunun
diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. Déngii COy’nin 5C’lu molekiil RuBP’a



baglanmasiyla baslar ve rubisco enziminin katalizlediBi bir reaksiyonla RuBP, 3C’lu iki
fosfogliserat (PGA) molekiiliine déniigiir. Daha sonra reaksiyonlar devam ederek PGA,
gliseraldehit fosfat molekiillerine donistiriilir. Bu 3C’lu bilesiklerin bir kismu 4C’lu
5C’lu, 6C’lu ve 7C’lu ara bilegikler tizerinden glukoza donustirilirken bir kismu da
yeniden RuBP yapiminda kullamlir (Sekil 1.1). Déngiiniin her bir tam devrinde bir
molekiil CO, dongiiye katilir ve bir molekiil RuBP iretilir. Alti CO, molekild ile
dongiiniin alt1 defa devri, glukoz gibi bir 6C’lu sekerin tiretimini saglar (Stanier Cohen-
Bazire, 1977, Smith, 1982; Tabita, 1994). Bu olaylar karanlik reaksiyonlan olarak da
isimlendirilmektedir ancak fotosentezin devam ettifi periyotlar boyunca yani gindiiz
RPP dongiisit devam eder.

1.3.2. Yiikseltgeyici Pentoz Fosfat (OPP) Dongiisii ile Karbonhidrat Yikim

Giindiz isiktan alinan enerji ATP ve NADPH iizerinden organik molekiillere
donustiirilmektedir. Gece ise bu organizmalar hayatta kalabilmek igin gerekli minimum
enerjiyi depo karbonhidratlarimin farkl: bir metabolik yolda yikimu ile saglamaktadirlar.
Bu yol Yiikseltgeyici Pentoz Fosfat (OPP) dongiisidir. OPP déngiisinde CO,
fiksasyonu sonucu olugan karbonhidratlarin yikimi gergeklestirilmektedir. Buna bagh
olarak hiicrenin gece boyu canlilifimin devami saglamirken aym zamanda indirgeyici
glic (NADPH) tretimi de saglanmaktadir (Stanier ve Cohen-Bazire, 1977). G6PDH
OPP dongtistindeki ilk enzimdir ve bu metabolik yolun en 6nemli diizenleyicisidir
(Smith, 1982; Copeland ve Turner, 1987). Isik periyodu boyunca sentezlenen glikojen
OPP déngusiiyle CO;’e kadar pargalanir. Bu yolla bir glukozun ribuloz-5-fosfata
parcalanmasiyla iki NADPH molekiilii iiretilirken bir ATP molekiilii harcanir. Ribuloz-
S-fosfat daha sonra bir seri reaksiyonla 4C’lu ve 7C’lu geker ara tiriinlerine daha sonra
da 3-fosfogliserat ve fruktoz-6-fosfata donistiirilmektedir (Sekil 1.2) (Smith, 1982).
Déngiiniin her devrinde bir CO, agiga ¢ikar, alti devir sonunda bir glukoz molekili

tamamen pargalanir.
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Sekil 1.2. Yiikseltgeyici Pentoz Fosfat (OPP) dongusii. Enzimler: 1) Glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz, 2) Fosfoglukonolaktonaz, 3) Fosfoglukonat dehidrogenaz, 4) Riboz-5-
fosfat izomeraz, 5) Riboz-5-fosfat 3-epimeraz, 6) Gliseraldehit transferaz (transketolaz),
7) Dihidroksiaseton transferaz (ﬁamaldolaz), 8) Trioz fosfat izomeraz, 9) Fruktoz-1,6-
bisfosfat aldolaz, 10) Fruktoz-1,6-bisfosfat fosfataz ve 11) Heksoz-6-fosfat izomeraz

1.4. Fotosentetik Organizmalarda Isik ve Metabolizma Iliskisi

Siyonabakteriler 1gikta indirgeyici pentoz fosfat (RPP) dongiisii ile CO,’i asimile
ederler. Asimilasyonun son irlinii glikojendir. Gece boyunca, giindiiz 1gikta sentez
edilen enerjice zengin bilegikler kullamlarak enerji saglanmaktadir. Glikojen, alt
birimleri olan glukoz molekullerine yikilir. Glukoz molekiilleri OPP déngiisiinde CO,’e
kadar yikilarak enerji elde edilir. Bir ¢ok ¢aligmada OPP dongiisiiniin ilk enzimi olan
G6PDH’m inhibisyonun hedefi oldugu ileri siiriilmektedir. G6PDH, in vivo’da igikta
her iki fotosistem de faal durumda iken siddetli bir sekilde inhibe olur (Schaeffer ve

Stanier, 1978).



Karanliktan 1513a gegiste metabolik havuzda RPP dongiistine baglh olarak RuBP
miktan artmaktadir. Ayrica sitoplazmik pH’da artiglar meydana gelir (Falkner ve
Homer, 1976). Fotosentezle birlikte NADPH ve ATP miktarinda artiy olur. Bu
faktorlerin tamami G6PDH aktivitesinin azalmasina neden olmaktadir. Bu faktérler
deaktivasyon etkilerini ya enzimin molekiiler (oligomerik) formlar: arasindaki dengeyi
degistirerek (bakimz Bolim 1.5.1) ya da direk olarak enzimin katalitik fonksiyonunu
etkileyerek gergeklestirmektedir (Schaeffer ve Stanier, 1978; Falkner ve Horner, 1976;
Grossman ve McGowan, 1975) (bakiniz Bolum 1.5.2).

Isiktan karanliga geciste ise pH azalir, NADPH ve ATP seviyesi diger ve bunu
metabolik havuzda RuBP’in azalmasi takip eder. Tium bu degisiklikler G6PDH
aktivitesinin artmasina yol a¢gmaktadir. Difer bir metabolik degigiklik ise G6PDH
aktivitesinin artmasiyla glikojen rezervlerinden enzim igin pozitif effektér olarak rol
oynayan G6P miktarinin metabolik havuzda artirilmasidir.

Sonug olarak G6PDH’1n 1gikta inhibisyonunda (i¢ mekanizma rol oynamaktadir.
Bunlardan biri, fotosentetik ATP ve NADPH 151kta G6PDH igin negatif effektor olarak
rol oynar (Stanier ve Cohen-Bazire, 1977) (bakiniz Boliim 1.5.2). Diger mekanizmada
enzimin yapisal 6zellikleri rol alir. G6PDH ytiksek ve digiik aktivitede farkli formlara
déniigebilen oligomerik bir enzimdir. Bu formlar arasindaki geciste pH da etkilidir.
Isikta pH artar (Kallas ve ark., 1994) ve buna bagl olarak da enzim digtk aktivite
gosteren formlara déntigiir (Schaeffer ve Stanier, 1978) (bakimz Boélam 1.5.1). Son
olarak, G6PDH fotosentetik elektron transport zinciri ile 1s1kta indirgenerek deaktivite
olan bir redoks proteinidir (bakimz Bélum 1.5.3). Bu ii¢ mekanizmanin enzimin
regiilasyonunda birbiriyle iligkili olarak ¢aligtif1 ileri stirtilmugtir (Udvardy ve ark.,
1982).

Hiicrede 151k ve karanlik metabolizmast enzimleri ayr1 bélmelerde yer almaz.
Glikolitik yol, OPP déngisii ve RPP dongiisii enzimleri bir arada bulunurlar. Bu
nedenle 151k ve karanhk periyotlarda dogru enzimin ve dolayisiyla dogru metabolik
yolun etkinlifinin saglanabilmesi i¢in diizenlenmenin olmasi gerekmektedir. Isik,
fotosentezdeki rolti ile bu mekanizmalarin temel belirleyicisidir. Bu rol protein
seviyesinde enzimlerin aktif ve inaktif formlara doniigiimini saglamak ve/veya
ekspresyon seviyesinde enzim miktarimi ayarlamak seklinde gergeklesir (Min ve
Golden, 2000, Yang ve ark., 2002). Bu diizenlenme mekanizmalarnn fotosentez
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tirinlerinin metabolik havuzdaki diizeylerine ve dolayisiyla fotosentezin igleyip
islemedigine bagli olarak ¢aligmaktadir.

1.5. Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz (G6PDH)

Siyanobakterilerde OPP dongiisii karbonhitrat yikimt igin esas metabolik yoldur.
G6PDH bu yolun ilk enzimidir. GGPDH, G6P’in NADP varliginda 6-fosfoglukono-3-
laktona yikimim gergeklestirir. 6-fosfoglukono-3-lakton kararh bir bilesik degildir ve
hiicrede bu gekilde kalmayip laktonaz enziminin katalizledii bir reaksiyonla 6-
fosfoglukonata doniigtirilir. Ilk reaksiyon termodinamik bir sekilde geri doniigiimlii
olmasina ragmen, ikinci reaksiyon yani laktonaz reaksiyonu déniigiimsiizdir (Levy,
1979). Bu sekilde G6PDH reaksiyonunun geri doniigtimii laktonaz tarafindan

engellenmiy olur.
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Sekil 1.3. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve laktonaz reaksiyonlari.
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ekspresyonunu etkileyerek hem de ekspresyonu yapilan proteinleri modiile ederek
etkisini  gosterir (Gleason, 1994). Isigin bu etkisi siklikla dogrudan
gergeklesmemektedir. Fotosentetik organizmalarda metabolik aktiviteleri etkileyen g1k,
hiicre i¢i baz1 degisikliklere neden olur. Fotosentetik elektron taginmasina bagh olarak,
NADP ve tioredoksin indirgenir, RuBP seviyesi artar, pH’da yiikselme olur.

G6PDH’1n regiilasyonunda etkisi olan faktorlerden biri pH’dir. pH enzimin hem
katalitik aktivitesini hem de az aktif oligomerik formu M; ile normal aktif oligomerik
M, formu arasindaki dengeyi etkilemesinden dolay: olduk¢a karmagik bir etkiye sahiptir
(Schaeffer ve Stanier, 1978; Gleason, 1996). Anabaena sp. PCC7120 ile yapilan
calismada sulandinlmis enzim soliisyonunda pH 6.5°da enzim aktivitesinin on beg
dakika boyunca sabit kaldi1 g6zlenmis fakat pH 7.9°a ¢ikanlinca aktivitenin on saniye
iginde baglangi¢ degerinin yarisina indigi belirlenmigtir. Buna gére hafif asit kosullarda
yani pH 6.5-6.9 civaninda iken enzimin normal aktif formu M,, pH 7’nin iizerinde iken
ise enzimin en az aktif formu olan M, yoniinde denge s6z konusudur. Anabaena sp.
PCC7120°den izole edilen enzimin katalitik aktivitesi i¢in optimal pH degeri 7.4 diir
(Schaeffer ve Stanier, 1978). Optimum pH degeri Synechococcus sp. PCC6307 ve
Synechococcus sp. PCC6716 igin 7.2 olmasina ragmen pH 7’nin {izerinde iken enzimin
oligomerik dengesi M; yéniindedir. Bu durum pozitif effektér yokluunda aktivitenin
azalmasina neden olmaktadir (Gleason, 1996, Stanier ve Cohen-Bazire, 1977).

NADPH ve ATP siyanobakteriyel G6PDH’1n negatif effektorleridir yani enzim
aktivitesini inhibe ederler. Bu metabolitler enzimin katalitik aktivitesini azaltirken
enzimin M; ve M, formlar arasindaki dengede etkileri 6nemsizdir. Katalitik fonksiyonu
ise direk olarak etkilerler (Grossman ve ark., 1975). Anacystis nidulans ve Anabaena
sp.’den izole edilen enzimle yapilan ¢aligmalarda, G6PDH aktivitesinin NADPH
tarafindan G6P ile kompetitif olarak inhibe edildigi rapor edilmigtir. (Grossman ve
McGowan, 1975). Aym ¢alismada ATP’nin de NADP ile rekabete girerek enzimi
inhibisyona ugrattifi gézlenmistir. Bu inhibisyon sekilleri, NADPH i¢in pH 6.5’de
enzimin sadece siiper aktif formu igin gegerli iken, ATP inhibisyonu enzimin her ig
formu igin de etkilidir ATP ve NADPH enzimin katalitik fonksiyonunu etkiler
(Schaeffer ve Stanier, 1978). Enzim aktivitesine NADPH/NADP orami da etki
etmektedir. Isikta yliksek NADPH/NADP oram enzim aktivitesini inhibe ederken ayni
zamanda OPP dongiisiintin akis hizim yavaglatir. Karanhkta ise diisik NADPH/NADP
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oram enzimin aktif hale gegmesini saglar. Anacystis nidulans ile yapilan bir galismada
NADP seviyesi karanlikta (0.19 mM, ig1ikta 0.17 mM) az ¢ok sabit kalirken, NADPH
seviyesinin 1gikta 0.23 mM iken karanlik koguilarda 0.04 mM seviyelerine kadar
distigin rapor edilmistir (Thlenfelt ve Gibson, 1975). Bu sonuglar enzimin aktif
formunun korunmast i¢in NADPH/NADP oraninin disiik olmasit gerektigini
gostermektedir.

Ribuloz-1,5-bisfosfat (RuBP)’in enzimin diizenlenmesinde negatif effektor
olarak rol oynadi rapor edilmigtir (Schaeffer ve Stanier, 1978). RuBP enzimin en az
aktif formu olan M; formundan normal aktif form olan M, formuna donismesinde
negatif effektor olarak is goriir (Grossman ve McG(;wan, 1975). Isikta RPP dongiistine
bagli olarak metabolik havuzda RuBP miktann artmaktadir. Bu durum enzim
aktivitesinin azalmasina neden olmaktadir. Buna karsin Schaeffer ve Stanier (1978)
RuBP’nin enzimin normal ve siiper aktif formlarnin aktivitesine herhangi bir etkide
bulunmadifim séylemektedir.

Enzim aktivitesinde etkisi olan diger bir metabolit ise glutamindir. Pozitif
effektor olarak is goérerek enzimi aktive eder. Ozellikle Anabaena sp. heterosistlerinde
enzim aktivitesinin yiiksek seviyede tutulmasina yardimct olur (Stanier ve ark., 1977).
Glutamin enzimin substrati olmamasina ragmen glukoz-6-fosfat (G6P) ile birlikte
dengeyi M, yoniinde (normal aktif form) degistirme yetenegindedir. Fakat enzimin
stiper aktif ve normal formunda enzim kinetikleri tizerine herhangi bir etkisi yoktur
(Shaeffer ve Stanier, 1978). Benzer sonuglar Arabaena variabilis’de de gozlenmigtir
(Cossar ve ark., 1984). Ayrica glutaminin pH 8°de aktivator olarak gérev yaptig ve
enzim siiper aktif formda iken enzim-substrat affinitesini degistirmedigi bildirilmigtir
(Gleason, 1996; Schaeffer ve Stanier, 1978).

Glukoz-6-fosfat (G6P) ise pozitif effektor olarak gérev yapmaktadir. Karanlikta
OPP déngiisiniin aktivitesine baglh olarak glikojen rezervlerinden enzimin substrati
olan G6P’mn ayngmasi metabolik havuzda G6P konsantrasyonunu artttrmaktadir. Bu
durum karanlikta aktivitenin korunmasina yardimei olur (Schaeffer ve Stanier, 1978).

Indirgenmis tioredoksin enzimin indirgenmesinde 6nemli bir rol oynar.
Tioredoksinler diger proteinlerin disiilfit baglarimin indirgenmesine neden olan redoks
proteinleridir. Bu proteinler diger proteinlerin igerdigi ve yapisal agidan 6nemli olan
disilfit baglarini indirgeyerek enzim aktivitesinde modiilatér olarak gorev yaparlar.
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Obakterilerin aksine siyanobakteriler iki farkli tioredoksine sahiptir: tioredoksin m ve
tioredoksin f. Bunlar amino asit seviyesinde %39 benzerlik gosterirler. Tioredoksin f
hem yap1 hem de genel redoks aktivitesi bakimindan bakteriyel tioredoksinlere benzer.
Digeri, tioredoksin m ise siyanobakterilere ¢zgiidir ve f tipine nazaran daha az stabildir
(Gleason, 1994, 1996). Siyanobakterilerde karbon metabolizmasi ve azot
metabolizmasinda gorev  alan bir ¢ok enzim, disilfit baglannm
indirgenmesi/ylikseltgenmesiyle diizenlenir. Bu enzimlerden biri de G6PDH’dir. Bu
diizenlemede tioredoksin f veya tioredoksin m etkili olabilir. Tioredoksinler PS I’de
tiretilen irdnler ile indirgenirler. Bu ylizden G6PDH ve is1k reaksiyonlar1 arasinda
6nemli bir biyokimyasal iligki mevcuttur (Fickenscher ve Scheibe, 1986). G6PDH’1in
diizenlenmesi redoks modiilasyonuyla gergeklestirilmektedir (Anderson ve ark., 1978;
Cossar ve ark., 1984; Udvardy ve ark., 1984; Rowel ve ark., 1988; Graeve ve ark.,
1994). In vitro’da Anacystis nidulans ile yapilan bir gahgmada giiglii bir indirgeyici olan
ditiotreitol (DTT) kaba 6ziit igcinde G6PDH’1n aktivitesini azaltmaktadir (Cseke ve ark.,
1681). Buna ragmen DTT Anabaena variabilis ATCC29413 ve Anabaena sp. PCC7120
hticrelerinden saflandinlmig enzim iizerinde bu etkiyi gostermemistir ( Cossar ve ark.,
1984; Udvardy ve ark., 1984). Bu saflandinimis enzim ¢6zeltisine tioredoksin ilave
edildiginde DTT varh@inda enzim aktivitesi azalmaktadir. Bu sonuglar tioredoksinin
siyanobakteriyel G6PDH ig¢in in vivo’da indirgeyici bir ajan oldugunu desteklemektedir.
Tioredoksin, in vivo’da ferrodoksin-tioredoksin oksidorediiktaz tarafindan indirgenir
(Crawford ve ark., 1979; Yee ve ark., 1981). Isikta fotosentez gergeklesirken PS I’de
¢”’lar ya NADP’ye yada tioredoksine iletilir. Tioredoksine ¢ iletiminde ferrodoksin-
tioredoksin oksidorediiktaz gorev alir. Indirgenmis tioredoksin de elektronunu
G6PDH’a vererek enzimin yiikseltgenmis formdan indirgenmis forma dontisimiini
katalizler. Karanlikta ise indirgenmis tioredoksin seviyesi diigikk oldugundan enzim
yiikseltgenerek aktive olur. Biyokimyasal analizlere dayali galismalar 151k/karanlik ve
karanhik/istk gegislerinde enzimin yiikseltgenmesiyle ve indirgenmesiyle aktivitenin
kontrol edildigini desteklemektedir (Udvardy ve ark., 1983; Cossar ve ark., 1984;
Gleason, 1994).

Bu yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarimin enzimin yapisinda bulunan
sistein amino asitlerinin stlfihidril gruplan arasindaki disilfit baglaninin yapimi ve

yikim seklinde gergeklesebilecegi hipotezi ileri siriilmigtir (Anderson ve ark., 1978).
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Daha sonra yapilan molekiller genetik analizler biokimyasal analizleri destekler
niteliktedir. Siyanobakterilerin G6PDH genlerinin (zwf) en az iki sistein kodonu igerdigi
ve bunlanin gen igindeki konumlarinin korundugu belirlenmigtir (bakiniz Bolim1.6)
(Scanlan ve ark., 1992; Newman ve ark., 1995; Summers ve ark., 1995a).

Yapilan molekiler genetik analizler sonucunda G6PDH geninin hemen
asagisinda bir opcA geni bulundugu belirlenmistir (Newman ve ark., 1995; Summers ve
ark., 1995a; Sundaram ve ark., 1998). Nostoc sp. ATCC29133 ile yapilan mutasyon
¢aligmalan sonucunda zwf/ mutantlarda G6PDH’in spesifik aktivitesi tamamen
kaybolmayip yabani tip aktivitenin %5’i seviyesinde oldugu buna ragmen opcA
mutantlarda G6PDH aktivitesinin %2 oraninda oldugu belirlenmigtir (Summers ve ark.,
1995b). Goriildiga gibi G6PDH aktivitesi opc4 mutantlarinda zwf mutantlarindakinden
daha fazla etkilenmistir. Bu sonuglar opc4 'min G6PDH aktivitesinde dikkate deger bir
etkisinin oldugunu gostermektedir.

Summers ve arkadaglann (1995b) tarafindan Nostoc sp.ATCC29133 zwf gen
bélgesinin transkript analizi gergeklestirilmigstir. Hiicrenin ihtiyacina gére hangi enzime
ihtiyag varsa bu bodlgede bulunan ilgili genin ekspresyonu gergeklestirilmektedir.
Burada kansik bir operon diizenlenmesi s6z konusudur. Dikkati ¢eken en énemli nokta
opcA ve zwfnin ekspresyonunun daima birlikte gergeklestiriliyor olmasidir. Bu
analizler 118inda opcA’nin ikinci bir G6PDH geni oldugu konusunda disinceler ileri
striilmustiir (Butler ve ark., 2002).

opcA ve zwf gen bolgeleri arasindaki iligkiyi arasturmak igin ¢aligmalar
yapilmistir (Sundaram ve ark., 1998; Summers ve ark., 1995; Min ve Golden, 2000;
Hagen ve Meeks, 2001). Nostoc punctioforme hiicrelerinde OpcA’nin enzimin katalitik
aktivitesi igin gerekli oldugu ve OpcA varliginda enzimin G6P’a affinitesinin fizyolojik
deger olarak otuz kat arttif gozlenmigtir (Summers ve ark., 1995b). Yine bu ¢alismada
OpcA’nin G6PDH sentezine veya katalitik aktivitesine bilinmeyen bir mekanizma ile
etki ettigi bildirilmigdir. Sundaram ve arkadaglan (1998) yaptiklan g¢alismada OpcA
proteininin G6PDH’1n aktif oligomerik yapiya doniigmesine yardim ettigini ve opcA
geninin direk yada indirek bir gekilde G6PDH monomerlerinin katalitik olarak aktif
multimerik formlara doniismesinde rolii oldugunu bildirmiglerdir. Bu aragtirmalar opc4
mutantlaninda G6PDH  aktivitesinin tamamina yakinmmin neden kayboldugunu
agiklamaktadir. Min ve Golden’in yaptiklan galismada (2000) OpcA’nin G6PDH aktif
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formunun olusturulmas1 ve Kkatalitik aktiviteye etkisinin 6tesinde, sirkadien gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde de rol oynadig ileri siirilmiistiir. G6PDH karanlikta
aktif 151kta inaktif bir enzimdir. Bu da enzimin sentezinin muhtemelen sirkadien kontrol
altinda oldugunu goéstermektedir. OpcA’mn G6PDH’1n katalitik aktivitesi igin gerekli
oldugu ve enzimin redoks modiilasyonunda bir roli olabilecegi de diger bir ¢alismada
ileni strtilmigtir (Hagen ve Meeks, 2001). Bu galismada redoks modiilatérlerinin
sadece OpcA varliginda G6PDH aktivitesini etkileyebildigi rapor edilmistir.

1.5.3. Disiilfit Baglarinin Olusum ve Yikimi

Fotosentetik organizmalarin karbon metabolizmalarinda islev géren enzimlerin
isik/karanlik  gegislerinde aktivitelerinin nasil diizenlendiklerinin anlagilmasi igin
gintimiize kadar birgok ¢aligma gergeklestirilmigtir (Schaeffer ve Stanier, 1978;
Steawart, 1980; Cossar ve ark., 1984; Udvardy ve ark., 1984, Scanlan ve ark., 1992;
Newman ve ark., 1995; Summers ve ark., 1995a). Uzerinde durulan G6PDH regiilasyon
mekanizmalarindan biri de enzimin yapisinda bulunan sistein amino asitlerilerinin
siilfihidril (-SH) gruplann arasinda disiilfit 'baglanmn olusumu ve ylkimiyla
gergeklestirilen diizenlenmedir (Anderson ve ark., 1978). Biyokimyasal ve fizyolojik
caligmalarda 1g1ikta enzimin indirgenmesi ile aktivitenin durduruldugu, karanhkta ise
yikseltgenerek aktivitenin tekrar kazamldify gozlenmistir. (Udvardy ve ark., 1984;
Cossar ve ark., 1984; Gleoson, 1994). Ayrica enzimin molekiiler analizleri de bu
mekanizmay: destekleyici niteliktedir (Scanlan ve ark., 1992; Newman ve ark., 1995,
Summers ve ark., 1995b; Scanlan ve ark., 1995; Wenderoth ve ark., 1997)

Tioredoksinler difer proteinlerin disiilfit baglarinin indirgenmesine neden olan
redoks proteinleridir. Tioredoksinler, proteinin igerdigi ve yapisal agidan 6nemli olan
distlfit baglarim indirgiyerek enzim aktivitesinde modiilatér olarak gorev yapar.
Tioredoksinler PS I’den gelen e larla indirgenmis ferrodoksin tarafindan indirgenir. Bu
yiizden regiilasyon mekanizmas: ve 151k reaksiyonlan arasinda 6nemli bir biyokimyasal
iligki mevcuttur (Gleason, 1994).

PS I’de yiiksek enerji diizeyine ¢tkan e™lar ferrodoksine iletilip indirgenmesine
neden olurken indirgenmis ferredoksin de e”lanm NADP’ye iletmektedir; yada
alternatif olarak ferrodoksin-tioredoksin oksidorediktaz enziminin katalizledigi bir

reaksiyonla tioredoksine vermekte ve onun indirgenmesine neden olmaktadir.
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Indirgenmis tioredoksinin e”larm yiikseltgenmis durumda iken aktif olan G6PDH’a
vererek indirgenmesine dolayisiyla da inaktif forma dénilsmesine neden oldugu
bildirilmistir (Gleason, 1994; Cossar ve ark., 1984). In vivo galismalarda tioredoksinin
ferrodoksin-tioredoksin oksidorediiktaz tarafindan indirgendigi rapor edilmistir (Yee ve
ark., 1981). Indirgenen tioredoksinin enzimin yapisinda bulunan disiilfit baglarinin
indirgenmesine neden oldugu ileri sturiilmektedir (Anderson ve ark., 1978).

Enzim aktif durumda iken sistein amino asitleri arasinda disiilfit baglan
bulundugu ancak indirgenmis tioredoksin varliginda bu disiilfit baglannin indirgendigi
ve dolayisiyla enzimin inaktif forma doniistigii ileri sirtilmigtiir (Cossar ve ark., 1984).
Ayni galigmada indirgenmis tioredoksinin bu etkisinin G6P ve glutamin gibi bazi pozitif
effektorlerin varh@inda azaldifn rapor edilmistir G6PDH’in redoks modiilasyonu
olduk¢a guglidiir; eger G6P konsantrasyonu diisikkse bu gegerlidir. Oligomerik bir
enzim olan G6PDH’in yiksek ve dusiik aktivite gosteren formlan farkli redoks
ozellikleri gosterir. Isik altindaki hiicrelerde hipoaktif form, enzim aktivitesinin yiiksek
oldugu bir pH’da yiikseltgenerek kolayca aktive olur. Fakat hiperaktif form daha dugiik
bir pH’da indirgenerek kolayca deaktive olur. Fotosentetik elektron tagima sistemi de
bilegikleri indirgeyen giiclii bir sistemdir ve enzimin hipoaktif formda kalmasini
(inaktif) saglar. Dolayisiyla 1:13in fotosentetik organel yada hicrelerdeki redoks
durumunu etkiledigi agiktir. Isik indirgenmis ferrodoksin oramin1 ve NADPH miktarim
artirir. Redoks durumundaki bu degisiklikler, tioredoksinin indirgenmesine ve diger
enzimlere de bu degisikliklerin iletilmesine neden olur (Gleason, 1994). Bu
indirgenmeden G6PDH ve dolayisiyla OPP dongisii de etkilenir. Bu metabolik sartlarda
151kta ekonomik olmayan oksidatif metabolik yollarla karbon akigi engellenmis olur.
Enzimin okside formunun kolayca indirgenmesi ve igikta inaktif hale doéniigmesi onu
fizyolojik agidan onemli kilar. Enzime e akigi durur durmaz indirgenmis formdan,
yiksek aktivite gosterdifi yiikseltgenmis forma kolaylikla gegis yapabilir (Udvardy ve
ark., 1982). G6PDH’1n redoks ozellikleri, farkli oligomerik o6zellikleriyle beraber
enzimin bu hassas metabolik kontroliinde alisitlmigin diginda bir mekanizmanin ortaya
ctkmasim saglar (Cseke ve ark., 1981).

Bitin bu verilerin 15181 alinda G6PDH’in tioredoksin tarafindan enzimin
yapisinda bulunan spesifik dizenleyici sistein amino asitleri arasinda olugan disulfit
baglarinin redoks modifikasyonuyla inaktive edildigi ileri strilmiigtiir (Anderson ve
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ark., 1978). Yapilan biyokimyasal ve molekiler genetik analizler bu hipotezi
destekleyici niteliktedir. DNA dizileme ¢aligmalan Synechococcus sp. PCC7942
susunun G6PDH enziminin 187 ve 445 pozisyonlarinda iki sistein amino asiti igerdigini
gostermigtir (Scanlan ve ark., 1992). Anabaena sp. PCC7120 zwf geni de 101-187-265
ve 445 pozisyonlarinda dért sistein amino asiti igermektedir (Newman ve ark., 1995).
Nostoc sp. ATCC29133 G6PDH geninde ise 187, 265 ve 445 pozisyonlarinda Gg¢ sistein
amino asiti bulunmaktadir (Summers ve ark., 1995a). Bu veriler karanlik/igik gegisinde
enzimin yapisinda yer alan sisteinlerin silfihidril gruplannin arasinda disiilfit bag
olusumu ve ykimiyla enzim aktivitesinin  diizenlenebilecegi  hipotezini

desteklemektedir.

1.6. Siyanobakteriyel zwf Genleri

Synechococcus sp. PCC7942 G6PDH enzimini kodlayan zwf geni ilk klonlanan
siyanobakteriyel zwf genidir (Scanlan ve ark., 1992). Prob olarak Zymomonas mobilis
zwf geni kullamlarak sonugta zwf geni 2.9 kb’lik HindIII fragmenti seklinde klonlanmig
ve baz dizisi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gére Synechococcus sp. PCC7942 zwf
geninin 1572 nikleotit ve 524 amino asitten olustugu ve 187 ve 445 pozisyonlarinda
olmak tizere iki sistein amino asiti igerdigi belirlenmistir. Elde edilen Synechococcus sp.
PCC7942 zwf geninin nikleotid dizisi FEschereschia coli zwf niikleotit dizisiyle
kargilagtinldiginda amino asit seviyesinde % 41, niikleotit seviyesinde %60 benzerlik
oldugu goriilmektedir. Daha sonra Synechococcus sp. PCC7942 zwf geni prob olarak
kullamlarak Anabaena sp. PCC7120 (Newman ve ark., 1995) ve Nostoc sp.
ATCC29133 zwf genleri (Summers ve ark., 1995a) klonlanmig ve baz dizisi
belirlenmigtir. Yapilan niikleotit dizi analizleri sonucunda Syrechococcus sp. PCC7942
ve Anabaena sp. PCC7120 zwf genlerinin amino asit seviyesinde %69, niikleotit
seviyesinde %82 benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Anabaena sp. PCC7120 ve Nostoc
sp. ATCC29133 zwf genleri ise amino asit seviyesinde %94, niikleotit seviyesinde ise
%96 benzerlik gostermektedir Newman ve ark., 1995; Summers ve ark., 1995a).
Newman ve arkadaglarinin yaptifi ¢aligmada (1995) Symechococcus sp.
PCC7942 ve Anabaena sp. PCC7120 zwf bélgesinin organizasyonu karsilagtirilmgtir.
Bu g¢aligmaya gore Symechococcus sp. PCC7942 zwf gen boélgesinin yukarisinda
(upstream) fruktoz-1,6-bisfosfatazi kodlayan gen fbp geni ve agagisinda (downstream)
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opcA geni yer alir. Anabaena sp. PCC7120 susunun zwf gen bolgesi incelendifinde ise
zwf geninin yukansinda transaldolazi kodlayan ta/ geninin ve onun yukansinda fbp
geninin yer aldifi goérilmektedir (Newman ve ark., 1995). Son ¢aligmalarda bu
organizmanin zwf geninin asagisinda bir opcd geninin mevcut oldugu belirlenmigtir
(Kaneko ve ark., 2001). Nostoc sp. ATCC29133 ile yapilan zwf gen bolgesinin
organizasyonunun belirlenmesiyle ilgili bir ¢aligmaya gore Arnabaena sp. PCC7120 ile
benzer organizasyona sahip oldugu anlagilmaktadir (Summers ve ark., 1995a). Ayrnica
Nostoc sp. ATCC29133 gen bolgesinin transkript analizleri de gergeklestirilmistir
(Summers ve ark., 1995b). Bu organizmada fbp ile baslayan ve opcA ile biten yapisal
genlere sahip bir operon oldugu kabul edilmistir. Bu genler kompleks bir operon
diizenlenmesine sahiptir. Ug farkli noktadan transkripsiyon sinyalleri olugabilmektedir.
Bu sinyaller fbp geninin yukansinda, 7@/ geninin yukarisinda ve fa/ geninin iginde yer
alir. Organizmanin fizyolojik durumuna gore hangi enzime veya enzimlere ihtiyag varsa
sadece o enzimleri kodlayan genlerin ekspresyonu gergeklestirilmektedir. Dikkat ¢eken
diger bir oOnemli durum ise difer genlerin aksine opcd ve zwf genlerinin
ekspresyonunun daima birlikte gergeklestiriliyor olmasidir.

Yapilan klonlama ve dizileme analizleri sonucunda dikkati ¢eken Onemli
noktalardan biri de Synechococcus sp. PCC7942, Anabaena sp. PCC7120 ve Nostoc sp.
ATCC29133 suglannin zwf genlerinin 187 ve 445 pozisyonlarindaki sistein amino
asitlerinin konumlarmmin korundugudur. Bu sonuglar diger aragtirmalarda ileri siiriilen
enzimin diizenlenme mekanizmasinda distlfit baglarmin olusum ve yikimi ile ilgili

hipotezi destekler niteliktedir (Anderson ve ark., 1978; Cossar ve ark., 1984).

1.7. zwf Mutasyon Calismalar:

zwf gen bolgelerinin klonlanmasi ve dizi analizlerinin 1s18inda Symechococcus sp.
PCC7942 zwf geninin insersiyonel (interpozon eklenerek) inaktivasyonu
gergeklestirilmis ve mutant organizmanin o6zellikleri aragtinlmigtir (Scanlan ve ark.,
1995). Bu mutantta zwf geni kesintiye ugratilmistir yani zwf geninin igine Q fragmenti
yerlestirilmigtir (Q fragmenti i¢in bakiniz Bélim 1.9.1). Sonugta bu mutant bir Azwf
mutanti degildir. Bu mutantta G6PDH aktivitesi gériilmemistir ve diger enzimlerdeki
degisiklikler de belirlenmistir. Yabani tip ile kargilagtirildigs zaman G6PDH spesifik
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aktivitesi yabani tiplerde 256 iinite/mg protein iken mutant organizmalarda aktivite
gozlenememigtir. Bu mutantin karanlikta yagayabilirlik oranlan incelendiginde 96
saatten sonra neredeyse sifir yagabilirlik oram gosterdigi yabani tiplerde ise %60 lik
yagayabilirlifin oldugu saptanmistir (Scanlan ve ark., 1995). Mutantlarla yapilan
Western blot analizleri sonucunda Zwf proteininin {retiminin olmadifi da
belirlenmigtir.

Nostoc sp. ATCC29133 ile yapilan mutasyon ¢aligmalan sonucunda zwf
mutantlarda G6PDH’in spesifik aktivitesi tamamen kaybolmazken (%5) opc4
mutantlarda bu degerin (%2) zwf mutasyonundakine nazaran daha fazla etkilendigi
gozlenmisgtir (Summers ve ark., 1995b)

Okaryotlarda ve yiiksek bitkilerde enzimle ilgili molekiiler genetik ¢aligmalarin
zorlugundan dolay1 genellikle prokaryotik organizmalarin enzimleriyle ilgili genetik
caligmalar daha yaygindir. Buna ragmen yilksek bitkilerden Solanum tuberosum’da
yapilan ¢aligmalarda enzimin kloroplastta ve sitozolde olmak iizere iki farkli formu
oldugu belirlenmigtir. Bunlardan kloroplastlarda bulunam enzimin plastitik formu,
sitoplazmada bulunam ise sitozolik formudur. Plastitik form redoks modiilasyonuna tabi
olmasina ragmen sitozolik form igin bu durum s6z konusu degildir (Fickenscher ve ark.,
1986). Sitozolik formun aktivitesinin diizenlenmesi birka¢g effektér tarafindan
gergeklestirilir. Bunlardan en giicliist NADPH’dir. Buna ilave olarak niikleotit trifosfat,
asetil CoA ve CoA enzim aktivitesinde 6nemli birer effektordiir.

Solanum tuberosum plastitik zwf geni alti sistein icermektedir. Bu amino
asitlerden hangilerinin redoks modiilasyonuna tabi olduunu anlamak igin yapilan
yonlendirilmis mutasyon ¢aligmalariyla sistein amino asitleri serin amino asitine
doniigtirilmis ve enzimin yapisindaki Cys'*® ve Cys'’ pozisyonlarindaki sisteinlerin
redoks diizenlemesine katildigi gézlenmistir. Aym ¢alismada yapilan kristallogrofik
analizlerde bu iki sisteinin pozisyonlarinin bu duruma uygun nitelikte olabilecegi
bildirilmigtir (Wenderoth ve ark., 1997).

Her ne kadar daha 6nce siyanobakteriyel zwf mutantlari elde edilmisse de bunlar
zwf silinme mutantlann degildir. Yani sistein kodonlarinin bulundugu gen bélgesi
silinmemigtir. Sistein kodonlan degistirilmis zw/ geninin genoma transferi i¢in bu
kodonlan igeren gen bolgesi silinmig bir mutanta gereksinim vardir. Bundan dolay1 bu
galismaya uygun mutantlar degildir. Bu ¢aligmamin amaglarindan biri zwf geni silinmig
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Synechococcus sp. PCC7942 mutant: elde etmektir. Bu silinme sistein kodonlarinin
bulundugu bolgeyi de igine almasi gerekmektedir. Bunun nedeni de amino asit
degisikliginin bu bolgede yapilacak olmasindan dolayidir.

'1.8. Arastirmanin Amaci

G6PDH enziminin 1513a bagl regiilasyonuyla ilgili bir hipotez ileri stiriilmugtir.
Bu hipotez enzimin yapisinda yer alan sistein amino asitlerinin stlfihidril (-SH) gruplan
arasinda olusan disilfit baglannmin redoks modilasyonuyla indirgenme ve
yiikseltgenmesi sonucu enzim aktivitesinin diizenlendigini ileri siirer (Anderson ve ark.,
1978; Udvardy ve ark., 1984; Cossar ve ark., 1984; Gleason, 1994). Bu hipotez
siilfihidril gruplarn tagtyan sistein amino asitlerinin enzim yapisinda yer aldi temeline
dayanir. DNA dizileme caligmalaninda elde edilen bilgilere gore siyanobakteriyel
genomlarin 187 ve 445. pozisyonlarda olmak iizere en az iki sistein amino asiti igerdigi
belirlenmigtir.

G6PDH’1n  diizenlenmesinde bdyle bir redoks modilasyonunun gergek
mekanizmasim, biyokimyasal analizlere dayali olarak elde edilen dolayli verilerin
otesinde anlamanin tek yolu zwf geninin yapisindaki sistein kodonlarinin
degistirilmesidir. Boyle bir 'degisim oligoniikleotit yonlendirilmis mutasyonla
Synechococcus sp. PCC7942 zwf geninin 187 ve 445 pozisyonlarindaki iki adet sistein
amino asitinin diger bir amino asite donisttriilmesiyle gergeklesebilir. Fakat bunun igin
oncelikli olarak zwf geni silinmis Synechococcus sp. PCC7942 mutantinin iretilmesi
gerekmektedir. Bu temel hedefe yonelik olarak bu aragtirmada iki amag giidiilmigtiir.

Bunlardan birincisi baz1 siyanobakteriyel suglarda tanimlanmig olan indirgeyici
ajanlar varhifinda Synechococcus sp. PCC7942 hicrelerinde enzim aktivitesinin
etkilenip etkilenmediginin belirlenmesidir. Bunun igin Symnechococcus sp. PCC7942
hucrelerinden elde edilmiy siipernatantlar kullamilarak enzim aktivitesine DTT nin etkisi
incelenecektir.

Ikinci olarak sistein igermeyen mutant G6PDH enziminin 1sik regilasyon
modundaki degisimi belirlemeye yonelik bir ¢aligmada kullanimi olacak olan bir
silinme zwf (Azwf) Synechococcus sp. PCC7942 elde etmektir. Bunun i¢in daha 6nce
klonlanmuis Synechococcus sp. PCC7942 zwf fragmenti kullamlarak bir seri
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manipulasyon sonucu bir Azwf mutasyonu elde etmek ve sonra bu mutant geni yabani
tip Synechococcus sp. PCC7942 genomuna nakletmek gerekmektedir.

Patates plastittk G6PDH enziminde sisteinlerden ikisinin béyle bir
mekanizmanin igleyiginde rol aldifr gosterilmis olsa da (Wenderoth ve ark., 1997) bu
gine kadar siyanobakteriyel G6PDH’da boyle bir mekanizmanin isleyip islemedigini
gosteren bir ¢aligma yapilmamigtir.

1.9. Genel Bilgiler
1.9.1. Omega Interpozonu

Omega (Q2) fragmenti 2.1 kb’lik (2082 bp) bir DNA pargasi olup streptomisin (Sm) ve
spektinomisin (Spc) direncini kodlayan bir geni (aad4) tagir (Sekil 1.4). Ayn1 zamanda
simetrik sentetik goklu klonlama bolgeleri, translasyon ve transkripsiyon sonlanma
sinyalleri igerir. Kodladigt Sm ve Spc direnci sayesinde bagh bulundugu rekombinant
DNA molekiillerini tagtyan hiicrelerin ayirt edilmesine izin verir. Q fragmenti RNA ve
protein sentezini erken safhada sonlandirir ve bu sayede hem transkripsiyon hem de
translasyon dnitelerinin haritanlanmasma ve tamimlanmasina yardim eder. Q
fragmentinin durdurma sinyallerinin simetrik yapisindan dolay1 aym etki her iki
yondeki insersiyonda da elde edilmektedir. Fragment, pHP45 vektoriine baglh
durumdadir, vektor segici karakter olarak ampisilin diren¢ genini (bla) tasir.
Q fragmentiyle beraber toplam buyiklik 4.3 kb’dir (Prentki ve ark., 1991).

Q fragmentinin mutagenezde kullanilmasi baz1 avatajlar saglar. Bunlardan biri
seciciliktir. Q0 fragmentine bagli bir rekombinant vektér Spc ve Sm direnci kazanir.
Ikincisi, igine yerlestifi genetik iinitenin ekspresyonunu tagidig simetrik transkripsiyon
ve translasyon durdurma sinyalleriyle durdurur. Diger avantaj ise tagidign polilinker

bolgesi sayesinde istenilen bolgeye baglanma segenegi sunmasidir.
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BamHI BamHI
E‘j:gi HindIll_ sph1 HindIIl Z::IIU
Q‘ L audt

0.5
kb

Sekil 1.4. Q fragmentinin fiziksel haritasi. Her iki ugta koyu oklar geklinde T4
transkripsiyon terminasyon sinyalleri, bos ii¢genler seklinde translasyon durdurma
kodonlann ve koyu kutular seklinde polilinker bolgesi goérilmektedir. aadAd geni

streptomisin ve spektinomisin direncini kodlar (Prentki ve ark., 1991)

pHP45$2’nin olusturulmasi igin bir seri islem gergeklestirilmigtir. pHP45 €Q’nin
yapisinda dort DNA fragmenti bulunur. Bunlardan biri aad4 genidir. Bu antibiyotik
~direng geni R100.1 plazmitinden alinmig 1.7 kb’lik Pvull-HindIll fragmentidir. Sm ve
Spc antibiyotiklerine kars1 direng saglayan gen, her iki yonde de transkripsiyon ve
translasyon sonlandirma dizisi igerir. Ikinci fragment transkripsiyon sonlandirma
dizisidir. Bu dizi T, bakteriyofaj geninin karboksi-terminal pargasim tagiyan pMJK4-18
plazmitinden elde edilmistirr pHP45Q’nin yapisinda bulunan bir diger fragment
translasyon sonlandirma dizisidir. Bu dizi 21 bp’lik BamHI-HindIll fragmenti
seklindedir ve pPKTH604 plazmitinden elde edilmigtir. Bu fragment ayrica translasyon
durdurma (TGA) kodonlarim1 da igerir. Diger fragment ise Q fragmentini tagiyan
replikon pHP45 dir.

1.9.2. pUC Klonlama Vektorleri

pUC grubu vektérler klonlama vektorleri olmalarina ragmen bir ekspresyon vektdriiniin
gerektirdifi tim yapilara sahip oldupundan klonlamamn yami sira rekombinant
proteinlerin ekspresyonunda da yaygin olarak kullamlmaktadir. pUC ailesi vektorleri
oldukga yiiksek bir kopya sayisina ve replikasyon orijini olarak co/E1’e sahiptir. Ancak

replikasyon diizenleyici bélgesi silinmistir. Bu vektérler ampisilin direncini saglayan ve
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B-laktamaz enzimini kodlayan bla genini igerir. Indiiklenebilir bir promotora sahiptir ve
bu grup vektérler lac promotor (Pp.) ve lac operatdr (Oy,)’den kuruludur (Sekil 1.5)
(Yanisch-Peron ve ark., 1985).

a)
Eco01091 2674
Aatll 2617
Sspl 2501
Xmnl 2294

Sapl 683

AN, BspLU11l 806

b)

ciral
]
sas gt "TY! oA Bantt __ Smal__Somi Saci

B3y

Pt
Accest
A

B

39
ol ) Bl _ Sl
5¢ GTAABACGACGGCCAG TGC CAA GCT TGC ATG CCT GCAGGT CGA CTC TAG ACG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGA ATT CGT AATCATGGTCAT AGE TGTTTCCTG 37
37 CATTTTGCTGCCGGTC ACGGTT CGA ACG TAC GGA CGT CCA GCT GAG ATC TCC TAG GEG CCC ATG GCT CGA GCT TAA GCATTAGTACCAGTA TCGACAAAGGAC 5¢

lacZ «—Val Val Afa Leu Ala Leu Ser Ala His &g Cys Thr Ser G leu Pro Asp Gy Pro Yal Ser Ser Sar Asn Thr llo Mot Thr Bfet

Sekil 1.5. Klonlama vektorii pUC18’in fiziksel haritasi ve ¢oklu klonlama boélgesi.
a) pUC18’in fiziksel haritast. CKB ¢oklu klonlama bolgesini ifade eder. b) Coklu
klonlama boélgesinin niikleotit dizisi ve retriksiyon endoniikleaz tanima bélgelerinin
konumu. rep vektoriin replikasyon fonksiyonundan sorumlu bolgesidir. CKB ve vektor
izerindeki restriksiyon enzimi tanima bolgeleri vektorii bir kez kesen enzimlere ait
tamma bélgeleridir. Rakamlar ilgili yapinin pozisyonunu ifade etmektedir.
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Bu vektoriin igerdigi diger yapilardan biri /acl gen bolgesidir. Bu gen Jac
represér proteini kodlar. JacZ’geni ise lac promotordan transkribe edilir ve
B-galaktosidaz proteinin bir amino terminal pargasim (a-polipeptiti) iiretir. Bu protein
laktozu glukoz ve galaktoz birimlerine pargalayan B-galaktosidazin bir mutant
formunun tamamlanmasin saglar. Vektoriin sahip oldugu diger 6nemli bir 6zellik goklu
klonlama bolgesine sahip olmasidir. Bu kisa DNA boélgesi /ac promotorunun
asagisindan (downstream) baglar ve JacZ geninin ilk bir kag kodonunu da i¢ine alir. Bu
boigeye bir DNA’mn baglanmasiyla JlecZ geni mutasyona ugratildigindan
B-galaktosidaz enzimi tamamlanamaz hale gelir. Bu bolge bir grup restriksiyon
endoniikleaz tamma bélgesini de igerir. Bu tamima bolgeleri farkli restriksiyon

enzimleriyle elde edilmig fragmentlerin klonlanmasina izin verir.

1.9.3. Oligoniikleotit-yonlendirilmis Mutasyon

Bir proteinin i¢indeki bir aminoasiti degistirmek, uzaklastirmak veya bir bélgeye
eklemek igin o proteini kodlayan gen iizerindeki ilgili kodonlarin degistirilmesi gerekir.
Bunu gergeklestirmek igin en gelismis yontem oligoniikleotit-yonlendirilmis
mutasyondur (Carter, 1991). Bu yontemde gen iizerindeki sinurli bir bolge mutasyona
ugratildif i¢in bu tip mutasyona nokta mutasyon denir.

Oligoniikleotit yonlendirilmis mutasyonun gergeklestirilebilmesi igin oncelikle
mutasyona ugratilacak genin klonlanmis ve baz dizisinin belirlenmis olmas: gerekir.
Mgili gen tek zincirli veya ¢ift zincirli formdaki bir vektor igine klonlanmalidir. Bu
agamadan sonra genin degistirilecek bélgesine homolog bir oligoniikleotit sentezlenir.
Bu oligoniikleotit klonlanmig genin nokta mutasyon yapilacak bélgesiyle homolog
olmali ancak istenen degisikligi de igermelidir. Bu oligoniikleotit primer olarak
kullamhp. DNA replikasyonu gergeklestiginde, meydana gelecek ¢ift zincirli vektoriin
zincirlerinden biri yabani tip geni diZeri ise mutant geni igerecektir. Bu vektdriin alict
hiicreye transferinden sonra DNA replikasyonu ile molekilin ¢ok sayida kopyasi
uretilmis olacaktir. Olusacak kolonilerin yansi orjinal DNA’y: diger yansi ise
mutasyona ugramis seklini igeriyor olacaktir. Hangi koloninin hangi molekiilii igerdigi
koloni hibridizasyonu yada antibiyotik direng¢ genlerinden yararlamlarak
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belirlenebilmektedir. Mutant kopyalan igeren hiicre belirlendikten sonra hedef proteinin
fonksiyonlar incelenebilmektedir (Dalbadie-McFarland ve ark., 1983)

Son zamanlarda bu yonteme alternatif olarak daha kullamigh yontemler de
kullamilmaktadir. Bu yontemlerden biri antibiyotik direng genlerinin modifikasyonu ile
mutant gen kopyasm: iliskilendirme esasina dayanir (Altered-site II in vitro
Mutagenesis System, Promega). Bu yontemde hedef gene homolog mutajen primerin
yan sira standart antibiyotik geni nakavt ve tamir primerleri kullanilarak mutagenez
reaksiyonlart gergeklestirilir (Sekil 1.6). Mutajen oligoniikleotit ve standart antibiyotik
nakavt ve tamir primerleri ile mutagenez reaksiyonlan baglatilir. Yeni sentezlenecek
zincirlerden biri genin mutant kopyasimi diferi de yabani tip kopyasini tasir. Bu
rekombinant vektdr muS bir hiicreye transfer edildifinde yanlis eglesmis bazlar tamir
edilmez. Replikasyon sonucunda teorik olarak yeni vektorlerin yarist yabani tip geni
diger yaris1 mutant geni tagir. Mutant geni tagiyan vektorii bulunduran hiicreler farkli
antibiyotik direng ve duyarhiliklarina gore segilebilir. Mutajen oligoniikleotitle beraber
eklenen standart primerler yeni sentezlenen zincirde yabani tip kopyada fonksiyonel
olan antibiyotik diren¢ genini inaktive ederken mutant antibiyotik diren¢ genini tamir
ederek fonksiyonellesmesini saglamaktadir. Dolayisiyla yabani tip geni tagiyan
plazmidin fenotipik 6zellikleri (Amp*/Tet’) mutant kopyamn fenotipinden (Amp/Tet’)
farklt olacaktir. Bu farklilifa uygun olarak besin ortamina uygun antibiyotikler
cklenerek mutant kopyay: tasiyan koloniler dogrudan segilebilmektedir. Bu yontem
uygulanarak bir mutagenez caligmasinda %95’¢ kadar etkili mutant izolasyonlar
saglanabilmektedir (Technical Manual TM001 Promega, 2003)
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v VT

Amp Tamir Tet Bozma
Oligonakieotiti Ofigontiklsatitt
Sentez ve
Replikayon

fuzent Hedef DA

Hedef DNA

Amp', Tet®

Amp?®, Tet’
Sekil 1.6. Bu ¢aligmada uygulanan oligoniikleotit-yonlendirilmis mutasyon islemlerinin
temeli. Sistem pALTER fajemid vektorlerinin (Promega) kullammi esasina dayanur.
Sentez ve replikasyon sonrasinda yabani tip Amp*/Tet’ ve mutant Amp'/Tet® plazmidler

olusur.
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Bu galigmada kullamlan bakteriyel suglar Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Bu ¢aligmada kullamlan plazmitler

Plazmit Karakterizasyon Direng Referans
pUC18 Klonlama vektérii Ap' Yanisch-Peron ve ark., 1985
pUCI9 iginde 29 kb
pNUT1 Synechococcus sp. PCC7942] Ap' |Scanlan ve ark., 1992
zwf fragmenti
pUC181 Sphl bolgesi silinmig pUC18 Ap" |Bugalisma
2,9 kb Symechococcus sp.
pSG11 PCC7942 zwf fragmenti igeren| Ap" |Bugalisma
pUC181 |
pHP45Q Klonlanma vektorii Sm'-Spc’ | Prentki ve Krisch, 1984
2.2. Bakteriyel suslar

Bu ¢alismada kullanilan bakteriyel suglar Tablo 2.2°de verilmigtir.

Tablo 2.2. Bu ¢aligmada kullamilan plazmitler

Sus

Karakterizasyon

referans

Synechococcus sp. PCC7942

Yabani tip

Grigorieva ve Shestakov,
1976

EndAl, recAl, gyrA96 thi,
HsdR17, (re,mg”, relAl,

E.coli IM109 Yanisch-Peron ve ark., 1985
supE44, A(lac-proAB), [F°,
traD36, proAB, laclqZAM
lacZ53, muwS201::Tn5,
E.coliES1301 thyA36, rha-5,metB1, deoC, |Promega TMO001, 2003

IN(rrnD-rrnE)
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2.3. Kullamlan Kiiltiir Ortamlarn ve Bakteriyal Suglarin Uretimi

Synechococcus sp. PCC7942 100 ml BG11 besiyerinde, galkalamali inkiibatérde,
30°C°de iiretilmistir. Inkiibatérin yizeyindeki stk siddeti 1,452 joul m™ olarak
belirlenmistir. Aynica 1 1t’lik biyik kiltirler 3.059 joul m? igik siddetinde optik
yogunluk 1.000 absorbans civarina gelene kadar siirekli havalandinlarak oda
sicaklifinda tiretildi. Besiyerini katilagtirmak igin %1 (w/v) agar kullamldi (Castenholz,
1988; Rippka, 1988).

Synechococcus sp. PCC7942 susu igin kullamlan BGI11 besiyeri igerigi

asagidaki gibidir (Rippka, 1988).

Kimyasal Miktar (gr)
NaNO; 1.500
K,HPO,.3H,0 0.040
MgS0,.7H,0 0.075
CaCl,.2H,0. 0.036
Sitrikasit 0.006
Fe NH, sitrat 0.006
EDTA Na;Mg 0.001
NaCO; 0.002

Bu karisgima 1 ml iz element eklendi ve hacim 1000 ml’ye tamamlandiktan sonra pH
7.4’¢ ayarland1. Iz elementler asagidaki miktarlarda alinarak 1000 ml saf suda ¢6ziilerek
121°C’de 20 dk sterillenmistir.

1z elementler Miktar (gr)
H;BO; 2.860
MnCl; 4H,0 1.810
ZnS0,4.7TH,0 0.222
NaMoQO4.H;O 0.391
CuS04.5H,0 0.079
Ca (NO;),.6H,0 0.049
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Kati BG11 besiyeri hazirlanirken ayn kaplarda 2xBG11 ve 2x %1(w/v) distile
suda ¢ozillmilg agar (Oxoid) ayn ayn 121°C’de 15 dk otoklavlandiktan sonra birbirine
kangtirildi. Sicaklik su banyosunda 50°C’ye diisiiriildiikten sonra gerekli antibiyotikler
ilave edilip besiyeri steril plastik petrilere veya tiiplere dokiildi.

E.coli suslarinin diretimi i¢in kiltiir ortami olarak 2xYT besiyeri (Bankier ve
ark., 1987) ve Luria-Bertani (LB) (Maniatis ve ark., 1982) besiyerleri kullanildi. Sv1
besiyerindeki E.coli suslan inkiibatorde 250 rpm galkalama hizinda 37°C’de gelisimini
tamamlandiktan sonra +4°C’de muhafaza edildi. E.coli suslarinin iiretimi igin kullamlan
2xYT (Bankier ve ark., 1987) ve Luria-Bertani (Maniatis ve ark., 1982) besiyerlerinin

icerikleri agagidaki gibidir.
Icerik 2xYT Besiyeri LB Besiyeri
Tripton 10 gr. 10 gr.
Maya Oziitii 10 gr. 5gr.
NaCl 5gr. 10 gr.
Oxoid Agar %1.5 %1.5

Besiyeri igerikleri eritildikten sonra besiyerlerinin pH’st 7.6’ya ayarlandi ve
hacim 1000 m!’ye tamamlandi. i(atl besiyeri hazirlamirken %1.5 agar, pH ayarlandiktan
sonra besiyerine ilave edildi. Besiyerleri 121°C’de 15 dk. otoklavland, sicaklik su
banyosunda 50°C’ye digiirildiikten sonra gerekli antibiyotikler ilave edilerek steril
petrilere ve tiiplere dokiildi. Sivi besiyerleri ise 50 ml’lik hacimlerde 200 ml’lik
erlenlerde otaklaviandiktan sonra kullamma hazir hale geldi.

SOC Besiyeri
SOC besiyeri rekombinant vektériin alict hiicreye transferinden sonra fenotipik

ekspresyona izin vermek igin bir siire tiretildigi besiyeridir.

Kimyasal Miktar
Bacto tripton 2 gr.
Bacto Maya Oziitii 0.5 gr.
1 M NaCl 1 mlL
1 MKCL 0.25 ml.
2 M Mg™ stok 1 ml
2 M Glukoz 1 ml
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Tripton, maya 6ziitii, 1 M NaClI, 1 M KCl distile su ile 97 ml’ye tamamland: ve
otoklavlandi. Oda sicakligina geldiginde filtre ile sterilize edilmis 2 M Mg ve 2 M
glukoz (her birinin son konsantrasyonu 20 mM) ilave edildi ve besiyeri kangimu filtre

ile sterillendi. Bu besiyerinin pH’st 7 olmalidir.

2 M Mg'? Stok

Mg CL, 2033 gr.
Mg SO, 24.65 gr.

Bu miktarlar distile su ile 100 ml’ye tamamlandi ve filtre sterilizasyonu yapildi.

2.4. Antibiyotik Stoklarmmin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

E. coli igin antibiyotikler Maniatis ve arkadaglann (1982) tarafindan belirtilen
konsantrasyonda kullanildi.

Antibiyotikler | Stok Konsantrasyon | Son Konsantrasyon
Ampisilin © 25 mg/ml 50 pg/ml
Spektinomisin 5 mg/ml 50 pg/ml

Stoklar filtre ile steril edilerek -20°C’de sakland.

2.5. E. coli’den Kiigiik Olgekte Plazmit DNA Izolasyonu

E.coli’den kugiik 6lgekte plazmit DNA izolasyonu i¢in kullanilan metotlardan biri alkali
lizizdir (Maniatis ve ark.,1982). Bu y6ntem su sekilde uygulandi:

Kullamilan Cozeltiler
Cozelti I Miktar
Glukoz 50 mM
EDTA 10 mM
Tris-HCI (pH:8) 25 mM
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Cozelti II Miktar
NaOH 02M

SDS %1(w/v)
Cozelti ITI Miktar
Potasyum asetat 5 M 60 ml
Glasiyel asetik asit 11.5ml
Distile su 25.5ml

Cozelti IIT’tin pH’s1 4.8’e ayarlandi.

10 mI’lik 2xYT veya LB besiyerinde inokiile edilen tek bir koloni ¢alkalayic: bir
inkiibatorde 250 rpm’de 37°C’de gece boyu iiremeye birakildi. Gerekli antibiyotikler
besiyerine ilave edildi. Gece boyu iireyen hiicreler 1.5 ml’lik Eppendorf tiipiine transfer
edilerek 12000 x g’de 5 dk santrifiij edildi. Tiplerdeki besiyeri g¢okeltiden
uzaklagtirildiktan sonra i¢ine 5 mg mI’ ! lizozim eklenmis 150 pl gozelti I ile gokelti
sispanse edildi ve buzda 5 dk bekletildi. Daha sonra 200 ul ¢gézelti II ilave edildi ve
icerik 4-5 defa altiist edilerek kangtinildi ve buzda 5 dk bekletildi. Ardindan 150 pl
¢ozelti III ilave edilip hafifce vortekslendikten sonra buzda 5 dk bekletildi. 12000 x
g’de 5 dk santrifiij edildi. Siv1 kisim steril tiipe alinarak fenol:kloroform:izoamilalkol
(25:24:1) uyguland: ve etanolde ¢oktiirildii (bakiniz Bolim 2.9), alkol uzaklastirildt ve
%70’lik alkolle yikandi ardindan 12000 x g’de 5 dk. santifiirilj edildi ve alkol
uzaklagtirilarak DNA desikatérde 30 dakika kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra 30
pl TE’de ¢ozilda ve -20°C’de saklandi.

Bu y6ntemden farkli olarak Promega tarafindan saglanan Wizard Plus Minipreps
DNA purification System kit ile de plazmit DNA izolasyonu ger¢eklestirildi. Bu
uygulama igin gece boyu lreyen kultirlerden 1.5 ml alinarak Eppendorf tiiplere
nakledildi ve 10.000 x g’de 2 dk santrifiij edildi ve sivi kisim uzaklagtindi. Cokelti
200ul resuspensiyon soliisyonu ile siispanse edildi ve iizerine 200 pl lizis soliisyonu
ilave edilerek dort kez altiist edildi. Daha sonra bu kanigima 200 ul nétralizasyon
soliisyonu eklenerek dort kez altiist edildi ve 10.000 x g’de 5 dk santrifiyj edildi. Bu

islemler devam ederken temiz bir sininganin pompa kismu gikarilarak igine 1 ml resin
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ilave edildi ve tizerine santrifiij sonrasi stvi kisim eklendi. Bu esnada ginnganin ucunda
minikolon takili durumdaydi, bu islemlerden sonra siinganin pompasi takilarak
igerisindeki sivimn minikolondan gegisi saglandi. Daha sonra 6nce minikolon sonra
siringanin pompast gikarildi ve 2 ml kolon yikama solusyonu ilave edildi ve minikolon
takilarak igindeki sivimin kolondan gegisi saglandi. Daha sonra minikolon temiz bir
Eppendorfa nakledildi ve 10.000 x g’de 2 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
minikolon yeni bir Eppendorf tiipiine nakledilerek iist agiklifindan 50 pl steril ¢ift
distile H,O eklendi ve 2 dk bekledikten sonra 10.000 x g’de 20 sn santrifiij edildi. Stvi
kisim plazmit DNA stoku olarak kullanild:.

2.6. DNA Miktar ve Saflifinin Belirlenmesi

DNA miktarimin belirlenmesinde spektrofometrik yontem kullamildi (Maniatis ve ark.,
1982). 1 OD birimin 50 ug/ml DNA’ya karsilik gelmesinden hareketle stoklarin 260
nm’deki OD degerleri kullamlarak DNA miktan hesaplandi. 260 nm’deki OD degerinin
280 nm’deki degere oraninin 1.8 olmasi DNA stoklarinin saf oldugunu gostermektedir.

2.7. Restriksiyon Endoniikleaz Uygulamasi

Restriksiyon endoniikleaz uygulamrken belli bir miktar DNA almip 1/10 hacim ilgili
enzim tamponu, 1/10 hacim spermidin (Stok 40 mg ml") ve uygun hacime
tamamlanacak sekilde saf su ilave edildi. Onerilen miktarda enzim ilave edilerek enzim
aktivitesi igin uygun sicaklikta su banyosunda iki saat boyunca kesildi. Daha sonra
fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) uyguland: ve etanolde ¢oktarilda. 20 ul’lik tipik
bir restriksiyon endoniikleaz reaksiyonu agagidaki gibi hazirland.

Hedef DNA 10 ul
Spermidin 2ul
10X Enzim Tamponu 2ul
Enzim 2ul
Su 4ul

Toplam 20 ul
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2.8. DNA’ya Alkalen Fosfataz Uygulamasi

Alkalen Fosfataz uygulamasindaki amag endoniikleaz ile kesilmis plazmid DNA’sinin
5 fosfat uglanmn kopanlmasim saglamak ve bOylece vektoriin tekrar kendi iizerine
baglanip halkasal yap: olusturulmasinin yani self ligasyonunun engellenmesidir.

Toplam 20 pl hacimlik bir karigima 2.5 ul 10 x tampon ¢ozeltisi ve 2 ul CIAP
(Dana bagrsak alkalen fosfataz) ilave edildi ve 37°C’de 30 dk inkibasyona birakildt.
Bu siirenin sonunda 2 ul daha CIAP ilave edilip 30 dk 37°C de inkiibe edildi. Ardindan
fenol:kloform:izoamilalkol (25:24:1) uygulamasi ve etanol ¢oktirmesi yapildi. Bu
DNA, ligasyon reaksiyonlarinda kullaniimak iizere -20°C’de saklandi.

2.9. Fenol:Kloroform:izoamil Alkol Uygulamas: ve Etanol Coktiirmesi

Bu ¢aligmanin amaci saf olmayan DNA omeklerinin saflandinilmasidir. Kromozomal
veya plazmit DNA 6mekleri steril 1.5 ml’lik Eppendorfa alindi. DNA 6rmekleri eger az
miktarda ise TE tamponu ile belli bir hacime tamamland: ve tizerine 1:1 oraminda (v/v)
Fenol:Kloroform:Izoamil alkol (25:24:1) eklendi ve vortekslendi. 12.000 x g’de 5 dk
santrifiij edildikten sonra ist ﬁbaka dikkatli bir sekilde yeni bir Eppendorf tiipiine
alind1. 1/10 oraninda 3 M sodyum asetat ve 4.5 kat mutlak alkol ilave edilerek -20°C’de
15 dk ya da gece boyu bekletildi. Daha sonra 12.000 x g’de 20 dk santrifiij edildi ve
alkol uzaklagtinldu. Kalan ¢okelti %70’lik alkolde yikand:i ve 12.000 x g’de 5 dk
santrifij edildi ve alkol uzaklastinldiktan sonra desikatorde yaklagik 30 dakika
kurumaya birakildi. Tamamen kuruma saglandiktan sonra DNA 30 ul TE tamponunda
¢oziildii ve -20°C°de saklandi (Maniatis ve ark., 1982).

2.10. Agaroz Jel Elektroforez

Agaroz jel elektroforezi DNA fragmentlerini ayirmak i¢in uygulanan bir yéntemdir. Bu
iglem igin %0.7’lik agaroz jel kullamldi. Agaroz jel hazirlanirken 10 x Tris-Borat-

EDTA (TBE) stoktan elde edilen 1 x TBE tamponu kullamldi.
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10 x TBE
Icerik Miktar
Tris baz 108 gr.
Borikasit 55 gr.
0.5MEDTA (pH:8) 40 pl

Bu miktarda kimyasal 1000 ml’de ¢6ziildi otoklavlanarak oda sicakliginda saklandi.

2.10.1. Agaroz Jel Hazirlanmasi

0.35 gr agaroz, 50 ml 1 x TBE tamponu iginde alev iizerinde tamamen berrak bir
gorintit elde edinceye kadar 1sitildi. Sicaklik 50°C’ye distince 2.5 ul etidyum bromid
(Stok konsantrasyon 10 pg/ml, son konsantrasyon 0.5 ug/ml) ilave edilip tarakh
elektroforez tablasina dokiildiikten sonra sogumaya birakildi. Jel sofuduktan sonra
iginde 1 x TBE tamponu bulunan elektroforez set igine yerlestirildikten sonra taraklar
¢ikarildi. DNA o6reklerine 1/10 oraninda yiikleme tamponu (%0.25 ksilensiyanol,
%0.25 bromofenol mavisi ve % 40 siikroz ) ilave edildi. DNA 6rnekleri jeldeki oyuklara
yitklendikten sonra 70-80 mA’de 2-3 saat yiiriitiildii.

2.11. DNA’mn Agaroz Jelde Gozlenmesi

Etidyum bromid ile boyanan DNA Vilber Lourmat marka bir transilliminatér kullarak
UV (ultraviole) igik altinda g6zlendi (Maniatis ve ark., 1982). DNA bantlarimin
fotograflar1 UVI model gériintiilleme sisteminde fotografland.

2.12. Agaroz Jel ve Cozeltiden DNA izolasyonu

Cozeltiden ve agaroz jelden DNA izolasyonu BIO 101 Gene Clean II Kit (QBIOGEN)
kullanarak gergeklesletirildi. Agaroz jelden izalasyon yapilirken jel lizerindeki istenilen
bantlar DNA’daki kinlmalan engellemek amaciyla %70 yogunluktaki UV 15151 altinda
belirlenerek kesilip 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerine alindi. Her bir tiipteki jel agirhiklarin
0.4 g’1n altinda olmasina dikkat edilerek iizerlerine Gene Clean II kitinde 6nerildigi gibi
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% hacim TBE modifier eklendi ve 2.5 hacim Nal ilave edilerek 55°C’deki su
banyosunda jel eriyene kadar yaklasik 5 dk bekletildi. Uzerlerine 10 pl glassmilk adi
verilen DNA’nin tutunabilecegi cam pargaciklan ilave edildi. Dakikada bir alt dst
edilerek 5 dk bekletildi. Daha sonra 15.000 x g’de santrifiij edildi ve sivi kisim
uzaklagtinildi. Kalan ¢okelti dikkatli bir sekilde kitin bir pargast olan ‘new wash’ ile iig
kez yikandi ve her seferinde 15.000 x g’de 5 sn santrifiyj edilerek sivi kisim
uzaklagtirildi. Kalan ¢okelti kurutulduktan sonra 10 pl TE tamponu ilave edilerek 55°C
su banyosunda 2-5 dk bekletilerek DNA’mn tampona karigmas: igin ¢okeltinin erimesi
saglandi. 15.000 x g’de 30 sn santrifiij edildikten sonra ustte kalan sivi DNA ¢ozeltisi
olarak yeni bir eppendorf tiipe alinarak -20°C’de saklandi.

Agaroz jelden farkli olarak ¢ézeltiden DNA izole edilirken TBE modifier ilave
edilmeden dogrudan Nal basamagina gegildi ve isleme yukarida anlatildig: gibi devam
edildi.

2.13. U¢ Doldurma

Tek zincirli uglara sahip olan DNA fragmentlerinin bu kisimlarnnin doldurularak ¢ift
zincirli hale getirilmesi gerekir. Bu nedenle T, DNA polimeraz kullanilarak 5-3
yoniinde sentez gergeklestirerek 3 yapiskan uglan dolduruldu. Bu islem igin ilgili DNA
fragmentine 2 ul sentez tamponu ve 1ul T4 DNA Polimeraz ilave edilerek 37°C’de bir
saat bekletildi ve fenolkloform:izoamilalkol (25:24:1) uygulandi ve etanolde
gokturalda.

2.14. Ligasyon Reaksiyonlari

T4 DNA ligaz Sigma, Fermentas ve Promega tarafindan saglandi ve Onerilen
miktarlarda kullamldi. Tim ligasyon reaksiyonlar1 15°C’de gece boyu gergeklestirildi.
Ligasyon gartlanim optimize edebilmek amaciyla gesitli konsantrasyonlarda vektor ve
DNA fragmenti kullanildi. Asagida tipik bir ligasyon karigimi verilmisgtir.
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Icerik Tiip 1 Tiip 2 Tiip 3
Vektor 4 ul 4 ul 4 ul
DNA fragmenti 10 ul 4 ul -
10 x Ligaz tamponu 3ul 3ul 3ul
PEG (% 5) (Kor ug 3ul 3ul 3ul
ligasyononda)

T4 DNA ligaz 2l 2ul 2ul
Su 8ul 14 pl 18 ul
Toplam 30 ul 30 ud 30 ul

2.15. Ahc1 (Kompotent) Hiicre Olusturma

Kati besiyerinde iireyen E.coli hiicrelerinden tek bir koloni almmarak 10 ml’lik siwi
besiyerine ekildi ve 37°C’de galkalayici inkitbatorde 250 rpm’de gece boyu iiremeye
birakildi. Ertesi giin iiremeye birakilan bu kiiltirden 500 pl kiiltir alinarak 50 ml’lik sivi
besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de 250 rpm’de iiremeye birakildi. Belli aralikta orta
logaritmik fazi belirlemek ig:in' 595 nm’de absorbans degeri 0.4-0.6 oluncaya kadar
tretmeye devam edildi. Kiiltir bu degere ulagtifinda sofutulmus steril santrifiij
tiiplerine alinarak 20 dk. buz iginde bekletildi. Bu siirenin sonunda 5500 x g’de 4°C’de
10 dk santrifiyj edilerek hiicreler ¢oktiiriildii ve sivi kisim uzaklagtinldi. Cokelti 10 ml
0.1 M MgSO;, ¢ozeltisinde siispanse edilerek 10 dk aym sartlarda santrifiyj edildi.
Santrifiijden sonra sivi kisim uzaklagtirildi ve tekrar 10 ml 0.1 M MgSO; i¢inde ¢oziilen
hiicreler 20 dk buz iginde bekletildikten sonra santrifiij edildi. Santrifiij edildikten sonra
sivi kisim tamamen uzaklagtinldi. Daha sonra hiicreler 10 ml 0.1 M CaCl, iginde
siispanse edildi ve 10 dk santrifiij edildikten sonra sivi kisim uzaklagtinldi. Cokelti
tekrar 10 ml. CaCl, iginde siispanse edilerek buz iginde 20 dk bekletildi. Aym
kogullarda 10 dk santrifiij edildikten sonra sivi kisum tamamen uzaklastirildi. Sonra
hiicreler 1 ml 0.1 M CaCl, iginde ¢éziildit ve buz iginde 1 saat bekletildi (Maniatis ve
ark., 1982).
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2.16. E. coli i¢ine Plazmid DNA Transformasyonu

Bir saat boyunca buzda bekletilen alici hiicrelerden 100’er pl alinarak eppendorf tiiplere
konuldu. Ilgili plazmit DNA’dan tiiplere eklendi ve alici hiicrelere transfer edilecek
plazmit DNA’min ortama homojen gekilde yayilmasi igin tiipler hafif¢e kanstinldi. Bu
karisim buz iginde 45 dk bekletildikten sonra 42°C’lik su banyosunda 2 dk boyunca
sicaklik sokuna tabi tutuldu. Transformasyon kangimi buz iginde birkag dakika
bekletildi. Rekombinant vektériin alict hiicreye transferinden sonra fenotipik
ekspresyona izin vermek igin antibiyotiksiz ortamda (SOC besiyeri) bir siire iiretildi.
Daha sonra uygun antibiyotik iceren 2xYT veya LB kati besiyerine yayma ekim
yontemiyle ekilerek 37°C”de gece boyu inkiibasyona birakild: (Maniatis ve ark., 1982).

2.17. Enzim Analizleri icin Siipernatant Hazirlanmasi

Synechococcus sp. PCC7942 hicrelerinden enzim denemeleri igin gerekli siipernatant
Schaeffer ve Stanier (1978) tarafindan tanmimlanan metoda gére hazirlandi. Siipernatant
preparasyonu i¢in tampon A kullanildi. Tampon A; 0.05 M tris-malat, %0.1 (v/v) B-
merkaptoetanol ve 0.01 M glukoz-6-fosfat kullanilarak hazirlandi. PH, 0.5 M’Iik malaik
asit kullamlarak 6.5’a ayarlands.

Taze hazirlanmig Synechococcus sp. PCC7942 kiiltirii steril santrifiij tiiplerine
nakledildi. 15.000 x g’de 4°C’de 10 dk santrifiij edildi. Siv1 kisim uzaklastirildi. Cokelti
taze hazirlanmmg 40 ml tampon A iginde siispanse edildi ve 15.000 x g’de 4°C’de 10 dk
santrifiij edildi. Bu islem iki defa tekrarlandi. Kalan ¢okelti 4.5 ml tampon A iginde
¢oziildii ve sonikatdrde pargalanmak tizere farkli tiplere alindi. Cézelti yirmi defa 30
saniye stireyle 15 mikronluk ses dalgasina tabi tutularak hiicre duvan ve hiicre zarinin
pargalanmas: saglandi ve mikroskobik inceleme ile hiicrelerin pargalanma oranlan
gozlendi. Pargalanan hiicre siispansiyonu Eppendorf tiiplerine alindi ve 45.000 x g’de
30 dk santrifiij edilerek membran pargalan uzaklastinildi. Sivi kisim dikkatli bir sekilde
steril bir Eppendorf tiipe alindi. Kalan ¢okelti 1 ml tampon A iginde ¢oziildii tekrar aym
kosullarda santrifiij edildi ve sivi kisim steril bir Eppendorf tiipe alindi. Siipernatant
G6PDH enzim ¢ozeltisi olarak kullamld.
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2.18. G6PDH Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Synechococcus sp. PCC7942 G6PDH enzim aktivitesinin takibi Schaeffer ve Stanier
(1978) tarafindan onerilen metoda gore gergeklestirildi. Bu metoda gore test tamponu
(tampon D) pH 7.4 tris-malat tamponuna, %0.1 (v/v) B-merkaptoetanol ve 10 mM
MgSO0; ilave edilerek hazirland.

Kér tiip ve test tlipiiniin icerigi agagidaki gibidir.

Tiip icerigi Test Kor
Tampon D 770 ul | 800 ul
NADP" (50 mM) | 30 ul -
Enzim ¢ozeltisi 50 ul 50 ul
G6P (100 mM) 150 ul | 150 pl

340 nm'de 5 dakika boyunca absorbans degisimi takip edildi. Son absorbans
olgiimityle ilk absorbans ol¢iima arasindaki fark toplam abéorbans olarak, toplam
absorbansin toplam siireye oram ise A olarak alindi. 1 dakikada 1 pumol driin
olusumunun katalizlenmesi bir enzim aktivite initesi olarak tammland:. Bir mg proteine

denk gelen enzim iinite sayis1 spesifik aktivite olarak hesaplandi.

2.19. Protein Miktar Tayini

Protein miktarimn tayininde Micro Protein 1 Kit (Sigma Diagnostic) kullaruldi. Standart
egri olusturmak igin, 5 mg ml’ BSA (bovin serum albumin) stokundan seri
sulandirmalar yapilarak 595 nm’deki absorbans degerleri belirlenerek standart grafik
olusturuldu. Belli bir kangimdaki protein miktarim1 belirlemek igin asafidaki karisim
hazirlanarak 595 nm’ deki absorbans degeri standart egri ile kargilagtinlarak protein
miktan belirlendi.



Tiip icerigi Test Kor
Tampon A - 100
Enzim 100 -

Protein Dye Reagent 200 200
Su 700 700

2.20. Enzim Cozeltisine Ditiotreitol (DTT) Uygulanmas:

Enzim aktivitesine DTT’ nin etkisini belirlemek iizere bu uygulama yapildi. 5 mM, 25
mM ve 50 mM olmak tizere ¢ farkli konsantrasyonda DTT ile ¢alisildi. Belli
miktardaki enzim ¢ézeltisine sirastyla farkli konsantrasyonda DTT ilave edildi ve tiip
kanstinldi. DTT ilavesi yapildign andan itibaren belli araliklarla Slgim yapildi.
Absorbans degisimleri 340 nm’de 5 dk boyunca takip edildi. Test tiipiinin igerigi
asafida verilmisgtir.

Icerik Test Kor
Tampon D 770 ul | 820 ul
Enzim+DTT | 50 pl -
G6P 150 ul | 150 pl
NADP”* 30u | 30ul

2.21. Oligoniikleotit-yonlendirilmis Mutasyon icin Kalip DNA izolasyonu

Plazmit pSG11 kalici olarak denatiire edildikten sonra kalip DNA olarak kullamldi.
Kalip DNA denatiirasyonu igin 6ncelikle pSG11’in miktari elektroforez yontemiyle

620.3 ng/pl olarak belirlendi. Reaksiyon karigimi asafidaki gibi hazirland.

Icerik Miktar
PSGII 35l
2 M NaOH, 2 mM EDTA 2ul
Su 145l
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Reaksiyon karigimi bes dakika oda sicakhifinda bekletildikten sonra 2 pl 2 M amonyum
asetat ilave edilerek kangtinldiktan sonra 75 ul mutlak alkol ilave edilerek 20°C’de
gece boyu bekletildi. Sonra 15.000 x g’de 15 dk santriftj edildi. Santrifiij sonrasi alkol
uzaklastirild: ve 200 ul %70 alkol ilave edildi ve 15.000 x g’de 15 dk santrifiij edildi ve
alkol uzaklastirlarak kurumaya birakildi. Kurutma iglemi tamamlandiktan sonra 100 pl
TE’de ¢6ziildi.

2.22. Oligoniikleotitierin Fosforlanmasi

Bu islemde i¢in IDT firmasi tarafindan saglanan oligoniikleotit zwfn fosforlandi. T,
poliniikleotit kinaz Promega tarafindan saglandi. Reaksiyon kansimi agafidaki gibi

hazirland.
Icerik Miktar
zwfn Oligoniikleotit 15ul
10 x kinaz tamponu 25u
T4 poliniikleotit kinaz 1ul
10 mM ATP 25l
Su ’ 17.5 ul

Reaksiyon 37°C’de 30 dakika devam etti. Reaksiyon karigim: enzimin inaktive edilmesi
icin 10 dk boyunca 70°C’de bekletildi.

2.23. Mutagenez Islemleri

Kalip DNA’nin denatiirasyonu ve oligoniikleotitin fosforlanmas! tamamlandiktan sonra
mutagenez reaksiyonlari baglatildi. Bu iglemler igin Promega Altered Sites II in vitro
Mutagenesis System kit kullamldi. Reaksiyon kangimi agagidaki gibi hazirland.
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Mutagenez Reaksiyonu
Icerik Miktar
Kalip DNA pSG11 (0.008pmol) 10 ul
Oligo zwfn 1ul
10 x annealing tamponu 2ul
Su 7ul

Reaksiyon kangimi 75°C*de 5 dakika bekletildi ve reaksiyon titpleri 75°C su igeren 500
ml’lik bir behere alindi. Sicakhifin dakikada bir derece azalarak 45°C’ye inmesi
saglandiktan sonra beher buz iizerine alinarak igindeki suyun oda sicaklifina inmesi
saglandi. Bu islemlerden sonra oda sicakhifina inen reaksiyon karigimlan ile sentez

reaksiyonlarina devam edildi. Sentez reaksiyon karisimi agagidaki gibi hazirlands.

Icerik Miktar
Reaksiyon karisimi 20 ul
Sentez Tamponu 3ul
T4 DNA polimeraz 1l
T4 DNA ligaz 1ul
Su S5ul

Sentez reaksiyon karisimlart 90 dk 37°C°de bekletildikten sonra tamir mekanizmast
mutant E. coli ES1301 alic1 hiicrelerine transformasyon ile nakledildi. Gece boyunca
turemeye birakilan hiicrelerden DNA izolasyonu yapilarak E. coli JM109 alici
hiicrelerine transformasyon gergeklestirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Synechococcus sp. PCC7942 Hiicrelerinin Uretilmesi ve Gelismesinin
Izlenmesi

Pasteur Kiiltlir Koleksiyonundan (PCC) saglanan Syrechococcus sp. PCC7942 hiicreleri
BG11 kati besiyerinde dogal fotoperiyotta oda sicaklifinda iiretildi. Sonra 50 ml’lik
erlenler igindeki 25 ml sivi BG11 besiyerine nakledilerek azaltilmis 1gik altinda oda
sicakliginda ve dogal fotoperiyotta tretildi. Bﬁ kultiirler stok kiiltir olarak kullanildi.
Stok kultirlerden 100 ml BG11 besiyerlerine transfer edilen hiicreler tiremeye birakildi.
Ik inokiilasyon sonras1 kiiltiirlerin optik yogunlugu 0.040 ila 0.080 civarina ayarlandi.
Sonra 1,452 joul m™ 151k yogunlugunda 28°C’de iiremeye birakildi. Yeterli homojenite
saglanmasi amaciyla 120 rpm hizda galkalandi. On bes giin siireyle iiremelerine izin
verildi. Bu kiltiirler stok sivi kiltiirler olarak kullamldi. Stok kiltiirlerden belli bir
miktar htcre, siirekli havalandirilan 11t veya 500 m!’lik sivi BG11 besiyerlerine transfer
edildi ve 3.059 joul m? 151k siddetinde iiremeye birakildi. Kultiir yogunluklar 24 saat
arayla spektrofotometrik olarak izlendi. Elde edilen 750 nm’deki optik yogunluk
degerleri kullanilarak gelisme egrisi olusturuldu (Sekil 3.1).

Geligme egrisinin incelenmesi sonucunda kiiltiirin tamimlanan sartlar altinda 7
gin civarinda durgunluk evresine gectifi gozlenmektedir. Siyanobakteriyel G6PDH
enziminin aktivitesinin logaritmik fazdan durgunluk fazina gegerken 6nemli oranda
arttify bilinmektedir (Broedel ve Wolf, 1991). Gegig fazimin 750 nm’deki optik
yogunlugunun yaklasik 1.000 oldugu kabul edildi. Enzim ¢o6zeltisi ¢lde etmek iizere
kullanilacak 1 1t’lik kiltirler bu verilerin 1giginda uygun evreye kadar iiremeye
brrakildi. 1 It’lik kiiltiirlerin 0.5 1t’lik kiiltiirlere gére bu evreye daha yavag ulagtiklar
gozlendi. Kigik kultirlerin 10. giinde bu yogunluga ulagmasina ragmen bityik
kultirlerin 13. giinde gegis fazina ulagabildigi gozlemlendi. Bunun olasi nedeni biiyiik
kultturlerde kiltiirtm i¢ kisimlarina ulagan 15181n daha fazla engellenmesidir.

Enzim ¢ozeltisi olarak kullanilacak siipematant eldesi igin kullanilacak hiicreler
1 litrelik kulttrler olarak uretildi. Yeterli CO, doniigimiinii saglamak amaciyla bir
pompa yardimiyla kiiltiir igine hava pompalandi. Hava 45 um por ¢apinda filtreden
gegirilerek sterillenmesi sagland:. Bu kiiltiirler 3.059 joul m? g1k siddetinde optik



yogunluk 1.000 civarina gelene kadar iiremeye birakildi. Bu kiltiirler siipernatant elde
etmek fizere kullanildi.
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Sekil 3.1. Synechococcus sp. PCC7942 hiicrelerinin gelisme egrisi. Optik yogunluk
logaritmik olarak gosterilmistir. Olgtimler her 24 saatte bir gergeklestirilmistir. Kaltir
yogunluklan 750 nm’deki absorbans degeri olarak belirlenmigtir.

3.2. Yabani tip Synechococcus sp. PCC7942 hiicrelerinde DTT’nin G6PDH
Aktivitesine Etkisinin Incelenmesi

Yapilan bir ¢ok aragtimada G6PDH aktivitesinin indirgenme/yiikseltgenme yoluyla
diizenlenebilecegini destekleyen sonuglara ulagilmigtir (Anderson ve ark., 1978; Cossar
ve ark., 1984; Udvardy ve ark., 1984). Enzim karanlikta okside formda ve aktif
durumdadir. Isik periyodunda ise enzim deaktive durumdadir. Bu sartlar altinda enzimin
indirgendifi ve buna bagli olarak aktivitenin hizla azaldig ileri siiriilmektedir.
Indirgenmenin enzimin yapisinda bulunan sistein amino asitleri arasinda olusmus olan
distlfit baglarinin yikilmasiyla gergeklestigini destekleyen veriler mevcuttur (bakiniz,
Bolum 1.5.3). In vivo’da indirgeyici gii¢ fotosentetik sistemden saglanir. Indirgeyici
elektronlar fotosistem I’de tretilir, ancak dogrudan enzime aktarilamaz. Bu elektronlar
6zel bir mekanizma ile tioredoksine aktarilir; indirgenmis tioredoksinin elektronu enzim
yapisindaki disiilfit baglarninin indirgenmesinde kullanilir. Béylece fotosentez devam
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ederken OPP déngtstinin ilk enzimi inaktive edilerek gereksiz karbonhidrat yikimi
engellenmis olur. In vitro’da difer indirgeyici ajanlar disilfit baglannin indirgenmesi
amactyla kullamlabilmektedir. Bu ajanlardan en etkili ve kullamsl olam: ditiotreitol
(DTT) diir ve spesifik olarak disilfit baglarinin indirgenmesini saglar.

Siyanobakteriyel suglarin bazilarinda farkli safliktaki enzim gozeltileri
kullanilarak DTT nin G6PDH aktivitesine etkisi daha once incelenmistir. Anabaena
variabilis hiicrelerinde yapilan galigmalarda 25mM DTT’nin enzim aktivitesini 15 dk
siire sonunda %96 oraninda azalttig1 belirlenmigtir (Udvardy ve ark., 1984). Yine tek
hiicreli ve Synechococcus suglarina yakin akraba olan Aracystis nidulans hiicrelerinde
5mM DTT’nin enzim aktivitesini 15 dk. sonunda %53 oraninda azalthd1 gézlenmistir.
Saf enzim ¢ozeltilerinde bu etkinin gozlenmemis olmasi, kismi saflandirlmig veya
siipernatant geklindeki enzim ¢odzeltilerindeki tioredoksinin DTT’den enzime elektron
taginmasinda aracilik ettifini gostermektedir. Bu veriler goz 6ntinde bulundurularak
Synechococcus sp. PCC7942 susunun G6PDH enziminin aktivitesine DTT nin etkisi
incelenmistir. Bu 6n ¢aligmalar sonucunda, karanlik/isik ve 1gik/karanlik gegislerinde
enzim aktivitesinin diizenlenmesinde disiilfit baglarinin rol oynayabilecegi hipotezinin
bu sugta da desteklenip desteklenmedigi anlasilacaktir.

Calisma igin oncelikle iissel gelisme fazimn sonlarina kadar (13. giin, OD7so
1.000) 1 It’lik kiltiir seklinde Synechococcus sp. PCC7942 hiicreleri trretildi (bakiniz,
Bolim 3.1). Bu kiiltirden elde edilen hiicreler sonikasyonla pargalanarak 45.000 g’de
dondiiriildii ve elde edilen 6 ml siipernatant enzim ¢6zeltisi olarak kullamildi (Bakiniz,
Bélim 2.17). Protein miktar1 daha 6nce anlatildign gibi tayin edildi (Bélim 2.19).
Siipernatant protein miktarimin 15 mg ml” oldugu belirlendi. Enzim aktivitesi NADP
indirgenmesinin spektrofotometrik takibi ile belirlendi. 340 nm’de 5 dakika boyunca 30
saniyede bir absorbans okundu ve degerlerin dogrusal bir dagilim gosterip gostermedigi
kontrol edildi. Dogrusal degisimin gozlendigi belirlendikten sonra dakikadaki toplam
absorbans degisimi belirlendi ve A-oran (rate) (A-absorbans dk™') olarak alindi. Bu
A-oran aktivite Ginitesinin hesaplanmasinda kullamldi. (Boliim 2.18). Asagidaki formul
uygulanarak aktivite Gnite sayis1 belirlendi, aktivite Gnite sayis1 spesifik aktivitenin
belirlenmesi i¢in kullamidi.

Rate(AAdak™) X
NADP*EmMol(6.22)

Aktivite tnitesi (mMol dk*ml™) =



Aktivite 6lgiimii Bolim 2.18°da anlatildigy gibi gergeklestirildi. Enzim ¢ozeltisi
icinde mevcut olabilecek olan okside formdaki NADP’den kaynaklanan aktiviteyi
belirlemek igin NADP igermeyen bir reaksiyon karisimi hazirlanarak 5 dk. boyunca
absorbans izlendi. Yapilan go6zlemlerde bir absorbans degisimi gozlenemedi.
Dolayisiyla normal reaksiyon kangimlarinda gézlenen absorbans degisiminin tamami
aktivitenin belirlenmesinde kullamidi. Aktivite o6lgiiminde reaksiyon NADP
eklenmesiyle baglatild: ve 30 sn. ara ile 5 dk. boyunca absorbans degisimi takip edildi.
Sonra A-oran de@eri hesaplandi. Her reaksiyon ii¢ defa tekrarlandi ve degerlerin
istatistiksel ortalamalan alindi (Tablo 3.1). DTT uygulamaksizin yapilan 6l¢timlerde
ortalama enzim aktivitesi 9.44 {inite/mg protein olarak belirlendi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Farkli DTT konsantrasyonlarinda zamana bagli olarak G6PDH aktivitesinde

meydana gelen degisim.
. DTT Uygulama | Olgim | | Standart | Standart |
| DTT miktan || | Ortalama || ;
| ! zamamn (dk) ‘Sayisi ; | sapma . hata
! L i ! ! i i
| DTT yok ; - 3 94400 | 03772 | 0217
| 1 3 83967 | 05781 | 0,333
| | 10 — 3 || 73067 || 07600 | 0,438
! 5mMDTT | { L : ’
; 20 -3 81267 | 04619 | 0266
| 30 3 75767 | 08784 | 0507 |l
1 .3 83300 | 1,038 | 0598 |
10 3 | 63333 | 04163 | 0240 |
| 25mM DTT e : : i
; | 20 3 57067 | 07332 - 0423 |
H L i i
; j 30 -3 -~ 56000 | 03464 | 0,200
L i i | i
? lf 1 l 3 || 91067 | 08429 | 0486
g 10 3 . B8,7767 0,3656 || 0,211
i 50 mM DTT ' : :
! g 20 3 | 58400 | 00346 | 0019
| 30 B | 4,5967 % 02902 | 0,167
L L L
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Normal enzim aktivitesi belirlendikten sonra DTT’nin aktiviteye etkisini
belirlemek igin bir seri deneme gergeklestirildi. Oncelikle uygulanacak DTT miktan ve
stireleri kararlastinldi. Anacystis nidulans’da yapilan denemlerde saf enzim ¢6zeltisine
30 dk boyunca tioredoksinle beraber 5 mM DTT uygulanmigtir (Udvardy ve ark., 1984).
Anabaena variabilis’de ise 10 ila 12 dk boyunca 25mM DTT’nin etkisi slipernatantlarda
incelenmigtir (Cossar ve ark., 1984). Bu aragtirmalar g6z 6niinde bulundurularak 5 mM,
25 mM ve 50 mM DTT konsantrasyonlari denendi. Her konsantrasyonun etkisi 1., 10.,
20. ve 30. dakikalarda aktivite dlgiilerek belirlendi.

5 mM DTT uygulanan enzim ¢ézeltilerinde aktivitenin 1. dakikadan 30.
dakikaya dogru sirasiyla %11.02, %22.56, %13.88 ve %19.7 oraminda azaldif
gortilmektedir (Tablo 3.1 ve Sekil 3.2). Gorildagii gibi bu konsantrasyonda DTT nin
enzim aktivitesine etkisi gok fazla degildir. Aynica zamana bagh olarak dizenli bir
distigiin de gergeklesmedigi gorilmektedir. Dolayisiyla 5 mM DTT enzim aktivitesini

onemli oranda etkilememistir.

10
20 dk

£ 8- 10 dk ' 30 dk
g 61 i
g
7 4
5 2

04

5mMDTT

Sekil 3.2. 5 mM DTT varhiginda G6PDH aktivitesinin zamana bagh degigimi. Ik
situnda DTT uygulanmami§ enzim aktivitesi gorilmektedir. Digerleri sirasiyla 1., 10.,
20. ve 30. dakikalardaki enzim aktiviteleridir.

25 mM DTT uygulamasinda zamana bagli aktivite azalma oranlar sirasiyla
%11.76, %32.94, %39.51 ve %40.68 olarak belirlendi (Tablo 3.1, Sekil 3.3). Bu
konsantrasyonda enzim aktivitesinin 6pemli oranda azaldifi goériilmektedir. Azalma
zamana bagl olarak 20. dakikaya kadar hizli bir gekilde devam etmistir. Ancak 20.
dakika ile 30. dakika arasinda 6nemli bir degisimin olmadig1 goriilmektedir (degisim
%]1.17 kadardir). Sonug olarak 25 mM DTT 20 dakika i¢inde enzim aktivitesini
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yaklagsik %40 azaltmakta bu siireden daha uzun siirelerde bu konsantrasyonlarda DTT
uygulamasi 6nemli oranda etki etmemektedir.

10 1dk

10 dk 20dk 30 dk

Unite/mg protein

25mM DTT

Sekil 3.3. 25 mM DTT varhginda G6PDH aktivitesinin zamana baglh degigimi. Ik
siitunda DTT uygulanmamig enzim aktivitesi goriillmektedir. Digerleri sirasiyla 1., 10.,
20. ve 30. dakikalardaki enzim aktiviteleridir.

50 mM DTT uygulamasinda ise zamana bagl olarak sirasiyla %3.5, %28.28,
%38.14 ve %51.27 oraninda aktivite azalmasinin gergeklestigi gozlemlendi (Tablo 3.1,
Sekil 3.4). Enzim aktivitesini en fazla etkileyen konsantrasyonun 50 mM oldufu
goriilmektedir. Ayrica zamana bagh olarak aktivite azalmasi diizenli bir gekilde devam
etmigtir. Dikkate defer bir sonu¢ 1. dakika degeridir 5mM ve 25 mM
konsantrasyonlara gore daha yiiksek bir aktivite degeri gorilmektedir. Fakat devam
eden zamanlarda aktivite mzla %48.73’e diigmiigtiir.

£ 8] -
s 20 dk
g 6 -
g 4 :
2
o5 2

0_ 3

50 mM DTT

Sekil 3.4. 50 mM DTT varhginda G6PDH aktivitesinin zamana bagh degigimi. ilk
siitunda DTT uygulanmamig enzim aktivitesi gériilmektedir. Digerleri sirasiyla 1., 10,
20. ve 30. dakikalardaki enzim aktiviteleridir.
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Belli bir zaman aralifinda farkli DTT konsantrasyonlannin enzimin aktivitesine
etkisinin farkhiik gosterdigi de bu verilerden ortaya gikmaktadir (Sekil 3.5). 1. dakikada
DTT konsantrasyonundaki artigla dogru orantii bir azalma gézlenmemektedir. Bu
sonug¢ ilk dakika i¢inde enzimin yeterince indirgenmedigini gdstermektedir. 10.
dakikada genel aktivite daha fazla azalmis olmasina ramen konsantrasyona baglt
diizenli bir azalig goriilmemektedir. Dolayisiyla 10 dakikalik siire de DTT nin enzimi
indirgemesi igin yeterli gorilmemektedir. 20. dakikada 5 mM ve 25 mM
konsantrasyonlardan 6nemli bir aktivite defisimi vardir ancak 25 mM ile 50 mM
arasinda bir azalma iligkisi yoktur, 50 mM konsantrasyonda bir miktar aktivite artigi
gozlenmektedir. Konsantrasyona baglh olarak en diizenli aktivite azalmas: 30. dakikada
gerceklesmektedir. 5 mM’da spesifik aktivite 7.58, 25. mM’da 5.60 ve 50 mM’da
4.6°dir. Yiizde aktivite degerleri sirastyla 80.3, 59,32 ve 48.73 kadardir. Gériuldiigi gibi
30. dakikada DTT konsantrasyonuyla dogru orantili olarak enzim aktivitesi azalmigtir.

10 1= -
§ 81 BDTTsiz
S 61 B5 mM DTT
E 4- - 25 mM DTT
5 2 o 50 mM DTT

-l -
1 10 20 30
dakika

Sekil 3.5. Belli zaman araliklarinda farkli DTT konsantrasyonlarinda G6PDH
aktivitesindeki azalma. Her grubun ilk gubugu DTT uygulanmamis enzim aktivitesini
gostermektedir.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde DTT’nin Synechococcus sp.
PCC7942 G6PDH enzim aktivitesini etkiledigi gorilmektedir 5 mM DTT
konsantrasyonunun 6nemli sayilabilecek bir etkisinin olmadi1 s6ylenebilir. 25 mM ve
50mM konsantrasyonlarin her ikisinin de enzimi 6nemli oranda etkiledigi belirlenmigse
de 50 mM DTT konsantrasyonunun daha etkili ve dengeli bir sekilde enzim aktivitesini
azaltti1 agiktir. En etkili DTT uygulama siiresinin 30. dakika oldugu anlagilmaktadir.
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30 dakikalik DTT uygulamasinda artan konsantrasyonla beraber enzim aktivitesi de
azalmaktadir (Sekil 3.5).

Yukaridaki sonuglar Synechococcus sp. PCC7942 G6PDH enziminin DTT den
etkilendigini gostermektedir. Bu sonug, G6PDH enziminin disiilfit bag1 olusumu/yikimi1
yoluyla diizenlenebilecegi hipotezinin bu organizma igin de gegerli olabilecegini
desteklemektedir. Biyokimyasal ve fizyolojik gdzlemlere dayanan bu hipotezin
gergeklenebilmesi igin enzim yapisindaki sistein amino asitlerinin degistirilmesi ve elde
edilecek mutant enzimin aktivitesinde degisme olup olmadifinin gosterilmesi
gerekmektedir. Bunun igin klonlanmig bir gen tzerinden sistein kodonlarinin
degistirilmesi ve sonra bu mutant genin yabani tip genle degistirilmesi gerekmektedir.
Bu degisimin gergeklestirilebilmesi i¢in en azindan sistein kodonlarinin bulundugu
bolgesi silinmis zwf mutant bir susa ihtiyag vardir. Boyle bir mutant sus elde etmek
lizere galismalar ytritildi.

3.3. zwf Geni Silinmis Synechococcus sp. PCC7942 Mutant Olusturulmas:

Yukanda s6z edildigi gibi igik/karanlik ve karanlik/isik gegislerinde sistein amino
asitlerinin roliniin belirlenmesi igin yapilacak aragtirmalarda silinmis zwf (Azwf) mutant
bir susa ihtiyag vardir. Boyle bir mutant, sistein kodonlan degistirilmis zw/" geninin
Synechococcus sp. PCC7942 hiicrelerinin genomlarina transferi i¢in gereklidir. Béyle
bir Azwf mutant elde etmek iizere ¢aligmalar planland: ve yiiriitilldi. Mutant eldesi igin
oncelikle ldonlaninls bir Syrechococcus sp. PCC7942 zwf fragmentine gereksinim
vardir. Bu organizmanin zwf bolgesi 2.9 kb bir fragment seklinde klonlanmig ve
dizilenmig (Scanlan ve ark., 1992) ve mutasyon ¢aligmalan yiiritiilmistir (Scanlan ve
ark., 1995). Ancak elde edilen mutasyon bir insersiyon mutasyonu oldugu i¢in mutant
gen her iki sistein kodonlanm da igermekte olup degistirilmis kodonlarin genoma nakli
icin kullamlabilir degildir. Bu nedenle bir silinme mutasyonunun olusturulmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in en azindan iki adet sistein kodonunu da igeren genin ilgili
bolgesinin uzaklagtirldigi bir mutasyonun olusturulmas: gerekmektedir. Bunun igin her
iki sistein kodonunun dis tarafindan zwf geninin kesilmesi gerekmektedir. Yapilan
restriksiyon analizleri gen iginde bunun igin kullamsh olan iki enzim tanima bdolgesinin

oldugunu gostermektedir. Bu enzimlarden biri Nrul ve digeri de Sphl enzimleridir. Bu
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iki enzimle kesildigi taktirde zwf/ geninin sistein kodonlarim igeren kismi harig
tutulabilecektir (Sekil 3.6)

Hindl - 1 - A'AGCT_T
Sphl-11- G_CATG'C

Nrul- 4266 - TCGCGA

TGC

Sphl- 3213 - G_CATG'C
Hindll - 2687 - A'AGCT. T

Sekil 3.6. pNUT1 plazmitinin restriksiyon haritasi. I¢ halkada vektor ve zwf fragmenti
ve zwf geninin pozisyonu goriilmektedir. Dig halkada analizlerde kullanilan enzimlerin
tanima bolgeleri ve pozisyonlan gosterilmigtir. Ayrica zwf geninin yapisinda yer alan iki

adet TGC sistein kodonunun pozisyonu da gosterilmigtir.

Sadece zwf fragment bolgesi incelendiginde fragment Nrul/Sphl ile kesildiginde
sistein kodonlarm tagiyan gen bolgesi uzaklagtirilabilir. Ancak bu enzimlere ait tamma
bolgesi fragmenti tagiyan vektor lzerinde bulunmamasi gerekir. Yaygin kullamlan
klonlama vektorlerinde bu iki enzimden en azindan birinin tamma bélgesi mevcuttur.
Ozellikle Sphl tanima bélgesi incelenen biitin klonlama vektérlerinde mevcuttur. Bu
nedenle oncelikle Sphl bolgesi tasimayan bir vektériin olugturulmas: gerekmektedir.
Bunun i¢in en uygun vektér pUC serisi vektorlerden biridir. Bu vektor ailesi Nrul
tamma bolgesine sahip degildir. Coklu klonlama bélgesi iginde bir adet Spil tamma
bolgesi vardir. Eger ¢oklu klonlama bolgesi igindeki SpAl tamima bolgesi silinirse pUC
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serisi vektorlerden birisi Azwf silinme mutasyon ¢aligmalan i¢in vektoér olarak
kullanilabilir olacaktir. Sphl bolgesini silmek tizere pUC18 vektorii segildi (Vektoriin
fiziksel haritas: igin bakiniz B6lim 1.9.2) ve ¢aligmalar yiiriitiildii.

3.3.1. pUC18 Klonlama Vektoriiniin Sphl Tanima Bolgesinin Silinmesi

Klonlama vektérit pUC18’in ¢oklu klonlama bolgesinin 405 ila 410 pozisyonlart
arasinda bir Sphl tamma dizisi, S’GCATGC 3’ yer almaktadir. Enzim bu diziyi 409
pozisyonundaki G ile 410 pozisyonundaki C niikletitleri arasindan kesmektedir. Bu
tamma dizisini silmek igin vektér Spil ve HindIl (Hincll) enzimleri ile kesilerek
vektoriin yeniden halkasallagtiriimas stratejisi uygulandi. Bu durumda pUC18 vektorii
410-419 pozisyonlan arasindaki CCTGCAGGTC dizisini kaybedecektir (Sekil 3.7). Bu
dizinin kaybiyla beraber Spil tanima bélgesi de kaybedilecektir.

pUCig
(Sphi) Pstl Aa:la Ctrdl
%0 pndll  pat _Saa_BaM G xoa Bam __Sma

5’ GTALAAACGACGGCCAGTGCCAR GCT TGC ATG CCT GCAGET CGACTC TAG AGG ATC CCC GGG
37 CATTTTGCTGCCGGTCACGGTT CGA ACG TAC GGA CGT CCA GCT GAG ATC TCC TAG GGG CCC
lxcZ «—Val Val Ala Leu Ala leu Ser Ala His Arg Cys Thr Ser Gu Lleu Pro Asp 6Gly Pro
Sekil 3.7. pUC 18 vektorinin Hindlll ile Smal restriksiyon endoniikleaz tamima
bolgeleri arasinda kalan bolgenin niikleotit dizisi ve tamma bélgelerinin konumu. Hircll

enzimi Hindll enziminin bir izosizomeridir.

10 pl miniprep pUC18 DNA’s1 6ncelikle SpAl reaksiyon tamponu eklenerek bu
enzim ile kesildikten sonra HindIl enzimi de eklenerek kesilme tamamland:. Kesilmenin
tam olarak gergeklestigini gozlemlemek igin ve kesilmemis durumda vektor
kalmadifindan emin olmak igin agaroz jelde yuriitildi. Sonra kesilmis fragment
Geneclean II Kit (BIO101) ile saflandirildi ve 10 ul suda ¢ozitldit. Bu fragment Bolim
2.14°de tammlandig: gibi ligasyon reaksiyonlarinda kullanildi. Bu sartlarda, elde edilen
pUC18 fragmenti dogrusal hale getirilmis ve SpAl bolgesini kaybedecek sekilde bir
kismi silinmigtir. Bu fragmentin HindIl ile kesilen ucu kér ug iken Sp#l tarafindan
olusturulan ucu yapigkandir yani tek zincirlidir. DNA ligaz enzimi ¢ift zincirli uglan
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baglar. Ancak fragmentlerin halkasallagmasimin nispeten daha etkili bir sekilde
gercgeklesiyor olmasi ve reaksiyon sartlarinda kangimdaki tek zincirli bolgelerin ¢ok az
da olsa bir kismimin kopabildigi géz 6niinde bulundurularak fragment kendi kendine
ligasyona zorlandi. Ligasyon karigtmi alict E. coli JM109 hiicrelerine transforme
edildikten sonra (Béliim 2.16) transformantlar ampisilin igeren besiyerlerinde tretildi.
Elde edilen kolonilerin oncelikle dérdii plazmit DNA izolasyonu (Bdlim 2.5) igin
tiretildi. Yapilan restriksiyon endoniikleaz analizleri sonucunda bu kolonilerden ikisinin
tasidigt rekombinant plazmitin SpAl ile kesilemedigi belirlendi. Bu klonlardan biri
pUC181 olarak isimlendirildi ve daha 6te restriksiyon analizleri uygulandi (Bakiniz
Sekil 3.8).

kb
21.13

9.42
6.55

4.36

2.32

2.03

Sekil 3.8. pUC181’in restriksiyon analizi. Yoll A HindIIl isaretleyici, yol 2 kesilmemis
pUC181, yol 3 pUCI181/Sphl, yol 4 pUCI18/Sphl, yol 5 kesilmemis pUC18, yol 6
pUC181 HindIll ve yol 7 pUC18/HindIll. Sol tarafta A HindIll isaretleyicilerinin
biyiiklukleri gorilmektedir.

Sphl uygulanan ve uygulanmayan pUCI181 aym biyiiklitkte bantlar geklinde
goriilmektedir (Yol 2 ve 3). Bu yollarda goriilen DNA halkasal yapiy: ifade etmekte
olup aym buayiklikte goérulmeleri Sphl enziminin pUCI181’1 kesmedigini
gostermektedir. Yol 4’de pUC18 SpAl ile kesilmigtir. Olusan bant 2.686 kb dogrusal
pUC18 fragmentine denk gelmektedir. Dolayisiyla enzimin pUC18’i kestigi halde
pUCI81’i kesmedigi sonucuna varildi. Yol 5°de restriksiyon endonikleaz
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uygulanmamig pUC18 stpersarili formda goriilmektedir. Yol 6 ve 7°de pUCI181 ve
pUCI18 her iki molekilde de bir adet tamma bélgesine sahip Hindlll enzimi ile
kesilmigtir. Bu iki yolda birbirinin aym biiyiikliikte tek bantlar goriilmektedir. Bu iki
bandin karsilagtiriimasiyla, pUC181’in beklenen biiyiikliikkte bir bant olugturdugu ve
istenmeyen bir DNA kaybinin veya eklenmesinin olmadig1 sonucuna ulasildi.

Sphl tanima bolgesi silinmis bir vektor, pUC181, elde edildikten sonra 2.9 kb
Synechococcus sp. PCC7942 zwf fragmentinin bu vektore nakledilmesi ¢aligmalarina

gegildi.
3.3.2. Synechococcus sp. PCC7942 zwf Fragmentinin pUC181 I¢ine Nakli

Sphl bolgesi silinmis bir vektor elde edildikten sonra, Synechococcus sp. PCC7942 zwf
fragmentinin bu vektore transferi ¢aligmalan yiritildi. Syrechococcus sp. PCC7942
zwf geni daha once 2.9 kb buytkliginde bir HindIll fragmenti olarak pUC19 igine
klonlanmug ve dizi analizi yapilmistir (Scanlan ve ark., 1992). pNUT1 ismi verilen bu
klonda biri zwf fragmenti ve digeri de vektoriin ¢oklu klonlama bolgesinde olmak iizere
iki Sphl tamma boélgesi vardir. Bu enzimle kesildiginde fragmentin kaybedilmesi
istenmeyen bir bolgesi de kaybedilmektedir (Bakiniz Sekil 3.6). Bu da mutant genin
genoma transferi swrasinda rekombinasyon gergeklesecek bolgenin kaybedilmesine
neden olmaktadir. Bu nedenle vektér tizerinde bulunan tanima bélgesinin silinmesinden
sonra zwf fragmentinin bu vektére nakledilmesi gerekmektedir. Bu gergeklestirildigi
taktirde sadece zwf geninin silinmek istenen bélgesi, yani sistein kodonlarini tasiyan
bolgesi yapidan uzaklagtinlabilecektir. Bunu gergeklestirmek i¢in pNUT1’den elde
edilecek zwf fragmentinin pUC181 vektoriine transferi ¢aligmalan gerceklestirildi.
pNUT1 HindIIl enzimi ile kesildikten ve agaroz jelde fragmentler ayrildiktan
sonra (B6lim 2.11) 2.9 kb fragment Geneclean 1I kit kullanilarak saflandinidi (Boliim
2.12). Bu fragment yine HindIll enzimi ile kesilip 5 uglan defosforile edilen (Bolim
2.8) pUC181 ile kangtirilarak ligasyon gergeklestirildi (Bolim 2.14). E. coli JM109
alic1 hiicrelerine transformasyon sonrasinda ampisilin i§eren besiyerinde gelisen
kolonilerden dordii siv1 besiyerinde tiretilerek plazmit DNA izolasyonu gergeklestirildi.
Yapilan ilk analizlerde kolonilerden ikisinin 2.9 kb fragmenti tagidigi belirlendi. Bu
rekombinant vektorlerden birine pSG11 ismi verildi (pSG11 halkasal haritas1 igin
bakiniz $ekil 3.9) Sonra daha &te restriksiyon analizleri gergeklestirildi (Sekil 3.10).
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Hindll-1-AAGCT T

Mrul- 8256 - TCG'CGA

Sphl- 3253 - G_CATG'C
Hindlll - 2677 - A"AGCT T

Sekil 3.9. pSG11’in fiziksel haritasi. I¢ halkada vektor ve 2.9 kb zwf fragmenti
goériilmektedir. zwf geni de ayﬁca gosterilmigtir. Dig halkada analizlerde kullanilan
restriksiyon endoniikleaz tamima bolgeleri goriilmektedir. Ayrica bu bolgelerin
konumlarn da gosterilmigtir.

Oncelikle bu klonda gergekten tek bir Spl tanima bélgesinin olup olmadigina
bakildi. Bunun i¢in pSG11 ve pNUT1 SpAl ile kesildi. 2.9 kb zwf fragmentinin pNUT1
igindeki oryantasyonu geregi 2370 bp ve 3230 bp biyikliginde iki fragmentin
goriilmesi gerekmektedir (bakimz Sekil 3.6). pSG11 iginde ise sadece bir Sphl bolgesi
oldugundan biitiin rekombinant vektor dogrusallagmig bir DNA’y1 temsilen tek bir bant
seklinde goriilmelidir. Agaroz jel elektroforez analizlerinde bu bulgu gergeklenmigtir.
Sekil 3.10°da Yol 2 ve 3’de sirasiyla Sphl ile kesilmis pSG11 ve pNUT1 goriilmektedir.
Yine bu iki rekombinant plazmit HindIll ile kesilerek her ikisinin de aym fragmenti
tagidign belirlenmistir. Yol 4 ve 5°de sirastyla HindIll ile kesilmis pSG11 ve pNUT1
ylriitilmigtir. 2,9 kb zwf fragmenti ve 2.7 kb vektor her ikisinde de aym biiytklikte
goralmektedir.
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23.13

Sekil 3.10. pSG11’in restriksiyon analizi. Yoll A Hindll isaretleyici, yol 2
pSG11/Sphl, yol 3 pNUT1/Sphl, yol 4 pSG11/Hindlll, yol 5 pNUT1/HindIll, yol 6
pSG11/Nrul/Sphl ve yol 7 pNUT1/Nrul/Sphl. Sol tarafta A/HindIll isaretleyicilerinin
buyiiklikleri gorilmektedir.

Asil amag zwf geninin’ Sphl ile Nrul tanima boélgesi arasindaki kisminin
pSG11°den uzaklagtirilmasidir. Bunun gergeklestirilebilirliginin saglanip saglanmadif
pSG11’in bu iki enzim ile kesilmesiyle gozlemlendi. Eger bu miimkiin olursa 1020 bp
bityiikliigiinde silinmek istenen gen bolgesini temsil eden bir bant ve bir de vektor
(pUC181) ve zwf fragmentinin silinen bolgenin her iki tarafinda yer alan kismim temsil
eden 4.6 kb biyikliginde diger bir fragmentin goriilmesi gerekir (Sekil 3.10). Yol 6°da
Nrul/Sphl enzimleriyle kesilmig pSG11 goriilmektedir. Beklenen yaklasik 1 kb ve 4.6
kb bityikligiinde iki bant goriilmektedir. Ayrica pNUT1 de bu iki enzim Nrul/Sphl ile
kesilmigtir (Yol 7). 1 kb bandin yam sira yaklagik 1.4 kb (1370 bp) diger bir bant da
gorilmustiir. Bu bant klonun vektor kisminda yer alan ikinci Spil tamima boélgesinin
varlifindan kaynaklanmaktadir. Bu bant pSG11°de gorilmez ve 4.6 kb buytikligindeki
bant i¢inde yer alir. Mutasyon sonrasinda genoma integrasyon igin bu bolge
vazgecilmezdir.

pSG11 iizerinden klonlanmig Synechococcus sp. PCC7942 zwf fragmentinin
sistein kodonlarim1 tagtyan 1.05 kb biyiklagindeki bolgesinin silinmesi
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gergeklestirilebilir durumdadir. Bu rekombinant vektdr kullamlarak Azwf mutasyon
olugturma galigmalan ytrttildi.

3.3.3. Synechococcus sp. PCC7942 zwf Geni i¢ine Interpozon Q'nm Ligasyonu

Bir mutasyonun gerck mutagenez sirasinda ve gerekse genoma transfer islemleri
sirasinda segilebilir fenotiplere sahip olmasi son derece hayati bir 6zelliktir. Bir gen
mutasyona ugratilirken genellikle mutasyon noktasina segilebilir bir fenotip kodlayan
bir gen eklenir. Bu genler genellikle antibiyotik direng genleridir. Mutasyon noktasina
bu antibiyotik direng geni eklendiginde mutasyonun belli bir hiicredeki varligi o
antibiyotige direnci ile dogrudan belirlenebilir. Boyle bir segim kolaylifi saglamak
tizere zwf geninin silinen bolgesi yerine interpozon Q (omega) eklenecektir (Interpozon
Q’nin 6zellikleri igin bakiniz Bolim 1.9.1). Q fragmenti her iki ucunda transkripsiyon
ve translasyon durdurma sinyalleri tasir. Bu o6zellik mutant genin ekspresyonunun
tamamen durdurulmasimi saglar. Ayrica fragmentin orta kisminda bulunan aad4 geni
spektinomisin ve streptomisin antibiyotiklerine karg1 direnci kodlamaktadir. Dolayisiyla
bu fragment mutasyon boélgesine nakledildiginde bu antibiyotik direncini tagiyan
hiicrelerin mutasyonu da tagidifina karar verilebilecek ve kangik populasyonlardan
mutant geni tasiyan hiicrelerin ayirt edilmesi saglanacaktir. Caligmalar pSG11
rekombinant vektoriiniin Sphl/Nrul enzimleriyle kesilmesi ve kaybedilen 1.05 kb gen
bolgesi yerine Q interpozonunun ligasyonu iizerine yonlendirildi.

Oncelikle pSG11 Sphl/Nrul enzimleriyle kesildi ve elektroforetik olarak
fragmentler aynldi. 1 kb ve 4.6 kb buyiiklagiindeki iki banttan biyiikk olam agaroz
jelden alinarak Geneclean IT kit (BIO101) kullanilarak saflandirildi. Elde edilen bu
fragmentin bir ucu Nrul tarafindan olugturulmus kor ug iken digeri Sphl tarafindan
olusturulan yapigkan bir ugtur (Sekil 3.11). Diger taraftan Q fragmenti bu iki enzimden
hig biri kullamilarak izole edilememektedir (bakimz Sekil 1.4). Dolayisiyla Q fragmenti
kor u¢ olusturan Smal enzimi ile kesilerek elde edilebilir. Bu durumda da 4.6 kb
bitytikliigiindeki pSG11 fragmentinin Sphl yapiskan ucu kor ug haline getirilmelidir.
Bunun igin ug doldurma isleminin yiiriitilmesi gerekmektedir.
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Sekil 3.11. Nrul/Sphl ile kesilmig pSG11°in 4.6 kb buytkliugiindeki fragmentin dogrusal
haritasi. pSG11°in Nrul/Sphl ile kesilmesinden sonra 1 kb buyikliigindeki zwf gen
bolgesinin her iki tarafinda kalan kisimlart seklin her iki ucunda gorilmektedir. Orta
kisimda vektor pUC181 goriilmektedir. Restriksiyon endoniikleaz bolgeleri ve
konumlan tstte gosterilmektedir.

Yapiskan uglan kér uglu hale getirmek i¢in ya tek zincirli ug bolgesi yikilir yada
bu tek zincirin komplementeri sentezlenir. Bir sentez stratejisi ile SpAl yapiskan ucunun
doldurulmasi igin iglemler yiratildi. Spsl enzimi 6 bp biyiklagindeki tamima
bolgesini 3’ tarafindan kestiginden 3” yapiskan bir yap: olusur. Biraz daha i¢ kisimdan
kesilen komplementer zincirin ucu 5’ yoniindedir. Bu durumda tek zincirli bolge kalip
olarak kullamlarak komplementerinin sentezlenmesi miimkiindiir. Ancak hiicrese]l DNA
polimeraz enzimleri 5°-3° yoniinde sentez gergeklestiremezler. Bu durumda 5°-3°
yoniinde sentez gerceklestirebilen viral bir polimeraz enzimi, T4 DNA polimeraz
kullamlarak tek zincirli u¢ doldurulma galigmalan yapildi. Bunun igin izole edilmis ve
saflandinimig 4.6 kb pSG11 fragmentine dNTP’lerin varliginda T4 DNA polimeraz
uygulandi. Sonra bu fragment saflandinlarak kendi kendine halkasallagmasim 6nlemek
amaciyla alkalen fosfataz uygulandi. Bu fragmente baglanacak Q fragmentini elde
etmek tizere, pHP45Q Smal ile kesildi ve elektroforetik ayirim ile 2.1 kb
biytikligindeki Q fragmenti daha 6nce belirtildigi gibi (Bélim 2.12) agaroz jelden
izole edildi.

Bu iki fragment, (SpAl ucu doldurulmus ve alkalen fosfataz uygulanmis 4.6 kb
pSG11 ve 2.1 kb Smal Q fragmenti) ligasyon ile baglanma galigmalaninda kullanildi. ©



59

fragmentinin pSG11 fragmentine baglanmas: durumunda silinen 1 kb’lik zwf bélgesinin
yerini 2.1 kb biyiklugindeki Q fragmenti alacaktir. Bu durumda bu rekombinant
vektor pUC181°den gelen ampisilin direncine ve Q fragmentinden gelen spektinomisin
ve streptomisin direncine sahip olacaktir. Boyle bir rekombinant DNA’y1 tasiyan
klonlar bu ti¢ antibiyotige direngli olacaklardir. Bu temel 6zellikten hareketle ligasyon
kanigimlart E. coli JM109 alici hiicrelerine transforme edilerek ampisilin ve
spektinomisin igeren besiyerinde {iremeye birakildilar. Yapilan birkag denemede
besiyerinde herhangi bir iireme belirlenmedi. Yaptlan ligasyon kontrollerinde yeterli
klon elde edilmis olmas: bu iki fragmentin bir birine baglanmadifin1 géstermektedir.
Bunun igin bir ¢ok neden olabilir. Bunlar arasinda en muhtemel iki nedenden biri kér ug
ligasyonlarinin yapiskan ug ligasyonlarindan 6nemli oranda daha az verimli bir gekilde
calisgiyor olmasidir. Ikinci neden ise 4.6 kb Sphl fragmentinin ug¢ doldurma
reaksiyonunun tam verimlilikte ¢aligmamig olmasidir. Sonug olarak, hem u¢ doldurma
isleminden ve hem de kor ug ligasyonundan gelen zorluklardan dolay: bu ligasyonun
gergeklesmemis olma olasilif1 yuksektir.

3.3.4. Synechococcus sp. PCC7942 zwf Geni Igine Ikinci Nrul Tanma Dizisinin
Eklenmesi

En azindan u¢ doldurma reaksiyonundan kaynaklanan zorlugu agmak iizere pSG11
vektoriniin Sphl tamma bolgesine yakin bir bolgeye diger bir Nrul bélgesinin
eklenmesi ¢aligmalan yiriitildii. Bunun igin belirlenen bolgedeki bir niikleotit dizisi iki
adet bazin degistirilmesiyle Nrul tamma bolgesine farklilagtirildi. Bunun igin
degistirilen bazlar tam ortada olacak gekilde 30 baz uzunlugunda bir mutajen primer
(oligo zwfn) tasarland: (bakimiz Sekil 3.12). Tek zincirli bir kahp DNA veya kalici
olarak denatiire edilmis gift zincirli DNA ile mutajenik oligoniikleotit hibritlestirilip
kalibin komplementeri olusturuldugunda komplementer zincir iizerinde yanliy eslesmis
bazlar olacaktir. Bir zinciri yabani tip dier zinciri mutant olan bu molekil tamir
fonksiyonu bakimindan mutant olan bir konak hiicreye transfer edildiginde yeni
olusacak plazmitlerin yaris1 mutant diger yarisi yabani tip olacaktir.



60

a) Yabani tip dizi 5’ GTGGACTGCATGCTCGGCGATCAGACGCTG 3’
b) zwfn mutajenik oligo 5’ GTGGACTGCATGCTTCGCGATCAGACGCTG 3’

Sekil 3.12. Mutajenik oligoniikleotit zwfn’in niikleotit dizisi. a) Mutajenik
oligoniikleotitin tasarlandift genom bélgesinin orijinal dizisi, b) mutajenik
" oligoniikleotit zwfn. Sphl tamima dizisi (GCATGC) ve Nrul tamima dizisi (TCGCGA)
koyu gérillmektedir. Degistirilen iki niikleotitin alti ¢izilidir.

Mutajenik oligoniikleotit ligasyon reaksiyonunun etkili bir sekilde olugmasi igin
fosforland: (bakimiz B6lum 2.22). pSG11 kalici olarak denatiire edildi (bakimz B6liim
2.21.1). Denatiire edilmiy pSG11 kalip olarak kullamildi. Kalip ve fosforlanmig
mutajenik oligoniikleotit hibrizide edildi (bakimiz Boliim 2.23). Hibridizasyondan sonra
dNTP’ler, T4 DNA polimeraz ve T4 DNA ligaz eklenerek komplementer zincir sentezi
ve yeni sentezlenen zincirin uglarinin ligasyonu saglandi. Bu mutagenez karigimi tamir
fonksiyonunu gergeklestiremeyen E. coli ES1301 alici hiicrelerine transforme edildi.
Fenotipik ekspresyona izin vermek iizere antibiyotiksiz besiyerinde yarim saat
uretildikten sonra ampisilin eklenerek gece boyu iremeye birakildi. Ertesi giin
antibiyotige karst geligen kaltirlerden plazmit DNA izolasyonu gergeklestirildi. Bu
plazmit alic1 E. coli JM109 hiicrelerine transforme edildi.

Eger mutasyon reaksiyonlan istenen gekilde gergeklestiyse bu transformasyon
sonrast ampisilin igeren besin ortaminda kolonilerin gelismesi beklenirdi. Ampisilin
igeren besiyerlerinde bu lireme gergeklesmemistir. Transformasyon pozitif kontroliiniin
etkili bir sekilde calighfindan hareketle mutagenez reaksiyonlarinin galigmadig
sonucuna vanilmistir. Yeniden denemeler i¢in daha fazla zamana ihtiyag vardir. Bu

¢alismanin devam ettirilmesiyle ikinci bir Nrul bélgesinin eklenmesi olasidir.
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4. TARTISMA

Bu ¢alismada Synechococcus sp. PCC7942 hiicrelerinde glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
(G6PDH) enziminin 151k modilasyonunun gergek mekanizmasimnin anlagilmasi nihai
hedefine yonelik baz1 aragtirmalar gergeklestirilmistir. Bir gok siyanobakteriyel susa ait
G6PDH in vitro’da indirgeyici ajan DTT den etkilenmekte ve aktivite farkl: oranlarda
azalmaktadir. Bu sonuglara dayanarak, in vivo’da sistein amino asitleri arasinda olugan
disilfit baglarimimn indirgenmis tioredoksinin tarafindan yikilarak enzimin deaktive
oldugu ileri strilmektedir. Bu hipotezin dogrulugunun anlagilmasimn tek yolu zwy/
geninin yapisinda bulunan iki adet sistein kodonunun degistirilmesi ve bunun
sonucunda in vitro ve in vivo’da meydana gelecek aktivite degigikliklerini gozlemektir.
Bu temel hedefe ulagmaya yardimci olmak iizere iki g¢alisma gergeklestirilmigtir.
Bunlardan biri Synechococcus sp. PCC7942 G6PDH enziminin in vitro’da DTT den
etkilenip etkilenmediZinin belirlenmesi, digeri de bir Azwf mutant Synechococcus sp.
PCC7942 susu elde etmektir.

Oncelikle Synechococcus sp. PCC7942 hiicrelerinin sivi kiltirlerde geligmesi
izlendi. Ik inokiilasyondan sonraki 5. giine kadar iissel gelismenin devam ettigl ve
bundan sonra bir ge¢is fazindan sonra gelisme yavag olarak devam ettigi bir fazin
hitkim stirdiigi gortlmektedir (bakiniz Bélim 2.1). Bu faz bir durgunluk fazi olarak
kabul edilebilir. 750 nm’de toplam kiitlenin absorbansi 6lgﬁldﬁgﬁnden 6li hucresel
kiitlenin de 6lgiime dahil oldugu disiiniildiiginde bu kiigik orandaki artigin toplam
hiicre sayim yonteminin bir sonucu oldugu kabul edilebilir. Enzim aktivitelerinin tssel
fazdan durgunluk fazina gegis sirasinda hizla arttidi rapor edilmektedir (Broedel ve
Wolf, 1991). Bu nedenle dogru zamanda enzim ¢ozeltisi elde etmek igin bir orta gegis
faz degerinin belirlenmesi onemlidir. Veriler incelenerek bu fazin Ayso 1.000 degerinde
saglandig1 kabul edildi. Bu nedenle enzim ¢ozeltileri igin kullamlacak kaltiirleri Azs
degeri 1.000 olana kadar iiretilmigtir. Enzim ¢ozeltisi i¢in kullamlacak kiiltiirler daha
bityiik hacimde hazirlanmigtir (1 1t). Bu kaltirlerin 500 ml kaltirlere gore daha yavag
tiredikleri goralmektedir. Kiigiik kiiltirler 10. giinde Aso 1.000 degerine ulasirken
buyik kiltirlerde bu degere 13. giinde ulagilabilmektedir. Bunun olas1 nedeni tireme
ortam sartlanndan 1stk siddeti olabilir. Kiltiirlere sabit giddette 151k verilmektedir.
Verilen bu sk kiiltiir gelistikge kiiltiriin i¢ kistmlanna daha disik siddetlerde
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ulasabilmekte buna bagli olarak fotosentez ve gelisme oram azalmaktadir. Kaltir hacmi
biyiidiikge bu etkinin daha da artmas: sonucu gelisme nispeten yavaglayacaktir.

Enzim ¢ozeltisi olarak elde edilen 45 000 g siipernatantta enzimin spesifik
aktivitesi 9.44 inite/mg protein kadardir. Bu enzim ¢ézeltileri farkli konsantrasyon ve
farkl: siirelerde DTT ile muamele edilerek aktivitedeki degismeler belirlendi. Daha 6nce
Synechococcus sp. PCC7942 hiicrelerinde bu tip bir 6lgim rapor edilmemigtir. Ancak
diger siyanobakteriyel suslarda bu tip gézlemler yapilmistir. Anabaena varibalis enzim
¢ozeltisine 25 mM DTT 15 dakika siireyle uygulandiinda enzim aktivitesi %96
oraninda azalmigtir (Udvardy ve ark., 1984). Synechococcus sp. PCC7942 susuna daha
yakin akraba olan Anacystis nidulans hicrelerinde yapilan denemelerde enzim
aktivitesinin bu kadar biiyk oranda etkilenmedigi bilinmektedir (Udvardy ve ark.,
1984; Cossar ve ark., 1984). Bu organizmada 5 mM DTT 15 dakika sonunda enzim
aktivitesini ancak %353 oraninda azaltmistir. Bu durumda sustan susa DTT nin etkisinde
farkliliklarin  olabilecegi ortadadir. Bu nedenle Symechococcus sp. PCC7942
hiicrelerinde G6PDH aktivitesine hangi DTT konsantrasyonunun hangi siirede ne kadar
etkili oldugunun arastinlmasi gerekir. Bunun igin yapilan denemelerden birinde 5 mM
DTT’nin aktiviteyi 6nemli oranda etkilemedigi belirlendi (Sekil 3.2). 30 dakika sonunda
ancak %19.7 oraninda bir azalma s6z konusudur, ancak 1., 10. ve 20. dakika degerleri
bir stirekli azalma egilimi gostermemektedir. Dolayisiyla bu konsantrasyonun enzim
aktivitesinin azalmasinda etkili bir konsantrasyon olmadig1 gérilmektedir. 25 mM DTT
uygulamalan daha tedrici bir sekilde enzim aktivitesinin azalmasim saglamigtir (Sekil
3.3). 30 dakika sonunda aktivite %40.68 oraminda azalmigtir ki bu deger Anacystis
nidulans’taki degere yaklagan bir degerdir. Ancak bu organizmadaki %53 oramndaki
azalma hala saglanamamig oldugu g6z 6niinde bulundurularak SOmM DTT’nin etkisine
de bakildi (Sekil 3.4). Bu konsantrasyonda aktivite 30. dakika sonunda %51.22 oraninda
azaldi. Aynica 1., 10. ve 20. dakikadaki azalmalar tedricidir. Yani DTT uygulama
stiresine paralel olarak aktivite de azalmigtir. Sonug olarak 50mM DTT’nin 30 dakika
boyunca silipernatantlara uygulanmasiyla Symechococcus sp. PCC7942 G6PDH
enzimim'h aktivitesi yaklasik yarya inmektedir. Bu sonug bu organizmada da G6PDH
enziminin aktivitesinin karanhk/is1k gegisinde distilfit baglarinin yikimina bagli olarak
diizenlenebilecegi hipotezininin dogru olabilecegini gostermektedir.
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Synechococcus sp. PCC7942 hiicrelerinde de karanlik/igik gegisinde distilfit
baglaninin bir roliiniin 6labileceg1' sonucuna varldiktan sonra sistein kodonlarinin
degistirilerek gergekten bu mekanizmanin igleyip islemediginin anlagilmasina y6nelik
caligmalara devam edildi. Bdyle bir ¢aligmamin yapilabilirligi oncelikle sistein
kodonlarimt igeren zwf bolgesi silinmis bir Synechococcus sp. PCC7942 mutantimin
varhifina baghdir. Daha o6nce bir Symechococcus sp. PCC7942 zwf mutant
olugturulduysa da (Scanlan ve ark., 1995) bu mutant sistein kodonlarin1 tagimaktadir ve
boyle bir galigma i¢in kullanilabilir degildir. Bu nedenle bir Azwf mutant1 olugturmak
zorunludur. Klonlanan 2.9 kb zwf fragmenti iizerinde bulunan Sp#I ve Nrul enzimleri ile
kesildiginde sistein kodonlarim da igeren bolge fragmentten uzaklagtirilabilecektir,
ancak bu vektdriin bu iki enzimin tanima bolgesini igermemesi gerekmektedir. Yaygin
kullanilan klonlama vektorlerinde bu iki enzimden en azindan birine ait tamma boélgesi
mevcut oldugundan pUC18’in ¢oklu klonlama boélgesindeki Sphl tamma bélgesi silindi
(bakiniz 3.3.1) ve yeni vektére pUC181 ismi verildi. pUC181’e 2.9 kb Syrechococcus
sp. PCC7942 zwf fragmenti transfer edilerek pSG11 elde edildi (bakimz Boélim 3.3.2).
pSG11 Nrul/Sphl ile kesildiginde sistein kodonlarim da iceren yaklagtk 1 kb
biytikliginde bir bolge yapidan uzaklagtinilabilecektir. Bu uzaklagtirilan bélgeye
mutant genin takibini saglayacak aadA geninin ve ekspresyon engelleyici sinyalleri
igeren Q fragmentinin baglanmasi gerekmektedir. Q fragmenti Nrul veya Sphl ile izole
edilemez. Dolayisiyla Smal enzimi ile kor uglu olarak elde edilmis Q fragmentinin
Nrul/Sphl ile kesilmis 4.6 kb pSG11 fragmentine ligasyonu gereklidir. Bu enzimlerden
Nrul kor uglu, Sphl yapiskan ugludur. Mutasyon boélgesine kor uglu Q fragmentinin
baglanabilmesi i¢in Sphl yapigkan ucunun kor uglu hale getirilmesi gerekmektedir.
Bunun igin tek zincirli ucun doldurulmas: ¢aligmalan yiritildii ve goériiniise gore her
iki ucu da kor olan bu fragmentle Q fragmentinin ligasyonu ¢aligmalan yirtildii.
Yapilan ¢ok sayida deneme sonucunda  fragmentinden saglanan fenotipe (Spc/Sm
direnci) sahip klonlar elde edilemedi. Bunun olasi nedenlerinden biri kér ug
ligasyonunun zorlugudur, ancak zor da olsa kér ug ligasyonun gergeklesmesi beklenen
bir durumdur. Ikinci daha olast olan neden u¢ doldurmada meydana gelen bir zorluktur.
Béyle bir zorlugu agmak tizere zwf geni igine Spil tamima bélgesi yakinina bir diger kor
u¢ olusturan enzime ait tamma bdlgesi ekleme ¢aligmalan yiiritildii. Bunun igin

silinme bolgesinin diger ucundan kesen Nrul enziminin seg¢ilmesi uygun goriilerek



mutajenik bir oligoniikleotit tasarlanarak oligoniikleotit-y6nlendirilmis mutagenez
stratejisi uygulandi. Ancak bu g¢aligmanin yeterince denenmesi igin zaman yeterli
olmamugtir. Sonug olarak bir Azwf mutasyonu elde edilemediyse bile 6nemli ilerlemeler
saglanmigtir. Bu agamadan sonra ya Sphl ucunun farkli stratejilerle kor uglu hale
getirilmesiyle veya oligoniikleotit-yonlendirilmis mutasyon ile kor uglar olugturularak Q
fragmentinin 4.6 kb pSG11 fragmentine ligasyonunun gergeklestirilmesine yénelik
¢aligmalar stirdirilmelidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonugta, Syrechococcus sp. PCC7942 hiicrelerinden elde edilen siipernatant igindeki
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH) enzim aktivitesine DTT nin etkisi
incelenmigtir. DTT nin bu suga ait G6PDH enzimini etkilediginin gosterilmesi, bu susta
da karanlik/igik gegislerinde enzimin  disdlfit baglanmin  yikimi  yoluyla
diizenlenebilecegi hipotezini desteklemesi bakimindan 6nemlidir. Elde edilen enzim
¢ozeltisinde spesifik aktivite belirlendi. Sonra farkli konsantrasyon ve farkl siirelerle
uygulanan DTT’nin enzim aktivitesini yariya kadar azalttifi belirlendi. 5 mM DTT
konsantrasyonunun enzim aktivitesini etkilemesine ragmen farkli uygulama stireleri de
g6z 6niinde bulunduruldugunda bu etkinin glivenilir olmadig gorilmusgtir. 25 mM ve
50 mM DTT uygulamalarinda enzim aktivitesinin uygulama zamamyla dogru orantili
olarak aktivitenin azaldif1 belirlenmigtir. 25 mM konsantrasyonda 30 dakika sonunda
enzim aktivitesi %40.68 iken 50 mM konsantrasyonda bu deger %51.27 olarak tespit
edildi. Bu denemeler Synechococcus sp. PCC7942 susunda da enzim aktivitesinin
DTT’den etkilendigini ve dolayisiyla karanlikisik gegisinde disulfit baglanmn bu
diizenlemede rol aliyor olabilecegini gostermektedir.

Synechococcus sp. PCC7942 zwf geni iginde yer alan iki sistein kodonu
degistirilerek gergekten disilfit baglarimin boyle bir diizenlemede rolii olup olmadigim
belirlemek igin yiritilecek arastirmalarda kullanilmak tzere bir Azwf mutant
Synechococcus sp. PCC7942 susu elde etmek {izere ¢alismalar yiritiildii. Bunun i¢in
oncelikle Sphl bolgesi silinmis bir vektdér olusturuldu. Bu vektor 2.9 kb zwf
fragmentinin sistein kodonlanmi da igeren bélgesinin silinmesi igin yapilacak
manipulasyon ¢aligmalan igin gereklidir. Sonra daha 6nce klonlanmig 2.9 kb zwf
fragmenti bu vektore aktanldi ve yeni klon pSGllolarak isimlendirildi. Bu klon
Nrul/Sphl enzimleriyle kesilerek sistein kodonlarim igeren bolgesi yapidan
uzaklagtirildi. Bu uzaklastirilan bolgeye kér ug ligasyonu ile Q fragmentinin baglanmasi
caligmalan yiratildi. Bu ¢aligmalar muhtemelen 4.6 kb pSG11 fragmentinin Sphl
ucunun doldurulamamasindan dolay1 sonuglandirilamamigtir. Alternatif strateji olarak

Sphl bolgesinin hemen agagisina oligoniikleotit-yonlendirilmis mutasyon ile bir Nrul



tanima bolgesi ekleme galigmast yiiritilmiistiir, ancak bu ¢aligmanin tamamlanmasi igin
zaman yeterli olmamugtir.

Sonug olarak bu c¢alismada Synechococcus sp. PCC7942 G6PDH enziminin
DTT’den etkilendigi ve dolayisiyla distlfit baglannin enzimin diizenlenmesinde rolit
olabilecegi gorilmektedir. Bunu kesin olarak gosterebilmek igin sistein kodonu
icermeyen bir zwf geni tagtyan bir susta da enzimin bdyle bir 6zellik gosterip
gostermediginin belirlenmesi gerekmektedir. Bunu gegeklestirebilmek igin oncelikle
gerekli olan bir Azwf mutanti dretilmesi gerekmektedir. Bu mutant olusturma
iglemlerinin 6nemli bir kismu bu g¢aligmada gergeklestirilmis ancak zamanin sinirh
olmas1 nedeniyle bu galiyjma tamamlanamamigtir. Bundan sonra bu mutantin elde
edilmesi ¢aligmalarimin devam ettirilmesi ve yine sistein kodonlan degigtirilmis zwf
genlerinin bu mutanta nakli ile disiilfit bag olusturamayan bu mutant G6PDH
enziminin DTT’den etkilenip etkilenmedigi ve aktivite diizeylerinin belirlenmesi
onemlidir. Béoylece fotosentetik organizmalar olan siyanobakterilerin 151k ve karanlik
karbon metabolizmalannin diizenlenmesinde anahtar bir mekanizma kesin olarak

agikliga kavusturulmusg olacaktir.
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