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OZET

TEZ BASLIGI: Olas: Bakteriyel Hiicre Iskelet Sisteminin immiin Floresan Boyama
Yontemi ile Gosterilmesi

YAZARIN ADI: Ceren BUYUKKAYALAR

Hiicre iskelet sistemi, oOkaryot hiicrelerde sitoplazmada protein
filamentlerinden olusan bir sistemdir. Bu sistem, hiicrenin belirli bir sekle sahip
olmasi, hiicre boliinmesinde kromozomlarin birbirinden ayrilmasi, hiicrenin ikiye
boliinmesi ve i¢inde bir yerden baska bir yere madde taginmasi gibi olaylarda rol alir.
Yakin bir gegmige kadar hiicre iskelet sisteminin 6karyotik hiicrelere 6zgii bir sistem
oldugunun diisiiniilmesine karsin, son yirmi yilda yapilan yapisal ve biyokimyasal
calismalar, FtsZ, MreB ve crescentin proteinlerinin sirasiyla tubulin, aktin ve ara

filament proteinlerinin prokaryotik atasi olduguna dair bilgiler icermektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda kullanilan bakteri 6rnekleri, daha 6nce yapilmis
bir doktora ¢alismasinda laboratuvarimizda kullanilan Escherichia coli JM 109, E.
coli K92 ATCC 35860 bakteri suslari, E. coli K92 ATCC 35860 soyunun kapsiil
yapisint olusturan polisialik asitlerin ylizeye eklenmesinden sorumlu olan
sialiltransferaz enziminin sentezini saglayan neuS genini tasiyan rekombinant E. coli
JM 109 pUC19-ST ve neuS geninin nokta mutasyonlarini i¢eren rekombinantlar E.
coli JM 109 pUC19-ST M2 ve E. coli JM 109 pUC19-ST M3’tiir. Bu orneklere ek
olarak Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Uygulama Merkezi (EBILTEM)
tarafindan hediye edilen kolleksiyon bakterileri E. coli ATCC 8739, E. coli ATCC
29998, B. subtilis ATCC 6634 ve Micrococcus luteus ATCC 9341 kullanildi.

Bu tez c¢alismasinda bakteriyel hiicre iskelet sistemi FtsZ proteini
calisilmistir. Buna gore, FtsZ proteinine 6zgiil bir Western blot antikoru olan Anti-
FtsZ ile isaretlenerek Alexa Fluor®488 boyasi igeren FluoroNanogold™ ile
boyanmistir. Ozgiin baglanmis FtsZ proteini tiim bakteri 6rneklerinde floresan
mikroskobu ile gosterildi. Cekilen mikrograflarda FtsZ proteini genel olarak her ii¢
hiicre morfolojisinde (kok-kokabasil, basil, kok) sitoplazmada dagilmis halde ve yer

yer hiicre zarina bagl olarak bulundu. FtsZ proteini bdliinme asamasinda boliinme



bolgesinin tam ters yoniinde hiicrenin kutuplarinda, zara baglh ve/veya sitoplazmada

kiictik birikintiler halinde gozlendi.

Calismanin  0zgiinliigiinii saglayan sonuglar ise boliinme asamasindaki
prokaryot hiicrelerde, FtsZ proteini simdiye kadar yapilan diger ¢caligmalardan farklh
olarak kutuplara dogru ve zarda birikim gosterdi. Ilk defa FtsZ igin dzgiil bir Western
blot antikoru, immiin floresan isaretleme protokoliinde kullanildi ve bu proteine

yonelik 6zgiin sonuglar alindi.
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SUMMARY

TITLE OF THESIS: Display of Potential Bacterial Cytoskeletal System by Immune
Fluorescence Staining Method
AUTHOR: Ceren BUYUKKAYALAR

Cytoskeleton is the special system that is made up of protein filaments in the
eukaryotic cell cytoplasm. This system has roles in the events like formation of the
cell shape, separation and distribution of the chromosomes during cell division, and
transportation of the materials inside the cell. Until lately, it was thought that
cytoskeleton is a system that is specific to eukaryotes, however the structural and
biochemical studies done in the last twenty years include data on FtsZ, MreB, and
crescentin proteins are prokaryotic ancestors of tubulin, actin, and intermediate

filament proteins respectively.

The bacteria samples employed within this thesis are used in our laboratory
for a previous study such as Escherichia coli JM 109, E. coli K92 ATCC 35860,
recombinant E. coli JM 109 pUC19-ST carrying neuS gene that provides the
synthesis of sialyltransferase enzyme responsible for the addition of polysialic acids
onto the surface which constitute capsule structure of E. coli K92 ATCC 35860
strain, and recombinants E. coli JM 109 pUC19-ST M2 and E. coli JM 109 pUC19-
ST M3 including the point mutations of neuS gene. In addition to these samples,
collection bacteria E. coli ATCC 8739, E. coli ATCC 29998, B. subtilis ATCC 6634
and Micrococcus luteus ATCC 9341 donated as a gift by EBILTEM (Ege
Universitesi Bilimsel Arastirma Uygulama Merkezi- Ege University Application

Center for Scientific Research), were employed.

In this thesis, bacterial cytoskeleton system, FtsZ protein, was studied.

Accordingly, it was marked by Anti-FtsZ, a Western blot antibody specific to FtsZ

dTM

protein, and then with FluoroNanogol including Alexa Fluor®488 dye.

Specifically labeled FtsZ protein was monitored by fluorescent microscope for all



vii

bacteria samples. In the micrographs taken, FtsZ protein was generally found to be
spread in the cytoplasm in all three cell morphologies (coccus-coccobacillus,
bacillus, coccus), and to be bound to the cell membrane in some areas. FtsZ protein
was observed in the polar regions of the cell just opposite the division site in the
division stage, bound to the cell membrane, and/or in small aggregations in the

cytoplasm.

The results that provide the uniqueness of the study showed that, unlike the
studies carried out so far, in prokaryotic cells in the division stage, FtsZ protein
aggregated close the poles and in the membrane. A Western blot antibody specific to
FtsZ was used for the first time in the immunofluorescent procedure and unique

results were obtained for this protein.
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1. GIRIS

Hiicrelerin ¢ogu, hiicre duvarlarini kararh kilan ve hiicreye bir miktar sertlik
veren faktorlere ihtiya¢ duyar. Bu tiir faktorler, hiicre morfolojisinin korunmasi i¢in
onemlidir. Hiicresel yasam, kromozomlarin fiziksel olarak ayrilmasi ve hiicrenin iki
yavru hiicreye boliinmesinin yani sira hiicre i¢indeki hiicre alt1 yapilarin taginmasi
gibi bir¢ok dinamik olaya dayalidir. Doga, hiicre iskelet sistemi diye adlandirilan,
hem hiicre kararliligi/morfolojisi, hem de hiicre dinamigi yoniinden anahtar
elemanlar olan bir siif protein evrimlestirmistir. Hiicre iskelet elemanlari,
gerceklestirdikleri goreve gore oldukca dinamik veya statik olabilen filament
seklinde yapilar olustururlar (Graumann, 2007).

Okaryotik hiicreler ii¢c degisik hiicre iskeletinin filament sistemini igerir. Bu
tic tiir, filamentin ¢apina gore ayirt edilir: kalin mikrotiibiiller (25 nm), ince aktin
filamentleri (7 nm) ve ara filamentler (IF) (10-12 nm) (Alberts ve ark., 2002;
Lutkenhaus, 2003). Prokaryotlarda iyi tanimlanmis karmasik bir hiicre iskeletinin
veya iskeletsel elemanlarin varligi, elektron mikroskobunun icadindan sonra bile
uzun siire bulunamamistir (Mayer, 2003). ilk olarak, Bi ve Lutkenhaus (1991),
elektron mikroskobu ile, tiibiilin homologu olan ve filamentlesen, 1siya duyarli
protein Z’nin (FtsZ) béliinme alaninda bir halka yapisi olusturdugunu gostermislerdir
(Bi ve Lutkenhaus, 1991).

Aequorin ve yesil floresan proteinlerinin (GFP) kesfedilmesi mikroskopi,
hiicre biyolojisi, canli hiicre goriintiillemesi ve hiicre i¢i sinyallere yonelik hiicre
biyolojisi ile ilgili aragtirmalarda Onemli etkiler saglamistir (Brooks, 2005).
Proteinlerin hiicre i¢i yerlesimlerinin belirlenmesinde GFP ve immiinofloresanin
kullanilabilmesi, bakteriyel hiicre boliinmesi arastirmalarin1 oldukc¢a degistirmistir
(Buddelmeijer ve Beckwith, 2002). Yakin zamanlarda, floresan goriintiileme
tekniklerinin kullanilmas1 bakterilerde surpriz derecede igsel organizasyonun ortaya
¢ikmasinin yolunu agmistir (Meller-Jensen ve Lowe, 2005). Bu sayede, ilk kez,
2001°de Jones ve arkadaslari GFP kullanarak Bacillus subtilis’te bakteriyel aktin

homologlarinin, hiicre sekli diizenlenmesinde anahtar roller oynayan, uzun sarmal



yapilar halinde organize olduklarin1 gostermislerdir (Jones ve ark., 2001; Shih ve
Rothfield, 2006).

Okaryotlar icin mitozun ve sitokinezin basarili bir sekilde tamamlanmasi i¢in
vazgecilmez olan hiicre iskeletinin eksikligi, prokaryotlarin tanimlayici
ozelliklerinden birisiydi (van den Ent ve ark., 2001). Ancak, bakterilerin belirgin ig
yapilarinin olmadigi hiikmii, giiniimiizde bakteri hiicrelerinin ¢ok sayida organize
hiicre iskeleti elemanlar igerdiginin farkedilmesi ile degismistir (Shih ve Rothfield,
2006).

Okaryotik ve prokaryotik hiicre iskelet sistemleri arasinda 6nemli farkliliklar
da ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar arasinda hi¢bir 6karyotik karsilig1 olmayan en azindan
bir temel bakteriyel hiicre iskeleti elemanlari grubunun (MinD/ParA grubu)
varoldugunun bulunmasi ve analog islevlerin, siklikla, 6karyot ve prokaryotlarda
farkl hiicre iskelet siniflar tarafindan ve ¢ogu kez farkli mekanizmalar kullanilarak
gergeklestirildiginin bulunmasi sayilabilir (Carballido-Lopez, 2006; Grauman, 2007;
Lewis, 2004; Shih ve Rothfield, 2006).

Bakteriyel hiicre iskelet yapilari, hiicre i¢inde uzun menzilli diizenlemeler
gosteren ve in vitro da kendi kendilerine uzun polimerik yapilar halinde birlesebilen
tek bir sif proteinin polimerlerine dayanan, filament halindeki yapilar olarak
tanimlanabilir. Bakteriyel hiicre iskeleti, bu tanima uyan gesitli hiicre i¢i yapilardan

olusur (Shih ve Rothfield, 2006).

1.1. Bakteriyel Hiicre Iskelet Elemanlar

1.1.1. Aktin Homologlar1

Bakteri hiicrelerinden, aktin-benzeri ve aktinomiyozin benzeri komplekslerin
izole edilmesine yonelik ¢ok sayida deneme yapilmis fakat bu galismalarin higbirisi
sonu¢ vermemis ve belirli bir proteinle iliskilendirilememistir. Asil bulus, 2001°de
MreB ve Mbl (MreB benzeri) Bacillus subtilis proteinlerinin hiicre morfogenezinde

farkli olaylar i¢in gerekli olduklarinin ve hiicre boyunca uzanan sarmal bir yap1



olusturduklarinin gosterilmesi ile ger¢eklesmistir (Jones ve ark., 2001). Bundan kisa
stire sonra, Thermotoga maritima’dan ¢ikarilan MreB’nin aktin benzeri bir
polimerizasyon gerceklestirdiginin ve ii¢ boyutlu yapisiin aktine dikkat gekici
diizeyde benzediginin gosterilmesi ile bu sarmal filamentlerin dogasi ortaya
cikarilmistir. Bakteri hiicrelerinde hiicre iskeleti yapilarin1 olusturan iki aktin
homologu (ParM, MamK) ve bir arkeal aktin (Ta0583) belirlenmistir (Carballido-
Lopez, 2006).

Bu aktin homologlart Okaryotik aktin ile degisen derecelerde dizi
benzerlikleri ve onemli yapisal benzerlikler gosterirler. Aktin iist ailesinin
karakteristigi olan, aktin benzeri bir katlanma seklini paylasirlar ve bu yapinin en
korunan boélgesi aktin ATPaz “domain”idir. Aktin filamentleri genellikle, filament
biiyiimesi, dagilmasi, kesilmesi gibi dinamiklerde diizenleyici roller iistlenen diger
bir miktar protein ile birlikte hareket eder. Bir¢ok bakteriyel aktin homologu i¢in bu
tiir filament iligkili diizenleyici elemanlar heniiz tanimlanmamistir (Amos ve ark.,

2004; Shih ve Rothfield, 2006).

1.1.1.1. MreB ve MreB homologlar

Comak sekilli bakterilerde 1960’larin sonlarinda kesfedilen lokuslardan birisi
Mre (murein kiimesi E) operonuydu. Bu lokus E. coli ve bir¢ok bakteride ii¢ gen
igerir, bunlar mreB, mreC, ve mreD olarak adlandirilir. MreBCD genleri genellikle
yuvarlak sekilli bakterilerde bulunmaz. Her ii¢ gende de mutasyon olmasi diizensiz
sigkinlikte veya oval yuvarlak hiicrelerin olusmasma yol acar. MreB ilk olarak
1988’de tanimlandi, fakat aktine olan benzerligi ancak 1992°de ortaya ¢ikti
(Carballido-Lopez, 2006; Grauman, 2007). X-ismi Kristallografisi ve elektron
mikroskopisi kullanilarak Thermotoga maritima’nin MreB’sinin aktin homologu
oldugu belirlenmistir (Sekil 1.1.). MreB amino asit dizisi aktine % 15 benzerlik

gosterir (Amos ve ark., 2004).

MreB ve MreB homologlari, bakterilerde, hiicre seklinin belirlenmesi,
kromozom ayrilmasi, hiicre kutuplulugu ve zarli organellerin dagilimini da iceren
birgok hiicresel fonksiyonda onemli roller oynayan aktin benzeri hiicre iskelet

proteinleridir (Margolin, 2005; Shih ve Rothfield, 2006). Baz1 bakteri tiirleri, 6rnegin



E. coli ve Caulobacter, tek bir MreB proteini igerir (Meoller-Jensen ve Lowe, 2005).
Digerleri iki ya da daha ¢ok MreB benzeri protein igerir; 6rnegin B. subtilis, MreB,
Mbl (MreB benzeri) ve MreBH (MreB homologu) proteinlerine sahiptir (Carballido-
Lépez, 2006; Graumann, 2004; Graumann, 2007; Pichoff ve Lutkenhaus, 2007; Shih
ve Rothfield, 2006).

actin protofilament MreB protofilament
(1YAG) (1JCE)

Sekil 1.1. Aktin ve MreB proteinleri. Solda maya aktini sagda ise T. maritima’dan elde edilen

MreB’nin kristal yapis1 goriilmektedir (Lowe ve ark., 2004).

Yuvarlak, MreB’siz hiicreler normal ¢omak sekilli hiicrelerden daha biiytik
bir capa sahiptir. Bu nedenle yuvarlak, MreB’siz hiicreler, Z-halkasini tamamlamak
icin daha fazla FtsZ’ye ihtiyag duyar (Kruse ve ark., 2005). Aslinda, yuvarlak
MreB’siz B. subtilis hiicreleri siklikla tamamlanmamis Z-halkalarina sahiptir.
FtsZ’nin fazla iiretimi, bu nedenle, yuvarlak hiicrelerin hiicre boliinmesini devam
ettirmelerini saglar ve anormal hiicre sekline ragmen (yavas) c¢ogalmalarina izin
verir. Diger bir MreB paralogu, Mbl proteini, B. subtilis ve B. cereus’ta bulunmustur.
B. subtilis te mbl’nin ¢ikarilmasi1 6liimciil degildir fakat, yaban tip hiicrelerden daha
yavas biliyliyen, oldukca diizensiz sekilli hiicrelerin olusmasmna yol acar. MreB,
ayrica B. subtilis, Caulobacter crescentus, ve Rhodobacter sphaeroides igin
gereklidir, fakat S. coelicolor veya Azospirillum brasilense i¢in degildir. Bu da
mreB’nin  kompleks sekilli bakterilerin tiimiinde gerekli olmadigini gosterir
(Graumann, 2007).



E. coli’de mreBCD tarafindan kodlanan bilesenlerin yasamsal gerekliligi
arastirilmis bu proteinlerden yana yoksunlastirilan hiicrelerin her {ig tipinde de hiicre
seklinde onemli degisiklikler oldugu ve hiicrelerin pargalandigi gosterilmistir. Bu
nedenle bu ii¢ protein hiicre canlilig1 igin gereklidir. Fakat ilging bir sekilde, ftsQAZ
genlerini tasiyan ¢ok kopyali bir plazmidin varhi@ mre operonundaki gen

¢ikarilmalarinin 6liimciil sonuglarini bastirir (Kruse ve ark., 2005).

1.1.1.1.1. MreB proteinlerinin hiicre iskelet organizasyonu

MreB ve MreB homologlarinin Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Caulobacter crescentus, ve Rhodobacter sphaeroides’te hiicresel organizasyonlari
tarif edilmistir. Bu proteinlere kars1 antikorlar kullanilarak yapilan immiinofloresan
deneyler, MreB ve Mbl’nin bakterilerde daha dnce gozlemlenmeyen farkli yapilar
ousturduklarin1 gosterdiler. Her iki protein de hiicre zarinin altinda, noktalar ve
sarmal filamentler halinde iplikgikler olustururlar (Carballido-Lopez ve Errington,
2003; Jones ve ark., 2001; Lewis, 2004; Mpoller-Jensen ve Lowe, 2005; van den Ent
ve ark., 2001). Mbl filamentleri bir kutuptan digerine uzanir ve MreB filamentleri
baskin oranda hiicre merkezine yakin bulunur. Mbl filamentlerinin, MreB
filamentlerinden farkli sarmal adimlarina (sarmalin bir noktasindan bir sarmal
doniisii izleyen bir sonraki nokta arasindaki uzaklik) sahip oldugu ve bu nedenle
farkli yapilar olusturduklart goriilmiistiir. Bu deneyler, bakterilerde hiicre
morfolojisini diizenleyen hiicre iskelet yapilarinin oldugunu gdstermistir. MreB
tiiketilmesi ve mbl ¢ikarilmasinin sirasi ile, yuvarlak veya uzamis ve burmali hiicreler
tireten, farkli fenotipleri temel alindiginda, MreB’nin hiicre genisligini, Mbl’in ise
uzunlamasina biiyiimeyi kontrol ettigi ileri siriilmiistir (Amos ve ark., 2004;
Graumann, 2004; Graumann, 2007; Jones ve ark., 2001, Lewis, 2004).

MreB, Mbl, veya MreBH nin ortamdan g¢ekilmesinin hiicre morfolojisi i¢in
farkli sonuclarinin olmasi, proteinlerin farkl islevleri gerceklestirdikleri izlenimini
verse de son donemde eszamanli ayni-hiicre gorintiilemesi ile B. subtilis
MreB’lerinin i¢iiniin de aslinda tek bir sarmal yapida ve birbirine oldukca yakin
olduklar1 bulundugundan ¢ MreB ortologunun bir hiicre iskelet elemani
olusturduklar agiga ¢ikmistir (Grauman, 2007; Carballido-Lopez, 2006) (Sekil 1.2.).



Sekil 1.2. B. subtilis MreB proteinlerinin sematik gdsterimi (Graumann, 2007’den degistirilerek

alinmustir).

Hiicre zarmin altindaki MreB ve Mbl filamentlerinin, oldukc¢a dinamik
olduklar in vivo da gosterilmistir. Fotoagartmadan sonra floresan geri eldesi (FRAP)
yontemini  kullanarak, Carballido-Lopez ve Errington (2003), GFP-MblI
filamentlerinin hizlica eksildiklerini gosterdiler. Bu deneylerde, bir hiicrenin
uzunlamasina yarisi bir lazer 15181 ile agartilir. Hiicrenin agartilan kisminda GFP-Mbl
floresaninin yaklagik 8 dakika iginde yeniden goriilmesi, yapilarin, hiicrenin
agartilmamis kismindaki GFP-Mbl katkisi ile degistigine isaret eder. Floresanin
yeniden goriilmesine, hiicrenin  diger yarisinda agartilmamis  GFP-Mbl
filamentlerinin floresan kaybinin eslik etmesi, agartilmamig GFP’nin hiicrenin bir
yanal kismindan diger kismima hareket ettigini gostermesi bakimindan 6nemlidir
(Carballido-Lopez ve Errington, 2003). Yine baska bir ¢alisma, MreB benzeri
yapilarin olduk¢a dinamik olduklarin1 goéstermistir.  GFP-MreB ve GFP-Mbl
filamentlerinin 10 saniye araliklarla yerlesimlerini degistirdikleri bulunmustur.
Ayrica B. subtilis’teki GFP isaretli MreB ve Mbl sarmal yapilarinda hizli hareketler
gozlemlenmis, birka¢ saniyelik bir zaman araliginda hiicre kutuplarina dogru ve
hiicre kutuplarindan uzaga dogru, farkedilebilen tek yonlii hareketleri icerdigi
goriilmiistiir (Carballido-Lopez, 2006; Graumann, 2004; Graumann, 2007; Meoller-
Jensen ve Lowe, 2005; Shih ve Rothfield, 2006).

1.1.1.1.2. MreB polimerlesmesi ve depolimerlesmesi

MreB filamentlerinin yapisi ve polimerlesme 6zellikleri hakkindaki mevcut

tim bilgi, termofilik organizma Thermotoga maritima’dan elde edilen MreB ile



yapilan ¢alismalara dayanir fakat bu tiirde proteinin hiicresel organizasyonu heniiz
arastirilmamustir. MreB yapisinin aktin ile benzer oldugu ve MreB’nin bu nedenle
aktinin bakteriyel homologu oldugu gosterildiginde, bakterilerin aktin benzeri bir
hiicre iskeletine sahip oldugu agiga ¢ikti. T. maritima’nin MreB’sinin ii¢ boyutlu
yapis1 sadece kiiciik farkliliklarla neredeyse tiim uzunlugu boyunca aktinin {istiine

oturtulabilir (Lowe ve ark., 2004) (Sekil 1.1.).

Elektron mikroskobunun kullanimi ile, MreB’nin, ATP veya GTP’nin
varligina bagh (fakat magnezyumun degil) uzun filament benzeri yapilar olarak
birlestigi gosterildi. Bu filamentlerde iki MreB ipligi diiz bir protofilament olusturur.
Okaryotik aktinin aksine, bu iki ipli filament sarmal degil diizdiir (Carballido-Lépez,
2006; Graumann, 2007). Polimerlesme hem ATP hem de GTP varliginda ayni 6lgiide
gerceklesir ve bu nedenle, sadece ATP varliginda gerceklesen, aktin
polimerlesmesinden farklidir. MreB’nin ATP hidrolizi aktin ile ayn1 kinetige sahiptir.
ATP’yi GTP’ye tercih eden aktinden farkli olarak, MreB, aktin tarafindan
olusturulanlardan daha sert filamentler olusturmak tizere hem ATP’yi hem de GTP’yi
esit derecede iyi kullanir. Dahasi, aktin tek protofilamentler halinde birlesirken,
MreB, filament demetleri halinde birlesir. Filamentler bir jellesme siireci gegirir ve
kat1 benzeri bir yap1 olusur. Demetler halindeki MreB yapisi, eslenigi olan filament
aktin (F-aktin) yapisindan ¢ok daha serttir ve ozellikleri aktinden ziyade Okaryotik
IF’lere benzerdir. Bunlarin arasinda, yiiksek elastikiyet, polimerlesme igin diisiik
kritik konsantrasyon ve demetlesme igin yiiksek bir egilim yer alir. MreB
filamentlerinin, bakteri hiicrelerine ¢omak seklinin veya diger kompleks sekil
tiplerinin korunmasina katkida bulunacak mekanik sertligi saglama potansiyeli vardir
(Carballido-Lopez, 2006; Graumann, 2007; Shih ve Rothfield, 2006). MreB
polimerlesmesi, ATPaz aktivitesini uyarir, fakat MreB polimerlesmesi ile fosfat
salmimi es zamanli degildir. Bu, ATP hidrolizinin, MreB monomerleri filamentlere
eklendikten sonra gergeklestigi ve ATP hidrolizinden ¢ok ATP baglanmasinin
biiyiiyen polimere alt iinite eklenmesi icin yeterli oldugu anlamina geldiginden

polimerlesme siireci bu bakimdan aktine benzer (Shih ve Rothfield, 2006).



1.1.1.1.3. MreB ve MreB homologlarinin hiicresel islevleri

Hiicre seklinin belirlenmesi: mreB geninin, MreB ve MreB benzeri aktin
homologlarinin neredeyse tiim c¢omak sekilli bakterilerde bulundugu fakat kok
sekillilerde bulunmadigi gosterilmistir. MreB’siz hiicrelerin genellikle kiire halinde
biliylimesi, MreB’nin ¢comak sekilli bakterilerde hiicre seklinin belirlenmesinde rol
aldig1 izlenimini verir (Carballido-Lépez, 2006; Shih ve Rothfield, 2006). Koklarda
MreB’nin bulunmamasini ve hiicre duvari biyosentetik enzimlerinin yerlesiminin
MreB’ye bagimliligimi igeren ilave kanit, MreB’nin, silindirik hiicre duvari
biylimesini gliglii bir sekilde siirdiirmek tizere hiicre duvari biyosentezini
yonlendirdigi fikrini destekler (Margolin, 2005).

Cogu bakteriler, izole edildiginde, bakterinin seklini koruyan sert bir hiicre
duvar ile ¢evrelenmislerdir, ki bu da bakteri seklinin, yeni hiicre duvarimi kuran
enzim sistemi tarafindan belirlendigi fikrini ortaya ¢ikarmaktadir (Carballido-Lopez,
2006; Kruse ve ark., 2005; Lutkenhaus, 2003; Mgller-Jensen ve Lowe, 2005; Pichoff
ve Lutkenhaus, 2007; Young, 2003). MreB i¢ zarin altinda sarmallar olusturur ve
muhtemelen hiicre duvar1 sentezleyen transmembran enzimleri periplazmaya
konumlandirarak hiicre seklini belirler (Kruse ve ark., 2005; Jones ve ark., 2001;
Lutkenhaus, 2003). Zaten mreB operonu, murein sentezinde yer alan, genis bir gen
toplulugunun bir parcasidir. Bu da MreB ve sert murein dis iskeletinin sentezi
arasinda olasi bir iliski oldugunu gosterir (Kruse ve ark., 2005; Shih ve Rothfield,
2006). Ayrica E. coli’de mreB’nin mutasyonu veya ¢ikarilmasi, hiicre duvari
sentezini hedef alan antibiyotiklere kars1 oldukca hassas yuvarlak ve yavas biiyliyen
hiicrelerin olusmasina yol agar. Benzer bir fenotip daha asagidaki mreC ve mreD
genlerinin mutasyonu sonucunda da olusur. Bu deneyler de MreB’nin hiicre duvari

sentezinde etkili oldugu izlenimini verir (Graumann, 2007).

Comak bicimli hiicrelerin sekli, uzunlamasina murein sentezinden sorumlu
olan enzimlere dayanir. Comak sekil, MreB ve MreB homologlarinin varligina da
dayalidir, ¢ilinkii bu proteinlerin ortadan kalkmasi normal ¢omak seklin kaybolmasina
ve kiiresel hiicreler olugsmasina veya Mbl’nin kaybolmasi durumunda, genis ¢ikintilar
ve hiicre kalinligindaki genisleme ile deforme olan hiicreler olusmasina yol agar.

Mbl’nin silindir hiicre duvar1 sentezini kontrol ettigi 6ne siirtilmiistiir. Farkli bir¢cok



hiicresel proteinler de gomak seklin olusturulmasina karisir, ¢iinkii bu proteinlerin de
ortamdan alinmas1 ¢omaktan kiireye gegise yol agar. Bunlarin arasinda, bir murein
biyosentetik enzim olan penisilin baglayan protein 2 (PBP2) bulunur. PBP2, yanal
peptidoglikan (PG) sentezinden sorumludur (Kruse ve ark., 2005; Shih ve Rothfield,
2006).

MreB ve homologlari, ¢omak bakterilerin seklini, murein biyosentetik
enzimlerini, hiicrenin uzun ekseni boyunca yonlenen sarmal bir bigimde organize
ederek diizenler. Bu, floresan isaretli vancomycin ile yapilan g¢aligmalarda one
stiriilmiistiir. Vancomycin c¢aligmalari, B. subtilis’teki olgun mureinin en yakin
onciilerinin hiicrenin uzun ekseni boyunca uzanan sarmal bir diizende organize
olduklarini1 ve MreB ile Mbl’nin dagilim sekline benzediklerini gostermistir. Sarmalli
vancomycin diizeni MreB homologu Mbl'nin varligina dayalidir. Gram-pozitif
Corynebacterium ve Streptomyces tiirleri gibi MreB igermeyen ¢omak sekilli
hiicrelerin, yeni hiicre materyalini, yanal duvar ve kutup bolgelerine eklemesine
kargm; koklarin, yeni hiicre duvari katmanlarin1 sadece boliinme alanlarina ekledigi
gosterilmigstir (Carballido-Lopez, 2006; Graumann, 2007; Mpeller-Jensen ve Lowe,
2005).

Comak sekil i¢cin gerekli olan biyosentetik murein transpeptidaz ve ayni
zamanda penisilin baglayan PBP2, hiicre silindiri boyunca, MreB ve Mbl’ninki gibi,
sarmal bir bigcimde dagitilmistir. Bu C. crescentus ’ta gosterilmistir ancak aynisinin E.
coli i¢in de gegerli olmasi olasidir. PBP2’nin sarmal dagilim diizeni, MreB ve MreC
varligina baghdir. Bu, sarmal MreB ve MreC yapilarinin PBP2’nin hiicresel
organizasyonunun belirlenmesinde 6nemli rol istlendigi anlamma gelir (Shih ve
Rothfield, 2006). MreC, E. coli ve B.subtilis ¢calismalarinda gosterildigi gibi, MreB
hiicre iskeleti ve murein biyosentetik makinesi arasinda bir koprii vazifesi goriir.
MreD proteini ise E. coli ve B. subtilis gibi organizmalarda bu koprii kompleksinin
bir eleman1 olabilir. Ciinkii, E. coli MreC proteini bakteriyel ikili hibrit testlerinde
MreB ve MreD ile etkilesirken MreB, MreD ile etkilesmez (Kruse ve ark., 2005). Bu,
MreC’nin olas1 bir multiprotein kompleks i¢inde, MreB ve MreD arasma eklenmis
olabilecegi izlenimini verir. Ilaveten, bircok delil, MreB, MreC, MreD, PBP2 ve
belki de diger murein biyosentetik enzimlerin, MreB hiicre iskeletinin, murein

sentezinin topolojisi lizerine etkilerini diizenleyen bir yapmin elemanlar
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olabilecegine isaret eder (Sekil 1.3.). Ilging bi¢imde, MreB veya MreC’den birinin
kaybolmasi, PBP2’nin sarmal yapisini kaybetmesine ve C. crescentus’ta da hiicre
ortasinda lokalize olmasina yol acar. Bu, PBP2’nin hiicresel lokalizasyonunun, ve
biiyiik ihtimalle etki alaninin, hiicre boliinme makinesi ve MreB/MreC hiicre iskeleti
arasindaki etkilesimle diizenlendigi izlenimini verir (Carballido-Lopez, 2006; Shih ve
Rothfield, 2006).

OM proteins

Sekil 1.3. E. coli’de hiicre iskeleti ile baglantili hiicre duvar1 sentezi proteinleri. Sitoplazmik MreB
hiicre iskeleti MreC ve MreD ile PBP murein biyosentetik enzimlere bagli. RodA kompleksin bir
eleman olabilir, ve bazi1 dig zara bagli proteinlerin MreC ile ilgili yapilarin bir pargasi olabilir. OM,
dis zar; PG, peptidoglikan (murein); IM, i¢ zar (Shih ve Rothfield, 2006).

MreBH filamentleri, B. subtilis’de yanal duvar hidrolizini yonetir. Yakin
donemde, MreBH’in B. subtilis hiicre morfogenezinde 6nemli bir rolii oldugu
gosterilmistir. MreBH 1n tilkkenmesi, MreB ve Mbl tiikkenmesi durumlarindan farkli
olarak hafif bir hiicre sekli bozukluguna yol agarak hiicreleri egik ve siskin hale
getirir.  MreBH’nin kaybinin hiicre duvart hidrolazi olan LytE’nin &zgiil
lokalizasyonunu bozmasi, MreBH’ nin, biiyiik olasilikla LytE’nin salgilanmasini
etkileyerek lokalizasyon diizenini ve calismasini Yyonlendirdigi izlenimini verir

(Carballido-Lopez, 2006; Graumann, 2007; Pichoff ve Lutkenhaus, 2007).
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Hiicre kutuplulugu: Comak sekilli bakterilerin kutuplar1 hiicrenin geri
kalanindan birka¢ yonden farklilik gosterir: Bu farkliliklar; bir dizi zara bagh
proteinin 6zgiil polar lokalizasyonunu, belli tiirlerde polar flagella veya pili olmasini,
murein ve hiicre kutuplarinda disardan isaretli proteinlerin yikiminin olmamasini,
yeni olusan kutupta anatomik degisiklikleri (bakteriyel dogum lekesi) icerir (Shih ve
Rothfield, 2006). Bir¢ok protein, farkli bakterilerde 6zgiil olarak hiicre kutuplarinda
lokalize olur. C. crescentus ve E. coli hiicrelerinde mreB nin ¢ikarilmasi ile bir¢ok
proteinin polar lokalizasyonunu kaybetmesi, MreB’nin ayrica hiicre polaritesinin
kurulmasi ve devam ettirilmesinde yer aldigini gosterir (Graumann, 2007; Meller-

Jensen ve Lowe, 2005).

C. crescentus farklilagma dongiisiinii yoneten proteinler farkli olarak bir ya da
her iki hiicre kutbuna hedeflenir. MreB, bu proteinlerin polar hedeflenmesi icin
gereklidir (Lewis, 2004). MreB’nin ortamdan ¢ekilmesinden sonra, bu proteinlerin
polar lokalizasyonu kaybolur ve hiicre i¢inde dagilmis hale gelirler. MreB, diger
organizmalarda da proteinlerin polar lokalizasyonu i¢in gereklidir. E. coli’de ve
benzer Gram-negatif bakterilerde, kemotaksiste, hareketlilikte, salgilamada ve
virulansta yer alan zarla iliskili proteinler normal olarak bir veya iki hiicre kutbuna
yonlendirilir. E. coli’de bu proteinler ifade edildiginde, MreB’nin olmamasi bu

proteinlerin polar hedeflenmesini degistirir (Shih ve Rothfield, 2006).

Bakteri gelisimi ve spor olusumu: Streptomyces coelicolor biiyiimesi
sirasinda MreB’den vazgecilebilir, ve bu da, yeni hiicre duvari materyali katiliminin,
yan taraflar degil de, biiyiien S. coelicolor hiicrelerinin ucundan oldugu fikri ile
uyumludur. S. coelicolor mreB mutantlarinda, yiizeyden havaya dogru uzayan aerial
hiften iiretilen spor olusumunda siddetli bozukluklar goriiliir. MreB mutant1 sporlari
oldukca genislemis, bi¢imsiz olup yaban tip sporlarin kolaylikla yasayabildikleri
stres kosullarina oldukca hassastirlar. MreB sporlagan aerial hiflerin bolmelerinde
lokalize olur. Bu nedenle, Streptomyces 'te mreB geni farklilasma olayinda kullanilir,
biiylime sirasinda ¢omak seklinin korunmasindan ¢ok, sporlarda hiicre duvarinin
dogru sekilde olusumunu etkiler. Bu goriise uygun olarak, MreB sadece spor
olusturan aktinomisetlerde bulunur (streptomycetes gibi) fakat, Corynebacterium

glutamicum gibi polar uzama ile uzadig1 halde sporlasamayan tiirlerde bulunmaz.
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mreC 'nin ¢ikarilmasi, hiicrelerin yavas biiylimesine yol acar ve bu da MreB’nin
aksine, MreC’nin vejetatif S. coelicolor hiicrelerinde 6nemli bir rol oynadigini ifade
eder (Graumann, 2007).

Hiicre boliinmesi: Mbl proteinlerinin - sarmal  lokalizasyonu  FtsZ
yoklugundan etkilenmez. Buna ragmen, C. crescentus’da boliinme diizlemi ve MreB
halkalarmin olusumu FtsZ’ye baghdir. Bu da, MreB proteinlerinin hiicre
boliinmesinde rol aldigini diisiindiiriir. Bu fikir ¢esitli gézlemlerle desteklenmistir.
Birincisi, S-(3,4-diklorbenzil) izotioiire’ye (A22) maruz birakilan C. crescentus
hiicreleri boliinememekte ve bu da DNA ayrilmasi ile uyarilan hiicre dongiisii kontrol
noktasinin varligina veya MreB’lerin hiicre boliinmesinde bagimsiz bir rolii olduguna
isaret etmektedir. Ikincisi, hiicre boliinmesi ve Z-halkasmim konumu B. subtilis mreB
ve mbl mutantlarinda bozulmustur. Bu bozukluklar, mreB ve mbl mutant hiicrelerinin
genis ve diizensiz yan duvarlari etrafinda Z-halkasinin yayilmasmin ikincil etkisi
olarak diisiiniilmiistiir. Buna ragmen hiicre boliinmesi sirasinda MreB’lerin FtsZ ile
birlikte gorev almasinin sonucu da olabilirler. MreB’nin hiicre her boliindiigiinde
dogru capr saglamak tiizere boliinme bdlgesinde stirekli gorev aldigi da oOne
stiriilmiistiir. MreB proteinlerinin hiicre bdliinmesinde birincil bir rol mii oynadigt
yoksa boliinme tizerindeki etkilerinin diger islevlerinin ikincil bir sonucu mu oldugu

halen net degildir (Carballido-Lo6pez, 2006).

Kromozom ayridmasi: Normal hiicre dongiisii sirasinda, yavru niikleoidler,
hizlica hiicrenin karsit kutuplarma dogru ilerlerler, ve bu, yeni yavru hiicrelere esit
olarak dagilimi saglar. Hiicrenin her bir yarisinda, kromozom bélgelerini iten ve
ceken aktif birer hiicre i¢i makinenin olmas1 gerekir. Kromozom ayrilmasini neyin
yonettigi hala bilinmemektedir, fakat bu islem i¢in MreB’nin faaliyeti dnemli ve
gereklidir. MreB, DNA’nin orijin bolgesi ile bagliyken terminus bolgesinde bagh
degildir, bu da MreB’nin, erken kromozom ayrilmasi igleminin énemli bir elemani

oldugunu gosterir (Graumann, 2007).

Son ¢aligmalar, MreB’nin 6zgiil olarak bakteriyel kromozomun replikasyon
orijini bolgesini ayiran kinetokor-benzeri bir kompleksin pargasi oldugunu akla
getirmektedir. MreB’nin karigikligmin oriC konumlanmasmin degisimi de dahil

kromozom ayrilmasi ile ilgili ciddi sorunlara neden oldugu kesfedilmistir. Kromatin
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immiinopresipitasyonu  kullanilarak MreB’nin  oriC’ye ve C. crescentus
kromozomunun birkag kilobazi igeren kii¢iik bir bolgesine, dogrudan veya dolayl,

0zgiil olarak baglandig1 gosterilmistir (Margolin, 2005).

B. subtilis ve E. coli gibi ¢omak sekilli hiicrelerde, replikasyonun
baglamasindan sonra, kromozomlarin duplike edilen bdlgeleri karsi kutuplara dogru
ayrilirlar. Bu olay E. coli ve C. crescentus hiicrelerinde MreB ortadan kaldirilirsa
bozulur. Normal kromozom ayrilmasi i¢in, MreB’nin gerekliligi yoniindeki daha
fazla veri, E. coli ve C. crescentus’ta yeni olusan kromozomlarin orijin ve terminus
bolgelerinin  ayrilmasi ¢aligmalarindan geldi. MreB ortologlarinin  kromozom
ayrilmasinda yer almasinin dogrudan bir delili, C. crescentus ta yapilan deneylerde
A22 ilacinin eklenmesinin MreB filamentlerinin olusmasini hizla etkilemesi ve hiicre
iskeleti yapilarinin ayrigmasina neden olmasidir. MreB filamentlerinin kaybolmasina
orijin bolgelerinin ayrilamamasi eslik eder, buna ragmen, A22, orijinler ayrildiktan

sonra eklenirse, terminuslar ayrilabilir (Carballido-Lopez, 2006; Graumann, 2007).

Replike olan kromozomlar1 uzayan MreB filamentlerine baglayan bir (veya
birden ¢ok) adaptoriin varolmasi gerekir. Alternatif olarak, E. coli MreB’sinin in
vivo da, RNA polimeraz (RNAP) ile etkilestigi bulgusuna dayanarak 6ne siiriildiigii
gibi, MreB, RNA polimeraz igin bir ¢apa goérevi gorebilir. Cogu gen replikasyon
orijinlerinden uzaga dogru yonlenmiglerdir ve MreB ile baglanmis RNAP
molekiilleri vasitasi ile karsit hiicre kutuplarma taginabilirler (Graumann, 2007). Ayni
sekilde, MreB ve RNAP’1n ikisinin de E. coli’de kromozom ayrilmasi igin gerekli
olduklar1 yoniinde ikna edici kanitlar sunularak MreB ve RNAP’in kromozom

ayrilmasinda birlikte gorev aldig1 6ne siiriilmistiir (Carballido-Lopez, 2006).

E. coli ve C. crescentus i¢in elde edilen sonuclara karsit olarak, B. subtilis’te
kromozom ayrilmasi i¢cin MreB veya bagka bir aktin homologunun (Mbl veya
MreBH) gerekli olup olmadigi bilinmemektedir. B. subtilis’te MreB olmamasi
kromozom ayrilmasinda belirgin bozukluklara yol agmaz ve MreB ile Mbl’nin
olmamasi sadece hafif ayrilma bozukluklarma yol agar. Ugiincii aktin homologu
MreBH’nin B.subtilis kromozom ayrilmasini etkileyip etkilemedigi konusu
aciklanmay1 beklemektedir (Shih ve Rothfield, 2006).
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B.subtilis’te MreB’nin olmamasi, kromozomlar1 i¢eren niikleoidlerin hizla
dekondanse olmasi ve cekirdeksiz hiicrelerin olusmasi ile sonuglanir. Diger bir
deyisle, MreC ve MreD sentezi devam etse bile (genleri mreB ile ayni1 promotor
tarafindan kontrol edilir) hiicre boliinmesinden sonra DNA igcermeyen hiicreler ortaya
cikar. Kromozom ayrilmasindaki bozukluk hiicre morfolojisindeki bozukluk
goriilmeden Once ortaya c¢ikar. Ayrilma bozukluklari, orijin bdlgelerinin ayrilmasi
asamasinda ortaya c¢ikar, MreB yoklugunda (ve daha az 6l¢iide Mbl eksikliginde),
orijin bolgeleri genellikle hiicre ortasinda kalir veya ayni hiicre yarisina tagmirlar.
AmreB hiicrelerinde Mbl’nin ortadan kaldirilmasi, biiyiimenin durmasinda, diizenli
hiicre seklinin tamamen kaybolmasinda ve kromozom ayrilmasinda bozukluga yol
acar. Bu gozlem, 6zel kosullar altinda Mbl’nin kismen MreB fonksiyonlar1 edindigi
izlenimini verir, ve bir paralogun kaybolmasinin karistk MreB/Mbl/MreBH
polimerini zayiflattigi fakat bunun 6zel ortam kosullan ile telafi edildigi fikrini

giiclendirir (Graumann, 2007).

MreB hiicre iskeletinin kromozom ayrilmasindaki tam roliiniin iyice
anlagilmasi; MreB sarmal dizilerinin makromolekiiler organizasyonunun, filament
birlesmesi ve dagilmasinin polaritesinin, ve MreB-oriC etkilesiminin temelinin daha

iyi anlagilmasini gerektirir (Shih ve Rothfield, 2006).

1.1.1.2. ParM sistemi

Diisiik kopya sayili plazmidlerin kararli kalittmi, ATPaz aktivitesi olan bir
ayirma proteinini igeren bir aktif ayirma sistemi tarafindan geceklestirilir. Tip 1
ayirma sistemlerinde, bu proteinler Walker-tipi ATPaz iist ailesine aittir. Tip II
sistemlerinde ayrilma proteini aktin protein iist ailesine ait olan bir ATPazdir, ve E.
coli plazmidi R1’in ParM proteini ile drneklendirilebilir (Shih ve Rothfield, 2006)
(Sekil 1.4.). ParM amino asit dizisi aktine %12 benzerlik gosterir (Amos ve ark.,
2004).
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Sekil 1.4. ParM proteininin yapisi (Amos ve ark., 2004).

Plazmid R1’in par lokusu, bakteriyel sistemin dkaryotik hiicrelerdeki mitotik
aygitin roliinii yerine getiren ve en iyi anlasilan 6rnegidir. Lokus {i¢ gen igerir: parM
aktin benzeri ParM proteinini kodlar (M, motor anlaminda), parC cis-etkili
sentromerik DNA alanidir (C, sentromer anlaminda); parR (R, represoér anlaminda),
parC genlerine baglanarak par genlerinin transkripsiyonunu otoregiile eder ve ParM
motor proteinini plazmid DNA’sina baglayan ParR proteinini kodlar (Amos ve ark.,
2004; Shih ve Rothhfield, 2006).

Plazmid igeren ve immiinofloresan mikroskobu ile goriintiilenen hiicrelerde
ParM’ler, hiicrenin uzun ekseni boyunca dogrusal bir filament halinde yapilar
olustururlar. ParM’nin hiicresel bollugu (hiicre basina ~18000 molekiil), herbir hiicre
i¢i filamentin bir miktar protofilament icerdigi izlenimini verir (Carballido-Lopez,

2006; Shih ve Rothfield, 2006).

ParM filamentlerinin biiylimesi, yavru plazmidleri boliinme diizleminin
karsilikli alanlarina dogru iter ve bdylelikle plazmidlerin konak hiicrede kararl

kalmalarini saglar (Mgller-Jensen ve Lowe, 2005; Lewis, 2004) (Sekil 1.5.).
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1.1.1.2.1. ParM polimer birlesmesi ve dagilmasi

ParM, in vitro da muhtemelen, hiicre i¢i ParM filamentlerine karsilik gelen
filamentler olusturmak {iizere polimerlesirler. ParM polimerleri ¢arpici sekilde F-
aktine benzer, neredeyse ayni acisal biikiilmeye sahip ¢ift sarmal yapisii alirlar.
ParM’nin dinamik davraniginin gerektirdigi enerji ATP yikimindan gelir. ParM
polimerizasyonunun plazmid kopyalarini zit kutuplara ayirmakta gerekli olan kuvveti
tirettigi gosterilmistir. In vitro daki her bir filament birer ¢ift iplikli, sarmal yapidir ve
muhtemelen herbir sarmal iplik tek bir ParM polimeridir (Carballido-Lopez, 2006;
Amos ve ark., 2004; Mgller-Jensen ve Lowe, 2005; Shih ve Rothfield, 2006). MreB
filamentlerinin aksine ve aktin ile benzer olarak, iki ParM ipligi sag el sarmali
seklinde, birbiri iizerine sarilir (Grauman, 2007). Aktin ve MreB filamentlerinden
farkli olarak, ParM filamentleri in vitro da demetler veya levhalar olusturmaz (Shih
ve Rothfield, 2006).

ParM filamentinin birlesmesi ve dagilmasi, ATP baglanmas1 ve hidrolizi ile
diizenlenir. Alt iinitelerin sadece filamentin bir ucuna eklendigi aktin filamentlerinin
aksine, ParM filamentleri biiyliyen filamentin her iki ucuna alt {inite eklenmesi ile
uzarlar. ParM filamentlerinin ucuna alt iinite eklenme hizinin aktin filamentlerinin
biiylime hizi ile benzer olmasina ragmen, dagilma hizi F-aktinden 100 kat daha

yiiksektir.

Polimer biiylimesi, ParM-ATP alt iinitelerinin ParM zincirinin ucuna
eklenmesi ile gergeklesir. Bu daha once eklenen terminal ParM-ATP’nin ATP
pargasinin hidrolizine baglhdir ve bu, sistemin polimerizasyona bagli ATPaz
aktivitesini aciklar. Boylece polimerin sondan bir 6nceki birimi ParM-ADP’dir
(Sekil 1.5.). Bu nedenle, ParM filamentleri, en son eklenen ParM-ATP ile ucu
kapatilmis ParM-ADP zincirini igerir. ParM-ADP polimerleri oldukga kararsizdir ve
ParM-ATP ile kapatilmadiklan siirece yiiksek dagilma ihtimalleri vardir (Shih ve
Rothfield, 2006).
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Sekil 1.5. ParM filament biiyiimesi (B) Plazmid replikasyonundan sonra, ParM polimerik
filamentinin (Sar1) biiyiimesi yavru R1 plazmidlerini iter, onlar1 hiicre ortasindan kutuplara tagir. (C)
ParM-ADP filamentleri ParM-ATP ile kapatilmistir. Kapatilan ug¢ ParR proteini ile plazmidin parC
sentromerik bolgesine baglanmistir. ParM filament biiylimesi ParM-ATP alt {initelerinin, ParR/parC
kompleksi arasindaki alana girmesi ile gerceklesir. Bu, bir dnceki alt ParM-ATP tnitesinin ATP’sinin
hidrolizi ile baglantilidir ve boylelikle sondan bir 6nceki alt iiniteyi ParM-ADP’ye ¢evirmistir (Shih ve
Rothfield, 2006).

1.1.1.2.2. ParM islevinin mekanizmasi

Onemli miktarda delil ParR’nin, ParM filamentlerinin ucu ve hiicrenin
uclarma tasmacak olan plazmid DNA’s1 arasinda koprii oldugunu gosterir (Sekil
1.5.). ParM oligomerinin veya kisa polimerinin uglari, ParR-parC kompleksi ile
etkilesir, plazmid ¢iftini ayirir ve filamentin heri iki ucu da ParR araciligi ile bir
plazmid DNAsi molekiiliine bagh kalir (Sekil 1.5.). Daha sonra polimer, ParM
filamentinin ucu ile ParR-parC kapak arasina giren yeni ParM alt initelerinin
eklenmesi ile uzar ve boylelikle, ekli olan plazmidleri hiicrenin karsilikli uglarina
dogru iter (Sekil 1.5.). ParR-parC kompleksinin ParM filamentinin her iki ucunda da

bulunmasi, polimer biiylimesi periyodunda alt iinitelerin ayrilmasini inhibe eder ve
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goreceli siirli bir biiylime periyodundan sonra gergeklesebilecek Katastrofik
dagilmay1 engeller. Polimer biiylimesi filamentlerin ucunun hiicrenin sonuna
ulagmasi ile durur. ParM polimerleri daha sonra dagilir ve yavru hiicrelerin hiicre
ortas1 replikasyon alaninda plazmid replikasyonundan sonra gergeklesecek olan
filament birlesimi dongiisiinii baslatmak tizere gerekli ParM alt {nitelerini

olustururlar (Shih ve Rothfield, 2006).

1.1.1.2.3. Filament dagilmasi ve plazmid gocii

ParM filamentlerinin dagilmasini tetikleyen mekanizma hala anlagilmamustir.
Iki olas1 filament dagilma modeli géz 6niinde bulundurulur. Birincisi, plazmidin
hiicre duvarina ulagma sinyaline cevap olarak, dagilma, saglam filamentin her iki
ucundan iki yonlii olarak devam eder. Bunu basarmak i¢in, birlesme/dagilma dengesi
filament ucglarindan dagilma lehinde degistirilmelidir. Bunun normalde alt {inite
kaybin1 engellemek iizere, ParR-plazmid kompleksinin ayrilmasina bagli olmasi
olasidir. Bu, iki serbest uglu tek bir ParM filamenti igeren hiicreler vermelidir.
Filament, her iki uctan alt {initeler ayrildikca, giderek kisalacaktir. ikinci bir
modelde, dagilma, filamentin iginden kesilmesi ile baslayarak, hiicre ortasindan her
iki kutuba dogru ilerler. Bu, hiicre ortasinda bir yerde lokalize olan serbest bir ug ve
polar ugta plazmid-ParR kompleksi olan iki filament iiretecektir. Serbest uglarda
ParR-parC kapagi bulunmayacagi i¢in, her iki filament de bu serbest uclardan hiicre
kutuplarina dogru hizlica dagilacaktir. Kesilme, sirasi ile kataninler ve kofilinler gibi
mikrotiibiil ve aktin filamentleri kesen Okaryotik faktérlere benzer proteinler

tarafindan gergeklestirilebilir.

Ayrilan plazmidlerin, hiicrenin sonundan yeni replikasyon alanlarina hareket
mekanizmasi, daha tanimlanmamistir. ParM filamenti dagildiktan sonra, serbest
birakilan her bir plazmid, béliinme sonrasindaki hiicrenin ucundan, ortada yer alacak
replikasyon alanina taginmalidir. Bu islem sirasinda, serbest kalan plazmidlerin,
septal kapanmadan Once hiicrenin diger yarisina difiiz olmalar1 engellenmelidir.
Bunun nasil gergeklestirildigi bilinmese de, bir¢ok olasilik bulunmaktadir (Shih ve
Rothfield, 2006).
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1.1.1.3. AlfA

AlfA, yakin zamanda B. subtilis’te bulunan ve plazmid ayiran aktin benzeri
bir protein olarak tanimlanmistir. Plazmid {izerinden kodlanir ve asagi kismindaki
gen alfB ile birlikte, boliinme ve sporlasma sirasinda plazmid ayrilmasi i¢in gerekli
ve yeterlidirler. AIfA molekiilleri, hiicrelerde bir kutuptan diger kutuba uzanan
filamentler olustururlar ve bliyiik olasilikla ParM ile analog sekilde, duplike olan
plazmidleri karsit kutuplara dogru iterler. AIfA, Gram-pozitif organizmalarda
bulunmasina karsin ParM, Gram-negatif bakterilerde belirlenmistir (Graumann,
2007).

1.1.1.4. FtsA

FtsA, dizi ve yapisal benzerliklerle gdsterildigi lizere, bir aktin homologudur
(Sekil 1.6.). 47 kDa agirhiginda bir protein olan FtsA, FtsZ’nin C-terminal bolgesi ile
dogrudan etkilesir (Lowe ve ark., 2004; Mileykovskaya ve Dowhan, 2005).

actin T. maritima FtsA
(1YAG) (1E4G)

Sekil 1.6. Aktin ve FtsA kristal yapilari. Solda maya aktini, sagda Thermotoga maritima FtsA proteini
(Lowe ve ark., 2004).

FtsA boliinme makinesinin 6nemli bir eleman1 olup FtsZ halkasini lokalize
eder. Her zaman FtsZ’ye bagimlidir fakat boliinme makinesinin bagka hicbir

elemanina bagimli degildir. FtsZ disindaki  bdliinme proteinlerinin ¢ogu FtsZ
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halkasma FtsA araciligi ile katilir (Graumann, 2007; Margolin, 2000; van den Ent ve
ark., 2001). Bu veriler, FtsA’nin FtsZ halkasina erken bir zamanda katildigini
gosterir. E. coli ve B. subtilis hiicrelerinde FtsZ’nin FtsA’ya oran1 sirast ile 100:1 ve
5:1°dir (Errington ve ark., 2003; Margolin, 2000). FtsA ve FtsZ seviyelerinin orant,
kasilma siirecinin diizgiin kontrol edilmesi i¢in 6nemlidir ancak bu proteinlerin ayri

ayri seviyeleri dnemli degildir (Margolin, 2000; Voskuil ve ark., 1994).

FtsA’nin, E. coli ve koklar (Streptococcus pneumoniae) igeren bir¢ok diger
bakteride bulunmasi zorunluyken, B. subtiliste ftsA'nin (genellikle fisZ’nin
yukarisinda) ¢ikarilmasi yavas biilylimeye izin verir ancak bdliinmede biiyiik
bozukluklara yol acar. FtSA olmadiginda, B.subtilis hiicrelerinde FtsZ anormal
halkalar olusturur. FtsA ile Z-etkilesimli protein A’nin (ZipA) kaybolmasi, E. coli’'de
FtsZ halkasi olusumunu ortadan kaldirir ve bu, FtsA’nin FtsZ polimerlesmesi ve
hiicre ortasindaki FtsZ filamentlerinin kararliligi i¢in 6nemlidir. FtsA sonradan
toplanan bdliinme proteinleri ile dogrudan etkilesir ve divizom’un birlesiminde ilave
bir rol oynar (Graumann, 2007). Kesik bir ftsA geni iriinii yiiksek derecede egri C
sekilli hiicreler olusturur (Young, 2003). Ayrica FtsA’nin agir1 Uretimi de
muhtemelen PG sentezindeki yerel artis sebebi ile kambur hiicreler olusturur
(Nanninga, 1998). FtsA’nin tam islevi halen belirlenmeyi beklemektedir (Graumann,
2007).

1.1.1.5. MamK

Magnetotaktik tiirler, vibrio’nun (veya spiral olusturan hiicrelerin) kisa ekseni
boyunca diiz bir hatta 15-20 magnetozomdan olusan dogrusal bir dizi kuran
Ozellesmis bir makineye sahip bir grup bakteridir. Magnetozomlar, i¢ hiicre zarinin
invajinasyonu ile olusan ve manyetik alana gore yonelimi belirleyen, magnetit
(genellikle 50 nm g¢apinda) (Fe3O,) ile dolu zarli yapilardir. Kriyo-elektron
mikroskobu ile Magnetospirillum magneticum ve M. gryphiswaldense’de, hiicre
zarna yakin magnetezom hattina paralel uzanan ~4nm kalinliginda yedi filamentten
olusan bir ag goriintiilenmistir. Bu hiicre iskelet yapisi, magnetezomlarin siralanmast

icin esas oldugu yakin zamanda belirlenen iki faktori igerir: MamK adinda bir aktin
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ortologu ve MamlJ adinda yeni bir tiir protein. MamK ve MamJ olmadiginda,
magnetozomlar yine de olusur fakat yanlis lokalize olurlar ve hiicrenin ortasinda
toplanirlar. GFP ile birlesik iki protein de, hiicrenin kisa ekseni boyunca, siralanan
magnetozom yapilarma karsilik gelen filament yapilar gosterir (Sekil 1.7.). Her ne
kadar, magnetozomlar sarmal hiicrelerin merkezi boyunca siralansalar da, filament

halindeki MamK-GFP and MamJ-GFP yapilari kutuptan kutuba uzanir.

® Magnetosome
MamKMamd filament

Sekil 1.7. MamK/MamlJ yapisinin sematik ¢izimi (Graumann, 2007).

MamK’nin E. coli hiicrelerindeki ekspresyonu sonucunda, kutuptan kutuba
diiz filament halinde bir yapinin olusmasi, Magnetospirillum’da goriildiigii gibi bir
hiicre iskelet yapisina kendi kendine birlestigi izlenimini verir. Bakterilerde hiicre ici
organel benzeri yapilara yol gostermek, bakteriyel aktin ortologlari i¢in, yeni bir
islevdir. MamK filamentleri, MreB ve ParM’nin olusturduguna benzer dinamik
yapilardir, fakat MreB ortologlar1 tarafindan olusturulan sarmal filamentler yerine

diiz filamentler olustururlar.

Diger magnetozom genleri oOlmadiginda, MamJ-GFP’nin sitosol boyunca
lokalize olmasi, MamJ’nin kendi kendine hiicre iskelet yapisi olusturmadig: fakat bir
yapi1 ile birlesik oldugu ve muhtemelen bir hiicre iskelet elemani olan MamK ile
magnetozomlart birlestirdigi izlenimini verir. Magnetozomlar, hiicre ig¢inde farkli
pozisyonlarda olusurlar ve yaban tip hiicrelerde hiicre ortasinda diiz bir hatta
toplanirlar. MamJ olmadiginda, toplandiktan sonra bir y1gin haline doniistirler. Bu
deneyler, magnetozomlarin, hiicrenin herhangi bir yerindeki magnetit kristallerinin
gevresinde hiicre zarmin Invajinasyonu sonucunda olustuktan sonra, MamK ve
MamJ’nin ortak eylemi ile bir filamentte toplandiklari izlenimini verir (Carballido-

Lopez, 2006; Graumann, 2007; Shih ve Rothfield, 2006).
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1.1.1.6. Ta0583

mreB genleri arkeal genomlarda da bulunur. Thermoplasmatales takimimdan
¢ tiir, yapist Thermoplasma acidophilum’da belirlenen Ta0583’iin korunmus bir
kopyasini igerir (Sekil 1.8.). Ta0583, genel yapisi itibari ile en ¢ok (MreB veya
aktinin yerine) ParM ile benzerdir. ATPaz aktivitesine sahiptir ve in vitro da kristalin
levhalar olusturur. Kristal iginde monomerlerin paketlenmesi temel alindiginda,
Ta0583, in vitro da elektron mikroskobu goriintiilerinde goriinen levha benzeri
yapilart olusturmak icin birbiri ile etkilesen aktin benzeri protofilamentleri olusturur.
Polimerlesme kinetikleri ve filogeni bakimindan Ta0583, aktine daha yakindir. Dizi
analizi arkeal aktin homologlarinin ¢ok ¢esitli oldugunu gostermistir ve Ta0583
homologlar1 sadece Thermoplamatales takiminda bulunur. Bu bulgular gozetilerek,
Ta0583  ortologlarinin, bir plazmid tarafindan kodlanan ve  sonra
Thermoplasmatales’lerin  ortak atasina transfer olan ParM-benzeri aktin
homologundan geldikleri 6ne siiriildii. Thermoplasmatales’de hiicre morfolojisinde
onemli bir rol oynayabilecek olmasma ragmen, in vivo'da, az bulunan bir protein
olan Ta0583’lin sert hiicre duvari yapilar1 bulunmayan bu hiicrelerde uzun hiicre
iskelet yapilar1 olusturmasi olas1 goriinmemektedir. Ta0583’lin gergek islevi halen

aciklanmay1 beklemektedir (Carballido-Lopez, 2006; Graumann, 2007).

Sekil 1.8. Okaryotik aktin ve prokaryotik Ta0583 proteinlerinin ii¢ boyutlu monomer yapilari
(Carballido-Lopez, 2006).

1.1.1.7. EF-Tu

Hiicrenin tamamina yayilan aktin-benzeri sitoplazmik agmn varligi one
stirlilmiistiir. Bu proteinin, daha sonra aktine sinirli bir benzerlik gosteren bakteriyel
uzama faktorii (EF-Tu) oldugu ortaya ¢ikmustir (Nanninga,1998) (Sekil 1.9.). EF-
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Tu’nun kuramsal olarak ikili ayr1 role sahip oldugu diistiniilmektedir: “hiicre iskeleti
ag1” gibi davranabilir ve translasyona yardimci olur (Lowe ve ark., 2004; Mayer,
2003). Bu durum, belirli olumlu kosullar altinda proteinin in vitro da filamentler
olusturma yeteneginden, EF-Tu mutantlarinin asir1 anlatimmin E. coli’nin seklini
kaybetmesine ve patlamasma neden oldugu gergeginden, hiicre i¢i konsantrasyonu
yiksek (%5-10’a kadar) ¢Oziinlir bir protein olmasindan ve zar ile olan agik
etkilesiminden kaynaklanmaktadir (Lowe ve ark., 2004). Bakteriyel hiicre
proteinlerinin %9’unu EF-Tu olusturabilir. Bu miktar, yukarida tanimlanan hiicre
iskeleti aginin olusumu i¢in yeterlidir. Bakteriyel hiicrede “birinci” veya “ikinci” EF-
Tu gérevinin gelisim sirasini belirleyebilecek bir yol su anda yoktur. Ornegin, EF-
Tu’nun hangi gorevinin (hiicre iskelet elemani veya uzama faktorii ) Once

evrimlestigi bilinmemektedir (Mayer, 2003).

Sekil 1.9. Bakteriyel uzama faktérii EF-Tu. a) GDP formu b) Domain 2 ve 3’in etkilesimi ile
protofilament olusumu (Mayer, 2003).

70000 EF-Tu molekiiliiniin yaklagik dortte birinin protein sentezinde aktif rol
aldig1, geri kalaninin ise hiicrede yapisal bir gérevinin olabilecegi diisiiniilmektedir
(Nanninga, 1998). Ayrica, yapisal ¢aligmalarin sonuglari ribozomlarin/polizomlarin
EF-Tu iceren hiicre i¢i protofilamentlere bagli olduklarinin belirlenmesi ile EF-
Tu’nun aktif ribozomlarla kompleks olusturmasina iliskin yeni bir modelin
gelistirilmesine yol agmustir. Buna gore, protofilamentler in vitro daki deneylerde
monomerik EF-Tu’nun GTP varliginda bekletilmesi ile elde edilebilir (Mayer, 2003).

Monomer dogrusal dizileri igeren EF-Tu filamentleri sitoplazmada bulunsa da,
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mevcut elektron mikroskop teknikleri ile goriintiilenmeleri giigtiir ¢iinkii floresan
isaretlemede oldugu iizere ¢oziiniirlikk yetersiz kalabilir. Bu nedenle, E. coli’de EF-

Tu filamentleri bulunmasi ihtimali halen mevcuttur (Nanninga, 1998).

1.1.2. Tibiilin Homologlarn

Prokaryotlarda FtsZ ve Prosthecobacter dejongeii’nin BtubA ve BtubB
proteinleri ile orneklendirilebilecek iki tip tiibiilin homologu belirlenmistir. FtsZ,
BtubA/B ve dkaryotik tiibiilinler ayr1 bir GTPaz ailesini olusturur (Schlieper ve ark.,
2005). Bakteriyel proteinler ve tiibiilinler arasindaki dizi homolojisi oldukga
degiskendir. Okaryotik tiibiilinle karsilastirildiginda, FtsZ zayif dizi homolojisi
gosterir (%17) BtubA/B i¢in homoloji %35 oranindadir. Buna karsin, bakteriyel
tiibiilin homologlarinin ii¢ boyutlu yapisi, Okaryotik tiibiilinler ile benzerdir
(Carballido-Lopez ve Errington, 2003; Erickson, 1995; Lowe ve Amos, 1998;
Margolin, 1998; Schlieper ve ark., 2005; van den Ent ve ark., 2001) (Sekil 1.10.).

FtsZ

Sekil 1.10. Tiibiilin homologlari. Soldan saga: Bos taurus f-tubulin GTP/GDP bagh, Methanococcus
jannaschii FtsZ GDP bagli; Prosthecobacter dejongeii BtubA GTP bagli (Shih ve Rothfield, 2006).

Filogenetik analiz sonuglar1 FtsZ ve tiibiilinin ortak bir atadan
evrimlesmesinin muhtemel olduguna ve evrimin erken safhalarinda ayrildiklarina
isaret etmektedir. Daha yakin bir ¢alismanin sonuglari BtubA ve BtubB’nin bir
Okaryotik kaynaktan tiibiilin veya tiibiilin benzeri bir proteinin yatay gen transferi ile

gecisini takiben evrimlestigini diisiindiirmektedir (Schlieper ve ark., 2005).
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1.1.2.1. FtsZ

FtsZ, prokaryotik hiicrelerde bir hiicre iskelet elemani olarak belirlenen ilk
proteindir. Yiiksek sicakliklarda filamentler olusturan isiya duyarli mutantlarin
secildigi taramalarda arastirmacilar, hiicre boéliinmesinde yer alan bircok geni
belirlediler ve ftsZ geni (ismini filamentlestirici 1siya duyarli mutant Z’den alir) ilk
olarak 1980°de tanimlandi. 37-47 kDa luk bir protein olan FtsZ, bakteriyel hiicre
boliinmesi i¢in 6nemlidir ve neredeyse tiim bakteri ve arkeada oldukg¢a korunmusg
FtsZ homologlar1 bulunur. FtsZ homologlari, ayrica, mitokondri ve kloroplast gibi
bakteriyel endosimbiyontlar olduklar1 diisliniilen 6karyotik organellerde de bulunur.
(Carballido-Lopez ve Errington, 2003; Graumann, 2007; Lowe, 1998; Lowe ve
Amos, 1998; Lowe ve ark., 2004; Margolin, 2000; Miyagishima ve ark., 2003; Sun
ve Margolin, 1998). Tibiilin hiicre iskeleti, 6karyotik hiicrelerin boliinme diizlemini
belirlemede onemli bir rol oynar ve tiibiilin homologu olan FtsZ, bakterilerde

boliinme diizlemini belirler (Margolin, 1998; van den Ent ve ark., 2001).

FtsZ ve tubulin arasindaki dizi benzerligi iki molekiiliin yalnizca N-terminal
bolgesinde farkedilebilir, bu N-terminal segmentinin her iki proteinde de korunmus
bir bolgeyi temsil ettigi, buna karsin C-terminal bolgelerinin farkli oldugu
diistiniilmektedir. Tubulinler GTP baglamasinda gorev aldigi oOnerilen bir dizi
parcasina sahiptir ve bu, tubulin “imza” motifidir. FtsZ’nin bu dizisi sondan bir

onceki amino asitteki degisim disinda tubulin imza motifine 6zdestir (Erickson,

1995; Margolin, 2000).

Voskuil ve arkadaglar1 (1994), FtsZ’nin GTP-baglayici bolgesi de dahil farkli
domainleri ile ilgili veri elde etmek icin, FtsZ’ye karst monoklonal antikor
tiretmislerdir. Tiim monoklonal antikorlar dogal sartlarda giiclii tepkimeler vermis ve
baska proteinlerle (hiicre boliinmesi) etkilesime olanak saglayabilecek bes farkli
antijenik belirtecin (epitop) lokalizasyonu rapor edilmistir. Bu verilere ve bilgisayar
analizine dayanarak FtsZ’nin temelde globiiler bir protein oldugu ortaya ¢ikarilmistir
(Voskuil ve ark., 1994).
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1.1.2.1.1. FtsZ halkasi

Bi ve Lutkenhaus (1991), bolimmeyen hiicrelerin sitoplazmasinda FtsZ
proteinlerinin tek tip kiigiik pargaciklar olarak dagildigini, ancak boliinmenin
baglamasindan hemen Once bdlinme bolgesindeki bir halkada yogunlastigini
gostermek icin immiinoelektron mikroskobu kullanarak FtsZ’nin esas olarak
septumun ige biikiilen ucunda bulundugunu gosterdiler (Bi ve Lutkenhaus, 1991).
Immiinofloresan mikroskobunun kullanilmasi ile FtsZ nin, daha hiicre belirgin bir ice
biikiilme gostermezken bile, hiicre ortasinda bir halka olusturdugu ortaya ¢ikarildi
(Addinall ve Lutkenhaus, 1996; Graumann, 2007).

FtsZ, c¢ogu bakteride temel bir hiicre boliinmesi proteinidir. Boliinme
makinesinin hiicre ortasina yonelen bilinen ilk elemanidir ve biitiin bolinme
proteinlerinin lokalizasyonu FtsZ’ye baglidir. Burada, hiicre zarinin i¢ yilizeyinde
yerlesen cevresel bir halka olan Z-halkasini olusturur (Graumann, 2007; Voskuil ve
ark., 1994). E. coli Z-halkasi, en az 10 ilave proteinin sitokinetik halkada (ayrica
septazom, divizom, septator olarak da adlandirilir) birlesmesi igin bir iskele gorevi
gortir (Sekil 1.11.). E. coli hiicresi bagina diisen FtsZ monomerlerinin tahmini sayisi
3200 ile 20000 arasinda degisir (Bi ve Lutkenhaus, 1991; Buddelmeijer ve
Beckwith, 2002; Errington ve ark., 2003; Lowe ve ark., 2004; Miyagishima ve ark.,
2003; Nanninga, 98).

(a) ZipA \ FtsL \
FtsZ FtsK 4— FtsQ I FtsW <— Fts| 4— FtsN
FtsA FtsB

(O]

OM

——————————————————————————————————————————————— PG

Sekil 1.11. E. coli hiicresinin orta kisminda hiicre boliinme proteinleri birlesmesinin ardisik yolag. (a)
Proteinlerin bolinme bolgesine yerlesiminin bagimlilik yolagi. Her okun bas kismu okun baglama
yerindeki proteinin yerlestirilmesi igin gerekli olan protein(ler)e isaret eder. (b) E. coli hiicre boliinme

proteinleri ve bunlarin hiicre zarindaki tahmin edilen topolojileri. Kirmizi domainler kasilma
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bolgesine proteinlerin yerlestirilmesi i¢in 6nemlidir. CM, hiicre zari; OM, dis zar; PG, peptidoglikan

(Buddelmeijer ve Beckwith, 2002).

Daha sonra FtsZ, bagka hiicre boliinmesi proteinleri ile iliski icinde, septal PG
sentezi ile es zamanl olarak, hiicreyi bolmek ve iki yeni yavru hiicre olusturmak
tizere daralir (Lewis, 2004). Septal invajinasyon ilerlerken FtsZ, igeri biiyiiyen
septumun i¢ ucuna bagli kalmasina ragmen, kasilma isleminde dogrudan bir rol
oynayip oynamadigi bilinmemektedir (Shih ve Rothfield, 2006). FtsZ pasif olarak
sadece biiziilen septumu sentezleyen makine i¢in iskele gorevi mi goriir yoksa, aktin-
miyozin halkasina benzer sekilde, aktif olarak glic mii Uretir, sorusuna yanit
aranmustir. FtsZ’ye has bir kuvvet olabilir veya diger Fts proteinleri veya heniiz
bulunmamis bir takim motor proteinleri tarafindan FtsZ iizerine gili¢ uygulanabilir
(Margolin, 1998; Sun ve Margolin, 1998; van den Ent ve ark., 2001). FtsZ GTP’ye
bagli durumda iken diiz bir filament konformasyonunu, GDP’ye bagli durumda iken
blikiimlii bir konformasyonu tercih eder. Dahasi, GDP ayrilmasinin O6nlenmesi,
polimerlerin hidrolizden elde edilen enerjiyi kullanmasina ve halkanin biiziilmesi
sirasinda gii¢ iiretmesine izin verir (Lafontaine ve ark., 2007; Moller-Jensen ve
Lowe, 2005). Lan ve arkadaslar1 (2007), cubuk sekilli bakterilerdeki biiyiime ve Z-
halkas1 daralmasi islemlerini tanimlamak i¢in matematiksel bir model gelistirerek,
daralma hizi, hiicre sekli ve daralma kuvvetini tahmin etmek amaci ile, hiicre
duvarmm esnekligi ve biiylimesini modele dahil etmislerdir. Sonug olarak modele
gore 8 pN ile 80 pN arasindaki genis bir Z-halkas1 kuvveti aralifinda boliinme
gerceklesebilir, ancak Z-halkasindan gelecek az bir kuvvet (E. coli’de 8 pN kadar az)

boliinmeyi tamamlamaya yeterlidir ( Lan ve ark., 2007).

Z-halkasi, anti-FtsZ antikoru, GFP veya bir tlirevine bagli FtsZ kullanilarak,
immiinoelektron ve floresan mikroskobu ile goriintiilenmistir. Sun ve Margolin,
FtsZ-GFP igeren hiicrelerin ii¢ boyutlu goriintii rekonstriiksiyonlarini kullanarak ilk
kez FtsZ dinamiginin biitin hiicre dongiisi boyunca bireysel, biiyiiyen E. coli
hiicrelerinde dogrudan goriintiilenebilecegini gosterdiler (Sun ve Margolin, 1998).
Yeni FtsZ halkasinin olusmasi 1 dakika i¢inde olur ve heniiz hiicre ortas1 Z-halkalari
tamamen kapanmadan ve hiicre bir sonraki béliinme evresine gegmeden 6nce ileriki
boliinme noktasinda gergeklesir (Errington ve ark., 2003; Guerios-Filho ve Losick,
2002; Lewis, 2004; Margolin, 1998; Sun ve Margolin 1998). Bu sonuglar FtsZ’nin
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bir noktada ¢ekirdeklesip sonra bir yay olarak polimerize oldugunun goziiktiigii E.
coli’nin kiiresel bir mutanti {lizerine Addinall ve Lutkenhaus (1996), tarafindan
yapilan bir diger calismayr giiclii bir sekilde desteklemektedir (Addinall ve
Lutkenhaus, 1996).

Floresan teknikleri FtsZ’nin hiicrede polimerler olusturdugunu acikga
gostermistir fakat, FtsZ polimerleri hi¢bir zaman bakterilerin isaretlenen ince
kesitlerinde elektron mikroskobu ile gosterilememistir (Margolin, 1998). Stricker ve
arkadaslarinin (2002) ¢alismalari, hiicredeki FtsZ’lerin sadece %30 unun Z-halkasina
dahil oldugunu gostermistir. FtsZ’lerin geri kalani, muhtemelen serbest sitoplazmik
alt iiniteler veya kiiciik bilesikler olarak hiicre boyunca dagilmistir. Bu sonuglar,
herhangi bir zamanda, halka i¢ine girmeye hazir biiyiik bir FtsZ havuzu bulundugu
anlamina gelmektedir. Ayn1 zamanda, Z-halkasinin, ortalama alti ile yedi
protofilament kalinliginda oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu da Z-halkasinin ince kesit

elektron mikroskobunda neden hi¢bir zaman goriilemedigini agiklar (Stricker ve ark.,
2002).

Stricker ve arkadaslart (2002), FRAP yontemini kullanarak Z-halkasinin
oldukca dinamik bir yap1 oldugunu gostermislerdir. Deney kosullarina bagli olarak,
FtsZ molekiilleri, hiicre iginde baska yerdeki FtsZ molekiilleri ile yaklasik 30
saniyelik bir turnover ile degisirler. Daha yavas GTPaz aktivitesi olan bir mutantta
floresan geri eldesinin bariz sekilde azalmasi, FtsZ monomerlerinin degisiminin (ve

boylelikle filamentin dagilmasi) GTP hidrolizine dayandigimi gosterir (Stricker ve
ark., 2002).

FtsZ halkasi, C. crescentus’ta hiicre duvar1 uzamasmin ciddi bir bolimiini
yonlendirir ve bu da FtsZ halkasina hiicre boliinmesi ile iliskili olmayan yeni bir islev
ekler. FtsZ, temel lipid II PG hiicre duvari prekiirsoriinii tireten MurG proteinin
yerlesimini diizlemsel olarak diizenleyerek hiicre uzamasinda temel bir rol oynar,
¢linkii hiicre uzamasi sirasinda MurG FtsZ halkasi ile birlikte yerlesir (Aaron ve ark.,
2007; Pichoff ve Lutkenhaus, 2007). Hiicre uzamasinin, Kutuplar disinda yanal
duvarlar boyunca, varolan polimere yeni PG materyalinin daginik sarmal halde
girmesi ile meydana geldigi diisiiniilmekteyken, hiicre boliinmesi, bolinme alaninda

lokalize olmus PG sentezi ile ilerler (Aaron ve ark., 2007; de Pedro ve ark., 1997).
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Hiicre boliinmesi sirasinda septal PG bliylimesini yonlendirme rolii de Pedro ve
arkadaslar (1997) tarafindan E. coli i¢in gelistirilen D-sistein metodu ile oldukea iyi
belgelenmistir. Hiicre boliinmesinin baglangicinda potansiyel boliinme bolgelerinde
murein sentezinin FtsZ’ye bagimli bir aktivasyonu vardir (de Pedro ve ark., 1997,
Pichoff ve Lutkenhaus, 2007; Young, 2003).

Siyanobakteriyel hiicrelerin sitoplazmasinda FtsZ bulunmast FtsZ’ nin
siyanobakteride ikili bir gorevi olduguna isaret eder. Ciinkli FtsZ proteininin ayr1 bir
kismu vejetatif hiicrelerin sitoplazmasinda siirekli bulunur ve hiicre iskeleti rolii
goriir. Buna paralel olarak, Klint ve arkadaslarinin (2005) filamentéz siyanobakteri
Nostoc/Anabaena sp. ile yaptiklart calismada vejetatif hiicrelerden tamamen
farklilasmis heterosistlere gecis sirasinda sitoplazmik FtsZ degerleri oldukca
diismiistiir. FtsZ’nin, hiicre farklilagsma yetisi olan filamentdz siyanobakteri dahil
prokaryotlar arasinda korunmus bir gorevi oldugunu ve muhtemelen bir de hiicre

iskeleti bileseni olarak sitoplazmada gorev aldigini gosterdiler (Klint ve ark., 2005).

1.1.2.1.2. Z-halkasinin zar baglantisi

E. coli’nin Z-halkasinin birlesimi, halkay1 zara ¢apalamak ve biiyiik olasilikla,
halka birlesmesi ve kararliligin1 saglamak i¢in, FtsA ve ZipA’y1 gerektirir. ZipA ve
FtsA, FtsZ’nin C-terminal boélgesi ile etkileserek ayri ayri boliinme bdlgesine
getirilir. FtsA homologlar1 bir¢ok bakteriyel tiirde bulunurken, ZipA az sayida
bakteri ile smirlidir. Bu proteinlerden herhangi birisi, FtsZ’nin zar baglantisini
desteklemek veya Z-halkasi olusumu igin yeterlidir. Ilging bigimde, FtsA veya
ZipA’dan herhangi biri Z-halkasi olusumunu destekleyebildigi halde, sonrasinda
diger proteinlerin halkaya girmesi i¢in her ikisi de gereklidir. FtsZ, FtsA ve ZipA’nin
hepsi sitokinetik halkanin kalic1 bilesenleridir. Fakat, FtSA ve ZipA’nin olmadigi
durumlarda, Z-halkasinin olusumu gergeklesmez. FtsA’daki bir mutasyonun,
boliinme sirasinda ZipA’ya olan ihtiyaci telafi edebilmesi, Z-halkasi olusumu
ve/veya korunmasinda FtsA ve ZipA’nin ortiisen islevleri oldugu izlenimini verir
(Graumann, 2007; Lowe ve ark., 2004; Mpller-Jensen ve Lowe, 2005; Pichoff ve
Lutkenhaus, 2001; Shih ve Rothfield, 2006; Young, 2003).
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FtsA veya ZipA’nin, boliinme siirecinde, Z-halkas1 ¢apalanmasi ve septazom
birlesmesi disinda rollerinin olup olmadigi bilinmemekle beraber sitoplazmik
FtsA’nin, in vitro da polimerik filamentler olusturma yetenegi ve E. coli’de FtsA
filamentlerinin olusmasi, FtsA’nin sitokinetik halka veya septasyon olayinin
kendisinde de hiicre iskeleti benzeri bir rolii olabilecegi izlenimini verir (Shih ve
Rothfield, 2006).

Ayrica, E. coli’de artan veriler, zardaki fosfolipidlerin boliinmede yer almasi
ile uyumludur, ¢iinkii 6zgitil fosfolipidlerin E. coli i¢ zarinda heterojen dagilim
gostermesi ve kutuplar ile hiicre merkezindeki 6zgiil zar domainlerinin hiicre
boliinme proteinleri i¢in 6zgiil baglanma noktalar1 saglayabilmeleri ayrica énemlidir

(Lafontaine ve ark., 2006; Mileykovskaya ve Dowhan, 2005).

1.1.2.1.3. FtsZ spiral yapilar

Boliinme alaninda, Z-halkasmi olusturmasina ilaveten, FtsZ, hiicre iskelet
proteinleri MreB, Mbl, MreBH ve MinD tarafindan olusturulan sarmal yapilara
benzeyen, hiicrenin uzun ekseni g¢evresine sarilan gegici sarmal dizileri olusturur
(Nanninga, 1998; Shih ve Rothfield, 2006). FtsZ spiral yapilarinin, FtsZ halkasi
olusumunun ara iriinleri olabileceginin delili, sporlasan ve vejetatif B. subtilis
hiicrelerinde yapilan ¢alismalardan anlasilmistir (Meller-Jensen ve Lowe, 2005; Shih

ve Rothfield, 2006).

B. subtilis hiicreleri stres kosullarinda ya da kalabaliklastiginda vejetatif
biliylimeden ¢ikarak sporulasyon evresine geger ve bu siirecte farklilagan ana hiicre
icinde endosporlar olusur. Bu sporlar, kosullar vejetatif biiyiime i¢in tekrar uygun
olana kadar bakteriyel esey hiicre Onciillerini gilivenli bir sekilde saklama
kapasitesine sahiptirler (Margolin, 2002). Sporlagsmanin ayirict 6zelligi hiicre ortasi
yerine bir kutuba daha yakin bir septumun olusturulmasidir. Asimetrik bdliinme,
spora farklilasan kiigiik bir hiicre ve pargalanan biiyiik bir hiicre (anne hiicre olarak

adlandirilir) iiretir. Bu islem sirasinda, hiicre ortasi halkasinin kaybolmasini takiben,
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yeni Z-halkalar1 her iki kutupta da goriiliir. FtsZ-GFP fiizyonu kullanarak Ben-
Yehuda ve Losick (2002), hiicre ortasi Z-halkasinin hiicrenin uzun ekseni boyunca
bliyliyen FtsZ’nin spiral-benzeri bir filamenti tarafindan yer degistirdigini fark
etmislerdir (Ben-Yehuda ve Losick, 2002). FtsZ sonugta iki kutupsal halka olarak
yerlesir ve bunlarin her ikisi de divizom (béliinme aparati) birlesimini baslatir.
Septumlardan biri digerinden daha hizli olgunlasir ve bu septumun tamamlanmasi ile
bir genetik program baglatilir; bu da ikinci (daha yavas) kutupsal septumun
tamamlanmasint aktive eden proteinleri engelleyerek, ikinci Z- halkasinin
dagilmasin1 ayarlar. Her iki polar Z-halkas1 sitokinezi tetikleme potansiyeline
sahiptir, ancak septasyon-engelleyici ii¢ proteini i¢eren diizenleyici bir yol, yalnizca
bir Z-halkasmin septuma dondstiiriilmesini garantiye alir. Dikkat ¢ekici bir sekilde,
sporlanma geri besinler eklenerek tersine g¢evrildiginde polar halkalar spirallere ve
sonra yeniden hiicre ortasi halkalara dondstirilir (Errington ve ark., 2003;
Graumann, 2007; Margolin, 2002; Shih ve Rothfield, 2006) (Sekil 1.12.).

Sekil 1.12. B. subtilis hiicrelerinde sporulasyon sirasindaki morfolojik degisimlerin sematik gosterimi
(Graumann, 2004).

SpollE, sitoplazmik merkezi bolgesi FtsZ ile etkilesen 92 kDa luk ve B.
substilis’in i¢ zarinda yerlesmis bir proteindir (Lowe ve ark., 2004). SpollE’nin

yerlesiminin  hiicre boliinme proteini FtsZ’ye bagimli oldugu; immunofloresan
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mikroskop ¢alismalari ile, erken-sporlanan hiicrelerdeki bipolar yerlesim diizeninin,
hiicre boliinme proteini FtsZ’nin bipolar yerlesim sekli ile st liste g¢akistig
gosterilerek  belirlenmistir  (Levin  ve ark.,, 1997). Biiyiiyen hiicreler
kargilastirnildiginda  Z-halkasinin  hiicre ortasindaki veya bipolar konumdaki
yerlesimleri arasindaki gegiste ftsZ transkripsiyonunun artmasi (sporlasmaya 6zgii
sigma faktorii tarafindan uyarilan ilave bir promotoriin uyarilmasi sonucu) ve
kutupsal FtsZ halkalarini sabit kilan bir zar proteini olan SpollE’nin sporulasyona
Ozgii tretiminin spiral yapilarin olusumuna yol agtigr sonucuna varilmistir (Ben-

Yehuda ve Losick, 2002; Graumann, 2007).

FtsZ sarmal yapilar1 ayrica FtsZ’yi asir1 lireten veya tam iglevsel olmayan
ancak canli hiicrelerde Z- halkalarin1 veya diger FtsZ yapilari igin belirte¢ gorevi
goren bir protein olan, FtsZ-GFP’i iireten E. coli hiicrelerinde bulunur (Shih ve
Rothfield, 2006).

1.1.2.1.4. FtsZ polimerlesmesi ve depolimerlesmesi

Methanococcus jannaschii’den elde edilmis FtsZ’nin kristal yapisi
incelenmis, FtsZ’nin ii¢ boyutlu yapisinin a- ve B- tiibiilin ile benzerlik gosterdigi
anlasilmistir (Lowe, 1998; Lowe ve Amos, 1998) (Sekil 1.13.). Ayrica, FtsZ ve
tiibiilinin polimerlesme karakteristikleri arasinda da benzerlik vardir. Her iki
durumda da, proteinler GTP’ye bagimli bir tarzda, tek yonli olarak diiz
protofilamentlere polimerlesirler. FtsZ proteini, GTP’nin varligina bagh olarak farkli
tirlerde in vitro da, tek protofilamentler, levhalar, tiibiilin benzeri yapilar gibi
polimerler olusturur (Erickson ve ark., 1996; Errington ve ark., 2003; Lowe, 1998;
Lowe ve Amos, 1999; van den Ent ve ark., 2001).
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Tubulin

Sekil 1.13. Tiibiilin ve FtsZ dimerlerinin {i¢ boyutlu yapis1 (van den Ent ve ark., 2001).

Fakat, FtsZ’nin in vitro veya in vivo da mikrotiibiil benzeri yapilar
olusturduguna dair bir delil yoktur ve FtsZ filamentleri ve tiibiilin arasindaki
niikleotid degisiminin kinetikleri arasinda belirgin farkliliklar vardir. Tiibiilinin
polimerlesmesi sirasinda, B-tubulin’deki GTP hemen hidroliz olurken, a- ve B-
tubulin’de hidroliz daha yavastir. Aksine GTP, FtsZ filamentlerinde daha da hizh
hidroliz olur ve polimerlesme sirasinda, hidroliz her bir FtsZ monomerinin iginde
gergeklesir (Graumann, 2007; Shih ve Rothfield, 2006). GTP/GDP oranindaki
degisiklikler polimer dagilma hizin1 etkiler. FtsZ polimerlerinin birlesmesi veya
dagilmasinin Okaryotik hiicrelerdeki mikrotiibiiller i¢in oldugu {izere, yardimci
proteinler tarafindan degistirilip degistirilmedigi bilinmemektedir (Shih ve Rothfield,
2006).

1.1.2.1.5. Z-halkasi birlesmesi ve kararlhihiginin diizenlenmesi

Normal boliinme dongiisii sirasinda, Z-halkasinin birlesmesi, kararliligi ve
islevi, bir¢ok protein tarafindan kontrol edilir. E. coli’de Z-halkasi olusumunun
yerinin belirlenmesinde iki temel negatif diizenleyici vardir: niikleoid ve min sistemi.
Z-halkasinin olusumu, min sistemi proteinleri tarafindan daha sonra septumun
olusacagi bolge ile siirlanir; $oyle ki, MinC hiicre kutuplarma yakin FtsZ
polimerlesmesini engeller (Amos ve ark., 2004; Errington ve ark., 2003; Graumann,
2004; Lowe ve ark., 2004; Margolin, 2000; Norris ve ark., 2004). Niikleoid ise
bolinme islemi i¢in fiziksel bir engel teskil eder (Nanninga, 1998). Niikleoid
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okliizyon niikleoidler boyunca boliinmeyi engeller ve boliinmeyi, normalde ayrilan
niikleoidler arasindaki hiicre ortast bolgeye veya kutup bolgesine yonlendirir
(Errington ve ark., 2003; Lafontaine ve ark., 2007). Z-halkasi, hiicrenin ortasinda
olusmak yerine, ayrilmamis niikleoid kiitlesinin kenarlarinda da olusur. Hiicrenin
ortasindaki birincil bdlgenin bloke oldugu durumlarda bu bolge, FtsZ olusumu i¢in

uygun bolgedir (Sun ve Margolin, 2001).

Septum olusumunun, kromozom replikasyonu ve ayrilmasi tamamlandiktan
sonra ger¢eklesmesini saglamak i¢in Z-halkasi birlesimi ve kaliciligini diizenleyen
pozitif ve negatif etkileyici baska proteinler de vardir (Shih ve Rothfield, 2006). B.
subtilis Z-halkasinda ZipA yerine Z-halkasi birlesik protein A (ZapA), EzrA ve
SepF/YImA proteinleri yer alir. ZapA, yaklasik 10 kDa luk kii¢iik bir protein, EzrA
ise 62 kDa luk bir proteindir. Bu proteinlerin hepsi FtsZ’ye baglanir (Lowe ve ark.,
2004).

Gueiros-Filho ve Losick (2002), B. subtilis’te asir1 ekspresyon kiitiiphanesini
kullanarak, c¢ok yiiksek miktarlarda eksprese edildiginde MiInCD direnci ile
sonuglanan yeni bir gen izole ettiler. Bu genin {irlinii olan protein, Z-halkasi ile
birlesmis olmasi nedeni ile ZapA olarak adlandirildi. Arastirmacilar, ZapA’nin in
vivo da Z-halkasi ile birlikte yerlestigini, in vitro da ise FtsZ’ye baglanabildigini ve
daha yiiksek diizenli birlesimleri destekledigini gozledir (Guerios-Filho ve Losick,
2002). ZapA, normal laboratuvar kosullart altinda biiyiime ve sporlanma siiresince
septum olusumu icin temel degildir. Ayrica, ZapA’nin bulunmamasi tek basina
hiicre canlilifini bozmamistir ve béliinme i¢in de temel degildir ancak EzrA’nin
yoklugu ile birlikte hiicre bolinmesinde 6nemli bir engellemeye neden olmustur.
EzrA, B. subtilis zar proteinidir. EzrA’nin yoklugu ekstra Z-halkalarinin olusumuna
yol agar ve hiicresel konsantrasyonu diisiik oldugunda Z-halkasi olusumuna olanak
verebilir. Guerios-Filho ve Losick (2002), ZapA ile ZipA ve FtsA gibi Z halkasi-
etkilesimli proteinlerin, protofilamentlerin yanlamasina birlesme egilimini arttirarak
hiicrede FtsZ’nin kooperatif birlesimini destekleyebilecegini ileri siirmiislerdir

(Guerios-Filho ve Losick, 2002) (Sekil 1.14.).
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Sekil 1.14. Z-halkasi olusumunda ZapA’nin islevi i¢in bir model. Model, ZapA dimerlerinin (siyah Y-
sekilli) bitisik protofilamentlerde FtsZ monomerleri ile (gri kiireler) ¢apraz baglandigini ve dolayzist ile

yanal etkilesimleri kararli kildigin1 dnermektedir (Guerios-Filho ve Losick, 2002).

Z-halkasi olusumunun diizenlenmesi, ge¢ kalan kromozom ayrilmasi igin
veya DNA hasarindaki hasar kontol mekanizmasi olarak da kullanilir. SulA, 19 kDa
luk bir dimerdir ve iki FtsZ molekiiline her bir agik dimer kismindan baglanarak
kararli bir kompleks olusturur ve FtsZ’nin polimerlesmesini engeller (Sekil 1.15.).
DNA bozukluguna SOS cevabinin bir pargasi olarak, kromozomdaki hasar tamir
edilene kadar, Z-halkasi olusumu bloke edilerek istenmeyen hiicre boliinmesine ket
vurulmus olur (Amos ve ark., 2004; Bi ve Lutkenhaus, 1991; Graumann, 2007; Lowe
ve ark., 2004; Justice ve ark., 2000; Margolin, 2000; Mgller-Jensen ve Lowe, 2005;
Shih ve Rothfield, 2006). SulA homologlarinin, siyanobakteriler ve Arabidopsis
thaliana plastidlerinde hiicre boliinmesi i¢in gerekli olduklart rapor edilmistir ki bu
da normal biiyiime kosullar1 altinda SulA’nin hiicre boliinmesinde bir rolii oldugunu

ortaya koyar (Meller-Jensen ve Lowe, 2005).
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P.aeruginosa FtsZ:SulA
(10FV)

protofilament axis

SulA

FtsZ

GDP
Sekil 1.15. SulA tarafindan inhibe edilmis P. aeruginosa FtsZ’sinin kristal yapis1 (Lowe ve ark.,

2004).

1.1.2.2. BtubA/B

Diger bir grup bakteriyel tiibiilin homologlari, BtubA ve BtubB (bakteriyel
tiibiilin) proteinleridir. Neredeyse tiim bakteri tiirlerinde bulunan FtsZ‘nin aksine,
BtubA ve BtubB simdiye kadar sadece, Verrucomicrobia bdliimiinden
Prosthecobacter cinsinde bulunur. Prosthecobacter dejongeii’deki proteinler daha
ayrintili incelenmiglerdir ve genomlarinda ftsZ yoktur. BtubA ve BtubB, bu
organizmadaki yegane tiibiilin homologlaridir (Graumann, 2007; Shih ve Rothfield,
2006). BtubA monomeri ve BtubA/B heterodimerinin {ii¢ boyutlu yapilar
tibtilininkine benzerdir (Schlieper ve ark., 2005) (Sekil 1.10.).

1.1.2.2.1. BtubA/B polimerlesmesi

BtubA ve BtubB, GTP varliginda, ¢ift sarmalli protofilamentler ve kiiciik
halkalar halinde birlikte polimerlesirler (Graumann, 2007; Shih ve Rothfield, 2006).
Filament olusumu, her iki proteini de gerektirir ancak, BtubA yoklugunda, BtubB
kendi kendine yaklasik 35 nm genisliginde halkalar halinde polimerlesirken, BtubA
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tek basina polimerlesemez. BtubA/B protofilamentleri, bazen bir merkezi oyuk
cevresinde kendi kendilerine demetler halinde birlesir, mikrotiibiil benzeri yapilar
tiretirler. BtubA/B protofilamentinin sarmal doniigleri arasindaki uzakliklar, tiibiilin
ve FtsZ protofilamentlerininki ile aynidir (Schlieper ve ark., 2005). Polimerlesmenin
ve polimerlerin tiibiilar yapilar icinde kendi kendilerine birlesmesinin koopereatif
sekli, heterodimer alt iinitelerden olusan (af-tiibiilin) 6karyotik tiibiilinin mikrotiibiil
yapilarinin birlesmesini hatirlatir. BtubA/B polimerlesmesinin GTPaz aktivitesinde
artisla iliskili olmasi, hem tiibiilin hem de FtsZ’nin polimerlesmesinde gerceklesen
GTPaz aktivasyonu ile benzerlik gosterir. BtubA/B tiibiiler yapilari, okaryotik
mikrotiibiillerden daha kalindir (40 nm’ye 25 nm dis ¢ap) ve tek katman yerine iki
kat protofilamentten olusur (Shih ve Rothfield, 2006).

BtubA ve BtubB’nin tiibiilin’e yakindan benzemesi ve bilinen diger bakteri
genomlarinda bulunmamalart bu genlerin P. dejongeii’ye (ve muhtemelen diger
Verrucomicrobia) yatay gen transferi yolu ile ge¢ip FtsZ’ nin yerini aldig1 izlenimini
vermektedir. Her durumda, BtubA ve BtubB, hem yapt hem de katlanma
bakimindan, FtsZ ve tiibiilin arasinda ara bir adim1 temsil etmektedir ¢iinkii tiibiilinin
aksine, FtsZ gibi BtubA ve BtubB de katlanmak i¢in saperonlara ihtiya¢ duymaz
(Graumann, 2007).

1.1.2.3. Verrucomicrobia’da mikrotiibiil benzeri yapilar

Deniz  kirpiksiz ~ sillilerinin  (Euplotidium  tiirleri) ektosimbiyontlari
Verrucomicrobia olarak karakterize edilmislerdir. Bu boliim P. dejongeii’yi de igerir,
fakat P. dejongeii’den farklidirlar. Avcilara karsi koruma saglayan mikrotiibiil
benzeri yapilar bir¢ok tiirde gézlemlenmistir (Graumann, 2007). Kompleks yasam
dongiisiiniin bir evresinde, ektosimbiyont, bu disa piiskiirtme aygitin1 gelistirir. Bu
aygit, tiibiiler yapilar iceren bir sepet tarafindan ¢evrelenir. Bu tiibiiler yapilar, aygit
disar1 ¢iktiktan sonra hiicre iginde kalir. Okaryotik mikrotiibiillerin boyutlarina
benzer olarak, tiibiillerin dis ¢ap1 yaklasik 22 nm ve liimen ¢ap1 yaklasik 13 nm dir.
Tiibiiller, birgok monoklonal anti-tiibiilin antikorla reaksiyona girer ve tiibiilin

inhibitorii nocodazole varliginda dagilirlar. Bu tiibiiler yapilarin igerikleri heniiz
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belirlenmemistir ve organizmanin Btub homologlar1  igerip igermedigi

bilinmemektedir (Shih ve Rothfield, 2006).

1.1.3. Ara Filament Protein Homologlar:

Ara filament (IF) proteinleri, okaryotik hiicre iskelet proteinlerinin {igiincii
ana sinifin1 olusturur. Ara filamentlerin en 6nemli rolii, hiicreyi mekanik strese karsi
koruyarak hiicre seklinin ve biitiinliiglinlin korunmasina yardimci olan bir iskele
gorevi gormesidir. Bakterilerde IF-benzeri protein crescentinin tanimlanmasina

kadar, IF proteinlerinin hayvan hiicrelerine 6zgii olduklar: diisiiniilmekteydi.

1.1.3.1. Crescentin

Ausmees ve arkadaslar1 (2003), ara filamentleri i¢eren tgilincii ailenin de
bakteride bir kokene sahip olduguna ve biikiilmiis hiicrelerin iiretiminden sorumlu
olduguna dair bulgular saglamiglardir (Ausmees ve ark., 2003). Crescentin, 430
rezidiilik bir proteindir. Crescentin prokaryotik hiicrelerde, simdiye kadar
tanimlanan tek hiicre iskeletsel IF homologudur. Virgil sekilli organizma C.
crescentus ‘un seklinden sorumludur (Ausmees, 2006; Graumann, 2004; Lewis, 2004;
Pichoff ve Lutkenhaus, 2007). Bu, hiicre seklini etkileyen bir C. crescentus
transpozon insersiyon mutanti igin yapilan bir taramada belirlenmistir. Crescentin
yapisal geni (creS) nin kaybolmasi, hiicre seklinde virgiilden gomaga bir degisime
neden olur (Ausmees ve ark., 2003; Lewis, 2004; Margolin, 2004; Meller-Jensen ve
Lowe, 2005) (Sekil 1.16.).

Crescentinin bir IF protein homologu olarak onerilmesi temelde tahmini
protein domain organizasyonuna dayanir. Yiiksek seviyede sarmalli sarmallar1 nedeni
ile, IF’ler oldukg¢a uzun yapilara sahiptirler. Birgok farkli dizi sarmal olusturabildigi
icin, IF proteinleri arasindaki dizi korunmasi disiiktiir (Ausmees, 2006; Graumann,
2007). Crescentinin dizisi, sitokeratin 19’unki ile %25 ayni, %40 benzer; niikleer
lamin A ile de %24 ayni, %40 benzer bulunmustur. Fakat ayn1 zamanda, genis
sarmalli sarmal yapilar igeren ancak IF olmayan proteinlerle de dizi benzerligi

oldugunu belirtmek gerekir (Ausmees ve ark., 2003).
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Crescentin’in hiicre i¢inde bir hiicre iskelet yapist olusturdugunun delili,
crescentinin, C. crescentus hiicresinin i¢biikey yan1 boyunca filament halinde bir yap1
olusturdugunu gosteren immiinofloresan c¢alismalaridir (Ausmees ve ark., 2003;
Ausmees, 2006; Graumann, 2007; Margolin, 2004). Bu, canli hiicrelerde crescentin
olmadiginda hiicrenin kivrik seklinin kaybolarak uzun c¢ubuklar halini almasi ile
dogrulanmigtir. Bu sonuglar, hiicrenin i¢ biikkiimii boyunca uzanan filament halindeki
yapilarin, hiicrenin virgiil seklini olusturan ve koruyan crescentin temelli bir hiicre

iskelet elemani1 oldugu izlenimini verir (Ausmees ve ark., 2003).

flging bigimde, crescentin ve MreB hiicre iskelet yapilarinin her ikisi de
virgiil sekilli hiicre seklinin tiretilmesi i¢in gereklidir. MreB olmadiginda, crescentin
olmasina ragmen, C. crencentus hiicreleri kiire seklini alirken, MreB varligi devam
ederken crescentinin kayb1, virgiilden ¢omak sekle gecise yol acar (Ausmees ve ark.,
2003). MreB, ¢omak sekle neden olan uzunlamasina hiicre bitylime modu i¢in gerekli
iken, crescentin ¢omak sekilli hiicreye bir biikiim eklemek i¢in dnemlidir. Biikiimlii
sekil crescentin polimerik yapisina has degildir, ¢iinkii crescentin, in vitro da
dogrusal filamentler olarak polimerlesir. C. crescentus’un izole edilen murein
sakkulusunun genel biikiimlii sekli almasi, sert crescentin iskelet yapisinin, sekil
belirlemede mekanik bir rol oynadig1 goriisiine kars1 ¢ikar. Bu nedenle molekiiliin,
murein biyosentezi makinesinin hiicresel organizasyonunu etkileyerek, virgiil seklin
olusturulmasina dolayli olarak katildigi disiiniilmiistiir. MreB, normalde, murein
biyosentetik bilesenlerin, uzunlamasma sarmal diizenlemedeki organizasyonu ig¢in
gereklidir. Crescentin, sadece MreB igeren hiicrelerde hiicre seklini degistirdigi igin,
MreB, hiicre iskeletinin aksi halde uzunlamasina sarmal olacak organizasyonuna bir
biikiim katarak ve bdylelikle, ikincil olarak murein biyosentetik makinenin hiicresel
dagilimmi degistirerek etki edebilir (Shih ve Rothfield, 2006). C. crescentus, seklini,
hiicrenin igbiikey kisminda digbiikey kismindan daha az hiicre duvarnt agi
sentezleyerek kazanmis olmalidir. Bu durumda, crescentin’in MreB hiicre iskeleti ile
ve hiicre duvari sentezini yoneten diger faktorlerle etkilesmesi muhtemeldir ve hatta,
hiicre duvari biyosentezinde gorev alan genleri ve proteinleri kontrol ettikleri

diisiiniilmektedir (Ausmees, 2006; Margolin, 2004) (Sekil 1.16.).
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Crescentin, in vitro da, okaryotik IF proteinlerine benzer sekilde kofaktor
veya enerjiye ihtiya¢c duymaksizin 10 nm kalimliginda filamentler ve levhalar halinde
birlesir (Ausmees ve ark., 2003; Ausmees, 2006; Graumann, 2004; Lutkenhaus,
2003; Margolin, 2004; Mgller-Jensen ve Lowe, 2005). Bu yonden bakteriyel veya
Okaryotik tliblilin ve aktin homologlarindan farklilik gosterir. Crescentin
filamentlerinin yanal baglarla daha kalin filamentler olusturma egilimleri vardir ve in
vitro da genis aglar olusturabilirler. Ayrica crescentinler yiiksek pH’da bir araya
gelemez (Ausmees, 2006). Crescentin filamentleri, Okaryotik IF’lerle, hizl
birlesmeleri ve viskoelastik 6zelllikleri bakimindan benzesirler, bu, crescentin aginin

katiya benzer oldugunu ve mekanik gerilmeye dayanikli oldugunu gdésterir (Shih ve
Rothfield, 2006).

E. coli C. crescentus C.cr lacking
\U
No obvious asymmelry  North-south asymmetry North-south asymmetry

East-west asymmetry

Sekil 1.16. Crescentin faaliyetinin bir modeli. Ozgiil bolgelerde (sar1), Crescentin filamentinin
(kirmuzi1) hiicre duvari sentezini inhibe etmek tizere aktin benzeri MreB sarmali ile (yesil) etkilestigi
ve bliylime sirasinda sol-sag asimetrisine yol agtig1 ileri stiriilmektedir. E. coli ve crescentin’siz C.
crescentus mutantlari gibi crescentine sahip olmayan hiicreler, MreB etkisi ile diiz silindir
seklindedirler. Crescentin olmadiginda bile C. crescentus, bir kutupta flagellum (iist) ve diger kutupta

sap (alt) ile bir eksenli hiicresel asimetri gosterir (Margolin, 2004).
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1.1.4. MinD/ParA siifi Bakteriyel Hiicre iskelet Proteinleri

Okaryotik hiicre iskelet proteinlerine ilaveten, bakteriyel hiicreler, dkaryotik
hiicre iskelet elemanlari ile higbir benzerligi olmayan baska bir grup hiicre iskelet
proteinine sahiptirler (Carballido-Lopez, 2006; Graumann, 2007; Lewis, 2004).
Bunlar, genis MinD/ParA iist ailesine aittirler. Anormal Walker A-tipi ATPaz
motiflerin varlig1 ile karakterize edilen bu proteinler hiicre i¢inde organize filament
halinde sekiller olarak bulunmalar1 ve incelendigi durumlarda, in vitro da uzun
polimerik filamentler halinde kendi kendilerine birlesebilmeleri temelinde hiicre
iskelet proteini olarak smiflandirilirlar. Walker A-tipi ATPazlarin, hiicre iskelet
elemani olarak kullanilmasi bakteriyel hiicrelere hasmis gibi goriinmektedir (Shih ve

Rothfield, 2006).

MinD/ParA proteinleri iki alt gruba ayrilabilir. MinD alt grubunun proteinleri
bakteriyel ve plastid boliinme alanlarinin yerlesiminde yer alirken, ParA grubunun
proteinleri Oncelikle DNA ayrilmasinda gorev alirlar (Lewis, 2004; Shih ve

Rothfield, 2006).

1.1.4.1. MinD sinifi proteinler

1.1.4.1.1. MinCDE sistemi

MinD, E. coli’de septal yerlesimin yerini belirlemede, minB operonunun diger
gen triinleri MinC ve MInE ile birlikte, anahtar rol oynayan bir hiicre iskelet
proteinidir. Bu operonun ortadan kaldirilmasi kutuplarda septum olusumuna sebep
olur, boliinme hiicre ortas1 yerine hiicre kutbuna bitisik gerceklesir. Bu kutupsal
septasyon durumunda niikleoidsiz mini-hiicreler olusur (Errington ve ark., 2003; Fu
ve ark., 2000; Margolin, 2000; Nanninga, 1998; Pichoff ve Lutkenhaus, 2001; Sun
ve Margolin, 2001). Boylece Min proteinleri, septasyonu, istenen hiicre ortasi alana
kisitlar ve bunu hiicrenin kenarlarina yakin alanlarda boliinme makinesinin
birlesimini engelleyerek yapar. Min proteinleri, diger prokaryotik tiirlerde de
boliinme alanmin yerlesimini, bitki ve fotosentetik bakterilerin plastidlerinin organel

boliinme alanlarinin yerlesimini diizenler. MinD ve MinE homologlari, yesil alg
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Chlorella kloroplast genomunda ve Arabidopsis’in niikleer genomunda da

bulunmustur (Miyagishima ve ark., 2003).

MinE homologu bulunmayan B. subtilis’te, polar alanlarin olusumu, MinE
ile benzer olmayan ve bagka bir lokalizasyon mekanizmasi kullanan DivIVA proteini
tarafindan diizenlenir. Ote yandan C. crescentus gibi bazi bakterilerin Min proteinleri
bulunmaz ve bu bakterilerde bdliinme alaninin nasil belirlendigi bilinmemektedir
(Graumann, 2007; Margolin, 2003; Mileykovskaya ve Dowhan, 2005; Mgller-Jensen
ve Lowe, 2005; Norris ve ark., 2004; Shih ve Rothfield, 2006).

1.1.4.1.2. MinD hiicre iskeleti

Yiksek ¢oziiniirliiklii floresan mikroskobu sayesinde MinC ve Min E ile
birlikte MinD molekiillerinin sitoplazmik zarin hemen i¢inde, E. coli hiicresinin
cevresine sarilan sarmal yapilar halinde organize oldugu goriintiilenmistir. MinD
sarmal yapilart MreB hiicre iskeletini olusturan sarmal yapilara benzese de MreB ve
MinD sarmal dizileri bagimsiz yapilardir. MinD’nin, Min hiicre iskelet sisteminin
temel elemani oldugu sonucuna uygun olarak, MinE ve MinC bu yapilarda ancak
MinD varliginda bulunurlar (Shih ve Rothfield, 2006).

MinC ve MinD birlikte Z-halkasinin toplanmasini negatif olarak diizenlerler
(Mgller-Jensen ve Lowe, 2005; Margolin, 2000; Norris ve ark., 2004). MinE ise
MinC ve MinD’nin aktivitesini negatif olarak diizenler (Margolin, 2000).

Justice ve arkadaslar1 (2000), MinCD’nin, Z-halkasmnin birlesmesinden sonra
harekete gectigini ve FtsA’nmin FtsZ’ye katilmasini engelledigini 6ne siirseler de
Pichoff ve Lutkenhaus (2001), MinC’nin asil hedefinin FtsZ oldugunu ve
MinCD’nin, Z-halkas1 olusumunu bloke ederek boliinmeyi 6nledigini gostermislerdir
(Justice ve ark., 2000; Pichoff ve Lutkenhaus, 2001). MinC, FtsZ polimerlerinin in
Vivo Vve in vitro da parcalanmasini destekler (Errington ve ark., 2003; Margolin,
2003; Lutkenhaus, 2002). MinC hiicre kutuplarma MinD tarafindan ¢ekilir

(Graumann, 2004). MinC’nin N-terminal domaini FtsZ ile etkilesimi, C-terminal
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domaini ise dimerizasyonu ve ayni1 zamanda MinD ile etkilesimi saglar (Errington ve

ark., 2003) (Sekil 1.17.).

Sekil 1.17. Hiicre kutuplarinda béliinmenin engellenmesi. MinCD inhibitorii hiicre kutuplarinda
sitoplazmik zara baglanir ve FtsZ polimerizasyonunu engeller. MinC’nin C-terminal domain’i (Cc¢)
MinC dimerizasyonunu saglar ve zara baglanan MinD (D) ile etkilesir. MinC’nin N-terminal domain’i
(Cn) FtsZ (Z) ile etkilesir ve FtsZ polimerizasyonunu veya diger boliinme proteinlerinin FtsZ halkasi

ile etkilesimini engeller (Errington ve ark., 2003).

MinE, MinCD bdéliinme inhibitoriine topolojik 6zgiillik uygulayarak etki
eder, hiicre ortas1 bolgede hiicre uzunlugu boyunca diger istenmeyen bolgelerde
boliinmeyi engellemesine izin verirken hiicre ortasi bolgede inhibitoriin etki etmesini
engeller (Errington ve ark., 2003; Fu ve ark., 2000). MinE esas olarak MinCD
salintminda rol alir ve FtsZ halkasi olusumunda dogrudan yer almaz. MinE, MinD’yi
bir hiicre yarisindan digerine takip eder (Buddelmeijer ve Beckwith, 2002). MinE, in
vitro da, MinD filamentlerini dagitir, ¢linkii MinD’nin ATPaz aktivitesini uyarir
(Graumann, 2007; Norris ve ark., 2004). MinE yalnizca MinD zara bagli oldugunda
ATP hidrolizini uayarir. Bu uyarim, fosfolipid keseciklerini gerektirir ve bu da Min
proteinlerinin fosfolipidlerle dogrudan ve karsilikli etkilestigine isaret etmektedir
(Lutkenhaus, 2002).

GFP flizyonlarinin kullanimi ii¢ Min bileseninin (C, D ve E) hiicrenin iki
yarist arasinda hizli salinimlarmi gostermistir, MinC ve MinD’nin her ikisi de bir
kompleks halinde bir kutuptan digerine salinir (Buddelmeijer ve Beckwith, 2002; Fu
ve ark., 2000; Grauman, 2004; Margolin, 2000; Lutkenhaus, 2002; Pichoff ve
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Lutkenhaus, 2001). B. subtilis hiicrelerinde Min salimimi goriilmez. B. subtilis 'te
MinD hiicre i¢ine salinmak yerine hiicrenin uclarinda kararli kepler olusturur (Lewis,

2004; Norris ve ark., 2004).

Baz1 MinE’lerin MinCD polar bolgesi boyunca yayilmis olmasina ragmen
MinE’nin ¢ogu MinCD polar bolgesinin ucunda bir halka olarak belirir (Fu ve ark.,
2000; Graumann, 2007; Lutkenhaus, 2002). MInE-GFP goriintiilemelerinde bu halka
FtsZ’den bagimsiz olarak hiicre ortasina yakin halka benzeri bir yap1 halinde lokalize
olur. Buna karsin Z-halkasi tamamen merkezdedir (Margolin, 2000; Sun ve
Margolin, 2001). Fu ve arkadaslar1 (2000), MinE halkasinin hiicre ortasina yakin bir
konumda sabitlenmedigini ancak ilk olarak bir hiicre kutbuna ve sonra zit kutuba
olan hareketin tekrarlayan dinamik bir yap1 oldugunu bildirmislerdir. Bu dongii her
bir boliinme dongiisiiniin i¢inde bir¢ok kez tekrarlanir. E-halkasinin MinCD béliinme
inhibitoriiniin faaliyetini engellemek i¢in hiicre ortasinda bolgesel olarak hareket
ettigi varsayilmaktadir (Fu ve ark., 2000). E-halkasinin iki rol oynadigna inanilir.
Bunlardan birisi, MinD alt {initelerinin daha fazla eklenmesini engellemek igin bir
kapak gorevi gorerek polar alanin hiicre ortasini gegmesini engellemesi digeri ise
MinD-ATP polimerlerinin 6nde giden ucunda, MinD ATPaz aktivitesini aktif hale
getirmesidir (Shih ve Rothfield, 2006).

1.1.4.1.3. MinD yapis1 ve polimerlesmesi

Ug termofilik organizmada; Archaeoglobus fulgidus 'da MinD-1, Pyrococcus
furiosus’da MinD ve Pyrococcus horikoshii’de MinD-2 olmak iizere MinD’nin
kristal yapisi belirlenmistir (Sekil 1.18.). Bu {i¢ protein primer dizi ve ii¢ boyutlu yap1
bakimindan benzerdir. Termofilik organizmalar MinC ve MinE esleniklerini

igermezler (Shih ve Rothfield, 2006).

MinD, 30 kDa Iuk bir proteindir (Lowe ve ark., 2004). ATP ile inkiibe
edildiginde, in vitro da, kisa ¢ift zincirli filamentler halinde polimerlesir (Amos ve
ark., 2004; Graumann, 2007). Fosfolipid keseciklerin eklenmesi MinD filamentlerin

olusumunu arttirir. MinD filamentleri boyuna uzar ve kendi kendilerine demetler
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halinde birlesirler. Bu da MinD’nin hiicre zar1 boyunca kendi kendine birlestigi
goriisiinii  destekler (Graumann, 2007). MinE, MinD’nin ATPaz aktivitesini
etkinlestirerek MinD filamentlerinin dagilmasina yol acar (Mileykovskaya ve
Dowhan, 2005). MinD ATPaz aktivitesinin Min E tarafindan harekete gegirilmesi
icin fosfolipid keseciklerinin varlig1 gerekmektedir (Errington ve ark., 2003).

MinD

Sekil 1.18. Archaeoglobus fulgidus MinD proteini (Shih ve Rothfield, 2006).

1.1.4.1.4. MinD’nin zara hedeflenmesi ve MinD-cift tabaka etkilesimleri

MinD’nin zar baglantisi, farkl tiirlerde 8 ila 12 amino asit arasinda degisen
C-terminal zar hedeflenme dizisi (MTS) tarafindan yonlendirilir. Birgok tiirdeki
MinD proteinleri benzer bir MTS igerir ve benzer MTS E. coli hiicre boliinmesi
proteini FtsA’nmin zar baglantistmi da yonlendirir (Shih ve Rothfield, 2006).
Mileykovskaya ve Dowhan (2005), MinD’nin oldukg¢a korunan C-terminal motifinin
proteinin zara yerlesmesi i¢in zorunlu oldugu yoniinde deliller saglayan ilk raporu

sunmuslardir (Mileykovskaya ve Dowhan, 2005).

MinD, dogrudan zara baglanan bakteriyel hiicre iskelet elemanlarinin
aragtirilan ilk Ornegidir. MinD, ATP veya hidroliz edilemeyen ATP varliginda
fosfolipid keseciklere baglanir, fakat ATP olmadan baglanmaz. Ayrica MinD’nin
ATP varliginda dimerlesebildigi ve MinD’nin ATP uyarimli dimerlesmesinin
molekiiliin zara baglanmasinda rol oynayabilecegi One siiriilmiistiir (Amos ve ark.,

2004, Shih ve Rothfield, 2006).
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Carpici sekilde, MinD’nin fosfolipid kesecikleri ile ATP’ye bagh etkilesimi,
hem MinD polimerlesmesine hem de, kesecik yilizeyinden uzanan, 50 ila 100 nm
¢apinda uzun lipid tiiplerin olusumu ile, kesecik deformasyonuna yol agar. MinE’nin
eklenmesi, MinD’nin ATPaz aktivitesini uyararak muhtemelen MinD polimer
dagilmasi nedeni ile tiibiillesme reaksiyonunu geri ¢evirir (Errington ve ark., 2003;

Shih ve Rothfield, 2006).

1.1.4.1.5. MinD hiicre iskeletinin dinamik yeniden diizenlenmesi

Min proteinlerinin kutuptan kutuba salinimi béliinme alani se¢imi igin esastir.
Salinimlar MinC, MinD ve MinE molekiillerinin, hiicrenin bir ucundaki polar
sarmallardan diger ucundaki polar sarmallara tekrar dagilimini1 da igermek iizere ve
hiicre iskeletinin sirali bir dizi tekrar diizenlenmesi sonucunda gergeklesir (Amos ve

ark., 2004).

Zara bagli MinD-ATP, hiicre kutbundan hiicre ortasina uzanan sarmal
diizende polimerlesir. Polar alanin birlesmesi sirasinda, MinD, MinC ve MinE’yi
toplayarak sarmal MinD polar alanint MinCDE alanima ¢evirir. MinD polimerinin
biiyiiyen ucglar1 hiicre ortasina yaklasinca, MinD-ATP’nin eklenmesi yavaslar ve
MinE, E-halkasini1 yapmak iizere sarmal protofilamentlerin uzayan uglarinda birlesir.
Daha sonra MinE, MinD’nin ATPaz aktivitesini aktif hale getirir. MinD ATPazin
aktivasyonu, MinD-ATP’nin MinD-ADP’ye doniismesine neden olur ve MinD
polimerin ucundan serbest birakilir. Bu, sarilmis MinDCE polar yapisinin, E-halkasi
ile birlikte kaybolana kadar, giderek kiigiilmesine neden olur. Birakilan MinD-ADP,
MinD-ATP’ye ¢evrilir ve birlesme dagilma siklusunu tekrar etmek lizere diger
kutuba ilerler, boylelikle salinim siklusuna devam edilir (Shih ve Rothfield, 2006)
(Sekil 1.19.).
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Sekil 1.19. Min proteinlerinin salinimini 6zetleyen sema. MinD-ATP (mavi) polar alanin iizerinde
zarla birlesir. Bir MinE halkast (kirmizi) polar alanin ucunda birlesir ve MinD ATPaz aktivitesini
uyarir. Bunun sonucu olarak MinD-ADP (agik mavi) serbest kalir. MinD-ATP zara baglanir ve zit
kutupta birlesmeye baslar. MinE halkas1 kutuba ulastiginda serbest birakilir ve polar kusagin ucunda
yeniden birlesir. (Lutkenhaus, 2002).

1.1.4.2. ParA simfi proteinler

1.1.4.2.1. Plazmid ayrilmasinda ParA/B proteinleri

Bilinen biitlin tip I ayirma sistemleri cis-etkili sentromerik DNA alan1 (ParC
ve ParS olarak da adlandirilir) ve iki adet plazmidin kodladig: proteinleri igerir. Tlk
protein bir Walker tipi ATPazdir ve ParA, SopA, veya Par F seklinde adlandirilir.
ParA proteinleri, yavru plazmidleri hiicrenin karsit yarilarina ayirmaktan
sorumludur. ParA proteinleri, MinD proteini ile dizi benzerligi gosterir. ParA
proteinlerinde MinD’yi sitoplazmik zara c¢apalayan, C-terminal MTS’si yoktur ve
ParA proteinlerinin zara bagh olduklarma dair bir veri de yoktur. ParA

proteinlerinde, MinD proteininin karakteristigi olan, MinD kutusu da bulunmaz.
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Ikinci protein ParB, SopB veya ParG olarak adlandirilan bir sentromer
baglanma proteinidir. ParB, plazmid ve ParA proteini arasinda bir baglanti kurulmasi
icin gereklidir. Tip II ayirma sisteminde oldugu gibi, ParB’nin plazmid ayrilmasini
kolaylastirmak icin plazmidlerin eslenmesinden de sorumlu oldugu 6ne siiriilmiistiir,
fakat diger modeller plazmid eslesmesine ihtiya¢ duymazlar. Hem ParA hem de ParB

proteinleri par operonunun transkripsiyonel oto regiilasyonunda rol oynayabilirler
(Shih ve Rothfield, 2006).

1.1.4.2.2. ParA hiicre iskelet yapilari

Sadece birkag sistem detayli incelenmis olsa da, MinD ve plazmid ayirma
proteini ParA’nin, E. coli hiicreleri i¢cinde dinamik, hiicre iskeleti benzeri yapilar
olusturma yetenegi bulunduguna dair artan deliller mevcuttur. In vivo ortamda hiicre
iskelet benzeri yapilar olusturduklar1 gosterilen ParA proteinleri ParAFEPY e
ParAPE1Pa" j1e 5rneklenebilir. Genel goriiniisleri MinD sarmal dizilerine benzeyen
uzun sarmal diizenlerde bulunurlar. Sarilmis yapilar farkli plazmidlerde dagilimda

degisiklikler gosterirler. Ornegin, ParAFSoPA

sarmal yapilari, iki kutup arasinda
uzamr gibi goriiniirken, ParAPPY "™ sarmal dizileri niikleoidin iizerinde lokalize
olur. ParATC ve PparAPBYIPAA) sarmal  diizenleri ParB anlatimi olmayan

hiicrelerde olur ve ParBT°PB)

varligina baglidir (Shih ve Rothfield, 2006).

nin sarmal yapilarda bulunmasi ParA proteinin

1.1.4.2.3. ParA polimerlesmesi

ParA polimerlesme sistemi, birgok yonden MinD sistemine benzer. ParB,
MinE gibi yardimci protein olarak gorev yapar. In vitro da, ParA ATP’ye bagiml
filamentler ve filamentlerin birbiri {izerinde sarmalandigi filament demetleri
olustururlar. Oncelikle, MinD polimerlesmesi ve ParA polimerlesmesi ATP
tarafindan uyarilir. MinD ve ParA polimerlesme sistemlerinde, ATP’nin, hidroliz
olmayan analogu ile degistirilebilmesi ATP hidrolizinden ¢ok baglanmasinin

polimerlesme igin gerekli oldugu anlamina gelir (Graumann, 2007; Shih ve
Rothfield, 2006).
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1.1.4.2.4. ParA salinim

MinD ve ParA proteinlerinin davraniglarinda benzer olan, bazi ParA
proteinlerinin de, hiicre ig¢inde iki pozisyon arasinda salinim hareketi gostermesidir.
Hiicre ceyrekleri arasinda ve niikleoid bdlgelerinde salinimlart gdzlemlenmistir.
Salimim periyotlar1 yaklasik 20 dakikadir ve rapor edilen MinD salinim hizlarindan
belirgin sekilde yavastir. Fakat, MinD’nin salinim hizi MinD/MinE oranindan
belirgin sekilde etkilenir. ParA/ParB oranmin ParA salinim hizini etkileme olasiligi
heniiz sistematik olarak incelenmemistir. ilging bigimde, ParB olmadiginda, ParA
sarmal yapilar olusturabilmekte, ancak salinimlar hem ParB hem de parC DNA’sin1
gerektirmektedir. Bu, ayni sekilde bir yardimci protein, MinE, gerektiren MinD
salimimini hatirlatir (Shih ve Rothfield, 2006).

1.1.4.3. SOj

B. subtilis’in Soj proteini MinD/ParA ailesinin bir elemanidir ve Spo0J
proteini ile birlikte bir¢cok gorevi gegeklestirir. Spo0J, B. subtilis kromozom
replikasyon orijini yakinindaki sentromer benzeri DNA dizilerini (parS) tanir, bu
nedenle, plazmid tarafindan kodlanan, plazmid sentromerik lokuslarini taniyan ParB
proteinine benzer. parS dizisi diisiik kopyali plazmidlere eklendiginde, Spo0J ve Soj,
yavru hiicrelere dogru plazmid dagilimi saglayan plazmid ayirma sistemi olarak islev
gosterirler. Bu sistemde Soj, ParA proteini olarak, Spo0J ise ParB esdegeri olarak

gorev alir.

Soj degil, Spo0J, normal niikleoid ayrilmasi ve kromozomal oriC bélgelerinin
sporlasma sirasinda, erken sporlara yonlenmis ayrilmasi i¢in gereklidir (Shih ve
Rothfield, 2006). Spo0J’nin, immiinofloresan mikroskobu ve GFP flizyonu ile, B.
subtilis’in vejetatif ve sporlasan hiicrelerinde hiicre kutuplarinda bir noktada lokalize
oldugu ve oriC ile uyum iginde, mitoz benzeri bir sekilde kutuplara dogru hareket
ettigi gosterildi (Margolin, 1998). Soj ve Spo0J, sporlasmanin erken evrelerinde
bircok genin anlatimmni diizenler. Soj transkripsiyonel baskilayici olarak gorev

yaparken Spo0J onun etkisini ortadan kaldirir (Shih ve Rothfield, 2006).
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Soj, MinD ile 6nemli yapisal benzerliklere sahiptir ve {ic boyutlu yapisi
bilinen bir diger ParA homologudur (Sekil 1.20.). Soj ve MinD, ATP varliginda
dimerlesmeleri bakimindan benzerdirler. Soj, bir¢ok hiicre iskelet proteini ile, in vitro
da uzun filamentler halinde kendi kendine birlesmesi bakimidan benzerdir. Burada
Soj, ATP ve 6zgiil olmayan DNA’ya ihtiya¢ duyar. Soj salinimi1 MinD ve ParA’dan
belirgin sekilde farklilik gosterse de, yasayan hiicrelerde tekrarlayan degisiklikler
gecirmesi bakimmdan MinD/ParA ailesinin diger bireyleri ile benzesir (Shih ve
Rothfield, 2006).

MinD
Sekil 1.20. MinD ve Soj proteinleri: Archaeoglobus fulgidus MinD proteini, Thermus thermophilus
Soj proteini (Shih ve Rothfield, 2006).

1.1.4.4. Bakteriyel Dinamin

Dinaminler, endositozda, kesecik trafiginde, mitokondriyal boliinmede ve
Okaryotik hiicrelerin morfolojisinde islevsel olan, cok domainli GTPaz ailesidir. In
vitro da dinaminler, GTP baglanmas: ile biiziilen oligomerik halkalar ve sarmal
yapilar olustururlar. Lipid keseciklerinde birlesen dinamin spirallerinin GTP hidrolizi
ile uzamasi, dinaminlerin kesecikleri yay benzeri bir tarzda kopardigi izlenimini

Verir.

Yakin zamanda, siyanobakteriyal dinamin benzeri proteinin yapisi ¢oziildi,
ve GTPaz domain yapisinin garpict korunumu ortaya ¢ikarildi. Nostoc punctiforme
bakteriyel dinamin benzeri proteini (BDLP); GMP-PNP (GTP’nin hidroliz edilmeyen
bir formu) ve keseciklerin varliginda uzun tiibiiller olusturan diisiik afiniteli bir
GTPaz’dir ve kesecikleri, yaklasik 45 nm c¢apinda ve filamentler aras1 adim tekrar1 6

nm olan kompakt sarmal bir kaplama ile tiibiiler hale getirir. Hidrofilik kisimlar ile
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lipidler, tiibiillerin i¢ kismina baglanabilir. N. punctiforme BDLP, filament halindeki
siyanobakterinin hiicre zarina noktali bir diizende lokalize olur. B. subtilis BDLP
ortologu da, benzer bir sekilde lokalize olur. Bu da, BDLP’lerin, birgok tiirde zarda
rol oynadigini gosterir, esasen dinamin benzeri proteinleri kodlayan genler diger

birgok bakteriyel genomda da bulunur (Grauman, 2007).

1.1.5. Diger Filament Halindeki Hiicre I¢i Yapilar

1.1.5.1. Spiroplasma melliferum fibril yapilar:

Spiroplasma melliferum, Mollicutes sinifina dahildir. Bu smif hiicre duvari
icermeyen bir smif olmasina ragmen filogenetik olarak bakterilerin Gram-pozitif
filumuna dahildir (Graumann, 2007). Kiirner ve arkadaslart 2005 yilinda,
Spiroplasma melliferum hiicrelerinin {i¢ boyutlu yapilarmi  yaklasik 4 nm
¢oziiniirlikte, dogal hallerine yakin sekilde incelemek i¢in kriyo-elektron tomografisi
kullanmiglardir (Kiirner ve ark., 2005). Hiicrenin kisa ekseni boyunca, zarin altinda,
iki tir filament halinde levhalar uzanmaktadir. Filamentler, spiral sekilli
organizmanin boyunca uzanan ii¢ paralel serit halinde diizenlenmislerdir. Yaklagik 4
nm aralikli dokuz ince filamentten olusan merkezi bir levha ve her iki yanda da
yaklastk 11 nm aralikli bes kaln filamentten olusan levhalar bulunur. I¢
filamentlerin boyutlari, aktin veya MreB tarafindan olusturulanlarla oldukga
benzerdir ve bu nedenle bir MreB ortologundan olusmus olabilir.  Aslinda
Spiroplasma, genomunda bes mreb geni tasir. Dis levhalar, Spiroplasma’ya 6zgii bir
protein olan, fibrilden yapilmistir. Fibril, bir dimer olusturdugu diisiiniilen, 55 kDa
luk bir proteindir. Bu uzun yapilarin sarmal sekilli bakterinin hareketinden sorumlu
oldugu one siiriilmiistiir (Beveridge, 2006; Carballido-Lopez, 2006; Kiirner ve ark.,
2005; Lowe ve ark., 2004; Graumann, 2007; Trachtenberg ve Gilad, 2001).
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1.1.5.2. Treponema phagodenis sitoplazmik filamentleri

T. phagodenis hiicreleri, cfpA geninin anlatimina bagh olarak, spiral sekilli
hiicrenin uzunlugunca biikiilen bes paralel filament benzeri yap1 dizisini igerir. Bu
dagilim wvirgiill sekilli hiicrelerde crescentinin dagilimina benzese de, CipA,
crescentin ve diger IF’lerde bulunan, bir sarmalli sarmal yapi igermez (Shih ve
Rothfield, 2006). Crescentin’in aksine, filamentler hiicrenin uzun ekseni boyunca
sarmal yollarda ilerlerler. Goriiniise gore, filamentler, periplazmik flagellanin
karsilik gelen grubunun altinda lokalize olmustur ve orijinal olarak hareketlilikte
gorev aldiklart One siirilmistiir, fakat flagella ve hiicre ici filament yapilar
arasindaki bir yapisal baglantinin delili bulunmamaktadir (Graumann, 2007; Shih ve
Rothfield, 2006).

Filamentlerin temel bileseninin, bir¢ok uzun sarmalli sarmal yapilar igeren,
spiroketlere 6zel oldugu diistiniilen, 79 kDa luk bir polipeptid (CfpA) oldugu
bulundu. Bu o6zellikler, CfpA’nin IF protein ailesine dahil olabilecegi izlenimini
verir. E. coli’ de eksprese edildiginde, CfpA’nin uzun filament halindeki yapilarin
olugsmasint  indiiklemesi, CfpA’nin aslinda kendi kendine filamentler
olusturabilecegini gosterir. Periplazmik flagella, CfpA olmadiginda normal olarak
lokalize olur ve tam tersi olmasi her iki sistemin de birbirinden bagimsiz birlestigi
izlenimini verir. CfpA mutantlarinin daha az hareketliligi, degisen morfoloji nedeni
ile olabilecegi i¢in, CfpA’nin flagella islevinde dogrudan veya dolayli bir etkisinin
olup olmadig1 agik degildir (Graumann, 2007).

1.1.5.3. Leptospira tiirlerinde Scc

Uzamig N-terminal sarmalli sarmal bolgesi igeren bir diger protein Leptospira
tiirlerinde bulunur. Scc proteini 2-3 um uzunlugunda sarmal yapilar ve herhangi bir
kofaktorden bagimsiz, giinlerce kararli kalabilen 6te yandan in vitro da, 6 ila 10 nm
capinda tek filament halinde yapilar olusturan bir molekiildiir. E. coli hiicrelerinde
eksprese edildiginde, Scc-GFP hiicre boyunca bir kutuptan digerine dogru veya hiicre
zarinin altinda uzanan, tek uzun bir filament olusturur. Saflastiritlan Scc RNA ve

DNA’ya bagh kalir ve carpict ¢omak sekilli niikleoprotein yapilar olusturur. Scc
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kodlayan genin c¢ikarilmasi, degisen koloni morfolojisine yol agar, fakat hiicre
morfolojisi ve hareketliliginin degismemesi, Scc’nin hiicrelerin yayilmasi sirasinda,

kemotaksisde yer aldigini gosterir (Graumann, 2007).

1.1.5.4. Myxococcus xanthus hiicre ici filamentleri

Zar alt1 filamentlerinin uzun demetleri M. xanthus hiicrelerinde
gozlemlenmistir. Bunlar, bu organizmalarda A-hareketlilik sistemi ile saglanan
kayma hareketinin diizenlenmesinde yer alan AglZ proteini ile ilgili olabilirler. AglZ,
Myxococcus xanthus bakterisinde sosyal hareketlilikte yer alir ve bu siiregte yer alan
bir kiigiik GTPaz ile etkilesir. AglZ’nin N-terminali iki elemanli cevap diizenleyici
proteinlerinin alici domainlerine benzerken, C-terminali miyozin agir zinciri gibi
sarmalli sarmal proteinlerinin ¢ubuk bolgelerinin karakteristigi olan heptad
tekrarlarini igerir. Sonraki domain, in vitro da filamentler halinde kendi kendine
birlesir ve E. coli’de eksprese edildiginde sirali filament dizileri olusturur. Biitiin
haldeki proteinin Myxococcus veya diger organizmalarda benzer yapilar olusturup
olusturmadigi bilinmemektedir (Graumann, 2007; Shih ve Rothfield, 2006 ).

1.1.5.5. Mycoplasma tiirlerinde filament yapilari

M. pneumoniae patojen bakterisi, MreB kodlayan bir genden yoksun oldugu
halde, elektron mikroskobu gozlemlerine gore sekil koruyucu 6zelligi olan olduk¢a
farklilasmis bir hiicre iskeletine sahiptir (Mayer, 2003). Benzer yapilar saglam M.

pneumoniae hiicrelerinin deterjan 6ziitlerinde de goriiliir (Shih ve Rothfield, 2006).

Elektron mikroskobu kullanarak arastirmacilar, Mycoplasma genitalium’da
fibril olarak veya sarmal yerlesimli bicak benzeri yapilar gibi gériinen belirgin hiicre
alti yapilar gozlemlediler. Zarlar ve sitosolik proteinler Triton X100 ile
uzaklastirildiktan sonra, kabaca 30040 nm boyutlart olan yuvarlak bir uca sahip
sasirtict bir (goriinlise gore bircok paralel filamentten olusan) ¢omak sekilli yapi

gozlemlenebildi. Mycoplasma’nin Triton’da ¢6ziilmeyen hiicre fraksiyonunun
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yapisal bilesenleri arastirilmakta olup, ¢omak sekilli yapilarin fonksiyonlari halen

aci8a ¢ikarilmayi beklemektedir (Graumann, 2007).

1.1.5.6. Bilinmeyen bilesimde hiicre iskelet elemanlari

Kriyo-elektron mikroskobu kullanilarak, C. crescentus hiicrelerinde yeni
fakat daha karakterize edilmemis hiicre iskelet elemanlar1 gézlemlenmistir (Pichoff
ve Lutkenhaus, 2007). Hiicrelerin yaklasik dortte biri, hiicrenin i¢biikey kisminda
zarin yaninda filament demetleri icerir. Bu demetler, creS i¢cermeyen hiicrelerde ve
MreB filament olusumunun A22 tarafindan baskilandig: hiicrelerde gozlemlenmistir.
Bu nedenle, hiicrenin uzun ekseninden ¢ok daha kisa olan bu filamentler, filament
olusturan yeni proteinler ortaya koyabilirler. Benzer sekilde sitoplazmik seritler diye
adlandirilan yapilar (zara goriiniir bir baglantis1 olmayan li¢ veya bes serit demeti),
CreS ve MreB yoklugunda bile, analiz edilen hiicrelerin yaklasik yarisinda
goriilmektedir. ilave iki yapi, kutupsal seritler ve halka benzeri bir yapi, diisiik
frekansta goriilmiistiir ve dogalar1 hakkinda higbir sey bilinmemektedir. Boylelikle,
C. crescentus’ta en azindan filament halinde dort bagimsiz yapt oldugu
goriilmektedir (Beveridge, 2006; Graumann, 2007).

1.2. HUCRE ISKELETI VE ANTIBIiYOTIKLER

Tiiberkiiloz (TB), tanimlanan ilk bulasici hastaliklardan biriydi. Pek c¢ok kisi
tarafindan yok edilebilecegi diisiiniilmekle birlikte, hastalik tekrar ortaya ¢ikmistir ve
giiniimiizde diinyada yalnizca bulasici hastaliktan kaynaklanan oliimiin baslica
etkenidir. TB ve HIV/AIDS birbirlerinin ilerleyisini hizlandirarak oliimciil bir
kombinasyon olusturur. Bu ortak enfeksiyon gittikge daha yaygin hale gelmektedir
ve TB ile bas etmeden, HIV/AIDS etkili sekilde onlenemez. Birgok ilaca karsi
direngli Mycobacterium tuberculosis (Mtb) tiirlerinin ortaya ¢ikmasi, mevcut olan
anti-TB ilaglarinin ¢ogunu etkisiz hale getirmistir (Huang ve ark., 2007). Mevcut (ve
klinik olarak hala etkili) ilaclar temel olarak belirli hedeflere yonlendirilmektedir:

Hiicre duvari, DNA ve protein sentezleri. Ortaya ¢ikan direng sorununun iistesinden
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gelmek i¢in yeni etki mekanizmalarina sahip yeni antibiyotiklere ihtiya¢ vardir.
Ozellikle hiicre boliinmesi, antimikrobiyal hedef olarak biiyiik ilgi cekmektedir.
Cilinkii bir hiicre boliinme inhibitdrii, enfekte bolgelerdeki kontrol edilemeyen bakteri
tiremesini engelleyebilmekte ve hiicre boliinmesinin engellenmesi, birgok patojenin
Olimiine yol agmaktadir (Vollmer, 2006). Hiicre bolinme alaninda, diger hiicre
boliinme proteinlerinin diizenlenmesinin ardindan, Z-halkasi1 biiziiserek septumda
kapanmayi saglar ve bunu takiben iki kardes hiicre meydana gelir. FtsZ’nin
inaktivasyonu ya da FtsZ birlesiminin degistirilmesi Z-halkas1 ve septum olusumunu
engelleyeceginden, yeni antimikrobiyal ilaglar gelistirmek adina FtsZ iyi bir hedeftir
(Huang ve ark., 2007).

1.2.1. FtsZ’yi Hedefleyen Bilesikler

Viriditoksin: E. coli FtsZ ile dogrudan etkilesim yolu ile polimerlesmeyi ve
GTP hidrolizini engelleyerek Z-halkasim1 ag¢ik¢a bozan kiigiik bir molekiildiir.
Viriditoksin klinik olarak ilgili pek ¢ok Gram-pozitif patojene kars1 genis spektrumlu
bir antibakteriyel etkinlik gosterir (Huang ve ark., 2006; Jaiswal ve ark., 2007; Rai ve
ark., 2008; Vollmer, 2006).

Zantrinler: E. coli FtsZ’nin GTPaz etkinligini engelleyen ve zantrinler olarak
adlandirilan, yapisal olarak farkli bes molekiil belirlenmistir (Huang ve ark., 2007;
Rai ve ark., 2008). Bunlardan Zantrin Z1, FtsZ GTPaz etkinligini Onler ve alt
birimler arasindaki etkilesimlerin kararliligin1 bozar. Zantrin Z2 ve Zantrin Z3 FtsZ,
protofilaman depolimerizasyonunun inhibitorleridir (Vollmer, 2006). Antibiyotige
kars1 direngli ve zehirli patojenler de dahil olmak tizere, siv1 besi kiiltlirlerindeki
cesitli bakterileri oldiirdiigliniin gozlenmesi, genis spektrumlu yeni antibakteriyel
ilaclarin  gelistirilmesinde FtsZ’nin 1yi bir hedef oldugu hipotezini daha da
giiclendirmektedir (Huang ve ark., 2007).

BrGTP: Coziinebilir FtsZ i¢in baglama bolgesinde GTP ile rekabet eden bir
GTP analogudur. BrGTP’nin inhibitor etkinligi ilk olarak, BrGTP eklenmesinin daha
kisa ve daha ince FtsZ filamentlerinin olusmasina yol agmasi ile anlagilmistir.
BrGTP’nin tiibiilin birlesimini engellememesi, FtsZ ve tiiblilindeki GTP baglama

bolgeleri arasinda hassas farkliliklar oldugunu gostermektedir (Huang ve ark., 2007).
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Sanguinarin: Sanguinaria canadensis’in rizomlarindan tiiretilmis bir
benzofenantiridin alkaloid olan sanguinarin genis bir antimikrobiyal etkinlige
sahiptir. Cesitli kanser hiicresi tiirlerinin ¢ogalmasini engelledigi de bilinir ve hem in
vitro da hem de kanser hiicrelerinde mikrotiibiilleri depolimerize eder. Sanguinarin,
Z-halkasi olusumunu bozarak Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerde sitokinezi
engeller (Huang ve ark., 2007; Jaiswal ve ark., 2007).

Tiyabendazol ve Albendazol: Albendazol ve tiyabendazol, tiibiilin
polimerlesmesinin bilinen inhibitorleridir. Bu, tlibiilin inhibitdrlerinin, FtsZ tizerinde
tiibiilindekine benzer sekilde etki gdsterdigi anlamina gelmektedir (Huang ve ark.,
2007).

2-Alkoksikarbonilaminopiridinler: Kiigiik organik molekiillerdir. FtsZ’nin
GTPaz etkinligini ve polimerlesmesini engelleyerek bakteriyel hiicre bdliinmesini
durdururlar (Vollmer, 2006). SRI-3072 ve SRI-7614 dozdan bagimsiz olarak Mtb
FtsZ polimerlesmesini engeller. SRI-3072 sadece FtsZ ile sinirli kalarak tiibiilinin
polimerlesmesini engellemez (Huang ve ark., 2007).

Taksanlar: 120 taksanin arastirilmasi ile bazi taksanlarin 6nemli 6lgiide anti-
TB etkinlik sergiledigi ortaya ¢ikarildi (Huang ve ark., 2007). Bazi taksan
tiirevlerinin, B. subtilis hiicrelerini engelledigi bulundu (Jaiswal ve ark., 2007).

Totarol: Bir diterpeonid fenol olan totarol, Mtb de dahil olmak iizere, bir
takim patojenik Gram-pozitif bakterilerin ¢ogalmasimni o6nler. Bacillus subtilis
hiicrelerinin ¢ogalmasmi engelleyerek hiicre uzamasmma neden olur. Totarol,
memelilere ait hiicrelerin ¢ogalmasinda c¢ok zayif inhibitor etkiler sergiler.
Saflastirilmis tiibiiline etkili sekilde baglanmaz ve yiiksek totarol konsantrasyonlari,
HeLa hiicrelerinde mikrotiibiil ve kromozom organizasyonunu bozmaz (Jaiswal ve
ark., 2007). Totarol, Mtb FtsZ protofilamentlerinin birlesimini azaltir ve Mtb
FtsZ’nin GTPaz aktivitesini giiglii sekilde bastirir. Z-halkasinin  olusumunu
engelleyerek sitokinezi durdurur (Rai ve ark., 2008; Jaiswal ve ark., 2007).

Dichamanetin: B. subtilis hiicrelerine etki gosterir. FtsZ’nin GTPaz
etkinligini 6nleyerek birlesim dinamiklerini bozan ve bakteriyel hiicre boliinmesini
engelleyen kiigiik organik molekillerdir (Vollmer, 2006; Jaiswal ve ark., 2007).

Curcumin: Curcumin, Curcuma longa rizomlarindan elde edilir. Tiibiiline
baglanarak mikrotiibiil polimerlesmesini engeller. Diyetsel bir polifenolik bilesik
olan Curcumin, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Enterococcus

dahil olmak iizere birtakim patojenik bakterilere karsi giiglii bir antibakteriyel
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etkinlige sahiptir. B. subtilis 168’de bakteriyel sitokinezi engelleyecek sekilde,
filamentlenmeye neden oldugu bulunmustur. Curcumin’in in vitro da FtsZ’ye
baglandigi, GTPaz etkinligini arttirdig1 ve FtsZ protofilamentlerinin birlesimini ve
kiimelenmesini engelledigi bulunmustur. Ayrica FtsZ’nin ikincil yapisin1 da bozar.
Curcumin, FtsZ’nin GTPaz etkinligini arttiran, su ana kadar belirlenmis ilk kiiciik
molekiillii FtsZ inhibitoriidiir (Rai ve ark., 2008).

Bis-ANS: 1998°de Yu ve Margolin, E. coli FtsZ’sinin bis-ANS [5,5’-bis-(8-
anilino-1-naftalinsiilfonat)] ile inhibisyonunu rapor etti ve FtsZ’de molekiiller arasi
hidrofobik etkilesimleri durdurarak bis-ANS’in FtsZ’yi engelledigini 6ne siirdiiler.
Bis-ANS’a benzer bir hidrofobik prob olan ANS (8-anilino-1-naftalinsiilfonat) ise,
FtsZ birlesimi veya tiibiilin birlesimi {izerinde herhangi bir inhibitor etkiye sahip
degildir (Yu ve Margolin, 1998).

Vinblastin: Vinblastin, mikrotiibiil kararsizlastirict bir ilagtir. Vinblastin
varliginda memeli hiicrelerinde polimerler halinde FtsZ ve tiibiilin birlikte

siralanabilirler (Yu ve ark., 1999; Margolin, 2000).

Tubulin inhibitorleri, kolsisin, kolsemid, benomil ve vinblastin, FtsZ’nin
polimerlere Ca*? destekli ve GTP bagimli birlesmesi iizerinde bir etki gostermez (Yu
ve Margolin, 1998). Tiibiilin inhibitorlerinin FtsZ birlesimi tizerindeki etkilerinin
arastirilmasi, FtsZ’nin yapisit ve fonksiyonu hakkinda 6nemli bilgiler saglayacaktir

(Huang ve ark., 2007).

FtsZyi hedefleyen bilesikler disinda, FtsZ-ZipA etkilesimi [3-(2-indolil)
piperidin tiirevi ve karboksibifenilindol tiirevi] ve MreB igin (A22) de ilaglar vardir
(Vollmer, 2006).

Bakteriyel hiicre iskeletinin elemanlar1 antimikrobiyal bilesikler igin
potansiyel hedef olurlar, ¢iinkii bakteriyel yasam i¢in gereklidirler ve Onemli
patojenlerin i¢inde korunurlar. Ayrica, bakteriyel hiicre iskelet proteinleri, 6karyotik
benzerlerinden belirgin sekilde farkli yapiya sahiptir. Bu da bakteriyel proteinler i¢in
belirli inhibitorler gelistirmeyi miimkiin kilar (Vollmer, 2006). Soyle ki; paklitaksel,
vinblastin ve kolsisin dahil olmak {izere, tiibiilin/mikrotiibiil hedefleyen maddelerin
cogu FtsZ birlesim dinamiklerini etkilemez (Jaiswal ve ark., 2007). Sonug olarak,

tiibiilin ve FtsZ yapilari benzer olmakla birlikte, FtsZ ve tiibiilinin protein
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seviyesinde sinirli (<%20 benzerlik) bir dizi benzerligine sahip olmasi, dkaryotik
hiicreler iizerinde belirli bir diizeye kadar sitotoksik olan ve dogrudan FtsZ’ye
yonelen bilesiklerin kesfedilmesini cazip hale getirir (Huang ve ark., 2007). Belirli
proteinler, boliinme aparatinin olusumunda farkli adimlara saldirarak, bakteriyel
hiicre boliinmesini etkilerler. Molekiiler ayrintilar daha kesin bir sekilde
belirlendiginde, boliinme siirecinin ¢esitli adimlarina saldiran boliinme inhibitorlerini

taklit eden ilaglar gelistirmek miimkiin olabilir (Justice ve ark., 2000).

1.3. TEZIN AMACI

Bu tezin amaci bakteri hiicrelerinde iskelet sistemi bilesenlerinden FtsZ
proteininin  varhiginin  6zgiil floresan boyama ile floresan mikroskobunda

immiinositokimyasal olarak gosterilmesidir.

Bu tez, lilkemizde prokaryotik hiicre iskelet varligin1 géstermeye yonelik ve
floresan isaretleme ile yapilan ilk ¢alisma olarak planlanmistir. Bakteriyel hiicre
iskelet sisteminin varhiginin belirtilen yontemle tanimlanmasi, daha ileride &zgiil
immiinofloresan isaretleme yontemi kullanilacak diger galismalara 151k tutacak ve
incelenecek bakteriler i¢in hiicre iskelet elemanlarini boyamaya yonelik gelistirilen
hizli ve 6zgiil isaretleme yontemi ile bu konuda ¢alisan arastiricilarin ¢alismalari igin

bir model olusturulacaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. Materyaller

2.1.1. Kimyasal Maddeler

Sodyum kloriir (Merck 1.06404), Potasyum kloriir (Merck 1.04936), Sodyum
hidrojen fosfat (AppliChem A1046), Potasyum dihidrojen fosfat (Riedel-de Haén®
04243), Hidroklorik asit (Merck 1.00319), Sodyum hidroksit (Riedel-de Haén®
06203), Triptic soy agar (Merck 1.05458), Triptic soy broth besiyeri (Merck
1.05459), Paraformaldehit (Merck 1.0405), Gluteraldehit (Merck 8.20603), Trizma
base (Sigma T6066), Glukoz (Riedel-de Haén" 16301), EDTA (Sigma ED), Lizozim
(Roche 1 243 004), Sigir serum albiimini (Sigma A7906), Anti-FtsZ antikoru
(Agrisera ASO7 217), FluoroNanogold™-anti-rabbit Fab’-Alexa Fluor®488
(Nanoprobes 7204), Antikor sulandirict (Zymed 00-3118), UltraCruz™ Mounting
Medium (Santa Cruz Biotechnology sc-24941).

2.1.2. Cihaz ve Diger Malzemeler

+4.°C Sogutucu (Regal RDP 455 A), +4 °C Sogutucu (Indesit TN 5 FNF), -20
°C Dondurucu (Regal RDD 1280), -20 °C Dondurucu (Regal RDP 455 A), -20 °C
Dondurucu (Indesit TN 5 FNF), -80 °C Derin Dondurucu (THERMO), Hassas Terazi
(SARTORIUS BL 210S), Hassas Terazi (SARTORIUS BL 3100), Manyetik
Karigtirict  (Schott), Manyetik Karistirict  (Heidolph MR 3001), Otoklav
(HIRAYAMA-HICLAVE HVE-50), Otomatik Pipetler (GILSON), Mikropipet
uglar1 (Isolab), pH metre (Multical® pH 526), Steril Kabin (niive® MN 090), Etiiv
(Binder), Calkalayic1 (Labotron INFORS AG), Tek Kullanimlik Steril Filtre (0,22
um) (Chromafil® CA-20/25 S), Lam (Surgipath X-tra™ Adhesive 00210), Lamel
(Marienfield superior 0101242), Floresan mikroskobu (Olympus BX 50), Kamera
sistemi (MicroPublisher 3.3 RTV), Fotograflama programi (Qcapture).



60

2.2. Yontem

2.2.1. Kullamilan Cozeltiler

1) 10 M PBS (pH: 7.2-7.3): 40 gr NaCl, 1 g KClI, 7,2 g Na;HPO, ve 1,2 g
KH,PO0, tartildi. dH,0 ile 500 ml’ye tamamlandi. 0,2 pm’lik enjeksiyon filtresinden
gecirilerek kapakli steril sisede steril olarak oda sicakliginda saklandi. Gerekli

seyreltmeler i¢in stok ¢ozelti olarak kullanild.

2) 1 M HCI: 8,62 ml HCIl, 91,39 ml dH,O ile kapakli steril cam sisede

tamamlandi1 ve oda sicakliginda saklandi.

3) 1 N NaOH: 4 gr NaOH tartilarak 100 ml'ye dH,O ile kapakl steril sisede

tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi (Ausubel ve ark., 1997).

4) TSB: 6 g TSB tartilarak dH,O ile 200 ml’ye tamamlandi. 121°C’ta 40
dakika otoklav edildi. +4°C'ta saklandi.

5) TSA: 8 g TSA tartilarak dH,O ile 200 ml’ye tamamlandi. 121°C’ta 40
dakika otoklav edildi. +4°C'ta saklandi.

6) %16’hk paraformaldehit: 16 g paraformaldehit tartilarak dH,O ile 100
ml’ye tamamlandi. 60°C’a 1s1tild1 ve kenara alindig1 zaman seffaflagsana kadar birkag

damla 1 N NaOH eklendi.

7) Gluteraldehit-paraformaldehit fiksatifi: 100 ml % 16°lik paraformalde-
hite 150 pl %25°lik gluteraldehit eklenerek 100 ml fiksatif hazirlandi.

8) 1 M Tris-HCI: 12.1 g Tris tartilarak dH,O ile 100 mI’ye tamamlandi ve 1 N
HCI eklenerek pH 8’e ayarlandi.
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9) GTE: 500 ml GTE soliisyonu i¢in; 4.95 g glukoz, 1,461 g EDTA tartilarak
487,5 ml dH,0 iginde ¢oziildi. Cozeltiye 12,5 ml 1 M Tris-HCI eklendi ve pH 8.0’e

ayarlandi.

10) Lizozim (2mg/ml): 242,1 mg lizozim tartilarak 2,42 ml GTE iginde
coziilerek 100 mg/ml stok ¢dzelti hazirlandi. Stok ¢ozeltiden 1 pl alinip 10 ml GTE

icinde ¢oziilerek 10 pg/ml oraninda bir lizozim ¢ozeltisi hazirlandi.

11) % 1’lik BSA: 1 g BSA tartilarak dH;O ile 100 ml’ye tamamlandi.

2.2.2. Bakterilerin Biiyiitiilmesi

Daha onceki caligmada (Y.Mater Doktora Tezi) laboratuvarimizda kullanilan
Escherichia coli JM 109, E. coli K92 ATCC 35860 bakteri suslar1, E. coli K92
ATCC 35860 soyunun kapsiil yapisini olusturan polisialik asitlerin yiizeye
eklenmesinden sorumlu olan sialiltransferaz enziminin sentezini saglayan neuS
genini tagiyan rekombinant E. coli JM 109 pUC19-ST ve neuS geninin nokta
mutasyonlarini igeren rekombinantlar E. coli JM 109 pUC19-ST M2 ve E. coli JM
109 pUC19-ST M3 bakterilerine ek olarak Ege Universitesi Bilimsel Arastirma
Uygulama Merkezi (EBILTEM) tarafindan hediye edilen E. coli ATCC 8739, E. coli
ATCC 29998, B. subtilis ATCC 6634 ve Micrococcus luteus ATCC 9341 bakterileri
kullanildi.

Steril kabinde 2 ml’lik TSB besiyeri igeren kapakli Schott tiiplere
laboratuvarimizda kullanilan ve flretilen bakteriler sivi ortamda iretildikleri igin
otomatik pipet yardimi ile 100 ul olarak, EBILTEM’den gelen bakteri drnekleri de
kat1 ortamda biiyiitiildiikleri icin bir 6ze yardimu ile ekildi. Ornekler, 30°C’ta 24 saat
250 rpm’de biiyiimeye birakildilar (Sekil 2.1.). Bakterilerin kendine gelmesi igin bu
islem birbirini takip eden gilinlerde iki kez daha tekrarlandi. Daha sonra tiim
bakterilerin TSA besiyerine bir 6ze yardimu ile ¢izgi ekimleri yapildi ve 30°C’ta bir

gece inkiibe edilerek biiyiitiildiiler.



62

Sekil 2.1. Biiyiimeye birakilan hiicrelerin goriintiisti

2.2.3. Floresan Mikroskobu Yontemleri

Biiyiitiilen 6rnekler bir damla su ve 6ze ile adhesive lamlara yayildilar. Bu
lamlarin kullanilmasinin sebebi yiizeylerinin pozitif (+) yiiklii manyetik bir yapida
olmasi ve bdylece immiinofloresan protokolii fiksasyon ve isaretleme
basamaklarinda hiicre kaybetme riskini en aza indirmesidir. Lamlar i¢i % 25°lik
gluteraldehit-% 16’lik paraformaldehit fiksatifi igeren boyama kabina yerlestirilerek
once 15 dakika oda sicakliginda sonra 15 dakika buzda inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra lamlar 1 M PBS pH 7,25 ile yikandi (http://www.biology.wustl.edu/levin/
protocols/microscopy/ Gluteraldehyde=Paraformaldehyde.pdf).

Fikse edilmis 6rneklerden B. subtilis ATCC 6634 ve Micrococcus luteus
ATCC 9341’nin tizerine stok lizozim (100 mg/ml) ¢6zeltisinden 20 pl eklenerek 2-3
dakika oda sicakliginda bekletildi. Diger ornekler tizerine 10 pg/ml’lik lizozim
cozeltisinden 10 pl eklenerek 2-3 dakika oda sicakliginda beklendi. Daha sonra
lamlar 1 M PBS pH 7,25 ile yikandi. Lamlara bir damla % 1’lik BSA soliisyonundan
damlatildi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Bu arada birincil antikor
(Anti-FtsZ) 200 ul dH,0 iginde ¢oziildii ve 1:500 oraninda sulandirilabilmesi i¢in 3
ul alinarak 1,5 ml antikor sulandirict ile sulandirildi. Lamlardan % 1’lik BSA
soliisyonunun u¢gmasini takiben lamlar kurumadan her lama bir damla sulandirilmis
birincil antikor eklendi ve 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra lamlar 1
M PBS pH 7,25 igeren boyama kabina daldirilip yikandi. Ikincil antikoru (anti-rabbit
Fab’) 1:250 oraninda sulandirabilmek igin 4 ul ikincil antikor 1 ml % 1’lik BSA


http://www.biology.wustl.edu/levin/%20protocols/microscopy/%20Gluteraldehyde=Paraformaldehyde.pdf
http://www.biology.wustl.edu/levin/%20protocols/microscopy/%20Gluteraldehyde=Paraformaldehyde.pdf
http://www.biology.wustl.edu/levin/%20protocols/microscopy/%20Gluteraldehyde=Paraformaldehyde.pdf
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soliisyonu ile sulandirildi. Lamlara ikincil antikordan bir damla eklendi ve 30 dakika
oda sicakliginda karanlik odada inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra lamlar 1 M PBS
pH 7,25 iceren boyama kabina daldirilip yikandi. Lamlara 1 damla kapama
soliisyonu eklenerek lamellerle kapatildi ve aluminyum folyo ile sarilarak daha sonra
floresan mikroskobunda incelenmek tizere -20°C’a kaldirild1 (http://www.biology.
wustl.edu/levin/protocols/microscopy/IFM-1l.pdf).  -20°C’tan  alman  Grnekler,
floresan mikroskobunda incelenerek kamera sistemi ve fotograflama programi

sayesinde goriintiilendi.


http://www.biology/
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3. BULGULAR

3.1. Floresan Mikroskobu (FM) ile Elde Edilen Bulgular

Uygulama sonucunda daha onceki g¢alismada (Y. Mater Doktora Tezi)
laboratuvarimizda kullanilan, E. coli JM 109, Escherichia coli K92 ATCC 35860
bakteri suglar1 ve bu suslar kullanilarak olusturulan, sialiltransferaz yaban tipi genini
tastyan (E. coli JM 109 pUC19-ST) ve sialiltransferaz mutant genlerini tasiyan (E.
coli JM 109 pUC19-ST M2 ve E. coli JM 109 pUC19-ST M3) 3 rekombinant soy,
Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Uygulama Merkezinden hediye edilen 4
koleksiyon susu; Escherichia coli ATCC 8739, E. coli ATCC 29998, Bacillus
subtilis ATCC 6634 ve Micrococcus luteus ATCC 9341 kullanilmistir. Bu bakteri
orneklerinde oOkaryotlardaki tiibiilinin homologu oldugu belirlenen FtsZ’ nin
isaretlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla FtsZ’ye 6zgiil tavsan antikoru kullanilarak
modifiye edilmis isaretleme ydntemi ile bu malzemeye ozgiil Alexa Fluor®488
boyast igeren FluoroNanogold™ kullamilarak FtsZ proteini 6zgiin olarak isaretlenmis

ve goriintiilenmistir.

Buna gore Escherichia coli JM 109 bakteri orneklerinde o6zgiil antikor
uygulanmamis oOrnekler ¢alisma igin negatif kontrol olarak kullanilmustir (Sekil
3.1.A). FtsZ antikoru iceren Anti-FtsZ ve Alexa Fluor®488 boyasi iceren
FluoroNanogold™ ile boyanmis 6rneklerde sari-yesil renkte 1simalar genelde diizgiin
hiicre sekline sahip tiim bakteri i¢ine dagilmis gozlenirken (Sekil 3.1.B), boliinme
asamasindaki hiicrelerde boliinmenin ters yoniinde birikimler yapmis oldugu

belirlenmistir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.1. Escherichia coli JM 109 hiicrelerinin FM mikrograflar1 A. Antikor uygulanmamis negatif
(-) kontrol. B. Antikor uygulanmig 6rnek X400.

Sekil 3.2. Escherichia coli JM 109 hiicrelerinin boliinme asamasidaki FM mikrograflar1 X400.

Escherichia coli K92 ATCC 35860 orneklerinde 6zgiil baglanmis antikor
kokobasil formundaki bakteride hiicre i¢ine dagilmis, kii¢iik ve bir arada, daha biiyiik
partikiiller halinde goriilmektedir. Buna ek olarak zaman zaman hiicre zarina

baglandig1 gozlenmektedir (Sekil 3.3.A). FtsZ proteininin hiicre zarma baglh oldugu
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noktalarda hiicre zarinin disariya dogru hafif bombe yapmas1 (Sekil 3.3.B) ve hiicre
boliinmesi agsamasinda, boliinmenin ters yoniinde hiicre sitoplazmasinda ve zarinda

daha fazla protein bulunmasi (Sekil 3.4.) dikkat ¢ekici goriilmektedir.

Sekil 3.3 Escherichia coli K92 ATCC 35860 hiicrelerinin FM mikrograflari X400.

Sekil 3.4. Escherichia coli K92 ATCC 35860 boliinme agsamasindaki hiicrelerinin FM mikrograflari
X400.

Laboratuvarimizda olusturulan yaban tipi sialiltransferaz geni tagiyan E. coli

JM 109 pUC19-ST suslan ise bu boyamada yukaridaki diger E. coli 6rneklerine
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benzer sonuglar gdsterdi. Isaretli FtsZ proteini bakteri sitoplazmasinda ve zarinda

daginik bir sekilde goriildii (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. Escherichia coli JM 109 pUC19-ST hiicrelerinin FM mikrograflar1 X400.

Laboratuvarimizda olusturulan mutant tip sialiltransferaz geni tasiyan E. coli
JM 109 pUC19-ST M2 suslart ise daha once yapilmis c¢alismamizda sekil
bozukluklar1 ve vakuoller yapilar gostermisti (Y. Mater Doktora Tezi). Bu ¢alismada
da diger E. coli 6rneklerinden farkli olarak ama daha onceki bildirimine uygun bir
hiicre sekli bozuklugu ve hiicre i¢inde vakuoller yap1 gosterdi. Zaman zaman dairesel
hiicre formu iginde goriilen kiigiik birikimler (Sekil 3.6.), hiicresel sekil bozuklugu
(Sekil 3.7.A) ve iginde vakuol olan hiicrelerde sitoplazmada diizensiz dagilmis
ve/veya hiicre merkezinde birikmis FtsZ proteinine bagl isimalar gorildi (Sekil
3.7.B,C).
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Sekil 3.6 Escherichia coli JM 109 pUC19-ST M2 hiicrelerinin FM mikrograflar1 X400.

A B C
Sekil 3.7. Escherichia coli JM 109 pUC19-ST M2 hiicrelerinin FM mikrograflari. A. Sekil
bozukluklar1 birikimler B. ve C. Birikimler ve vakuoller yapilar X400.

Laboratuvarimizda olusturulan mutant tip sialiltransferaz geni tasiyan bir
diger mutant rekombinant sus E. coli JM 109 pUC19-ST M3 ise daha 6nce yapilan
bir ¢aligmada mezozom benzeri yapilar ve ipliksi birikintiler gostermisti (Y. Mater
Doktora Tezi). Bu boyama sonucunda hiicrelerde sekil bozukluklart goriildii (Sekil
3.8.). FtsZ’nin dagiliminda da bir onceki mutant 6rnege benzer sekilde hiicre
merkezinde birikimler olustugu goézlendi (Sekil 3.9.). Diger bir degisle FtsZ

proteininin dagiliminin diizensiz olmasi dikkat ¢ekici bulundu.
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Sekil 3.8. Escherichia coli JM 109 pUC19-ST M3 hiicrelerinin normal FtsZ dagilimina ait FM
mikrografi X400.

Sekil 3.9. Escherichia coli JM 109 pUC19-ST M3 hiicrelerinin anormal FtsZ dagilimina ait
hiicre i¢i birikimler iceren FM mikrografi X400.

Calismamizda kullanilan bir diger koleksiyon susu E. coli ATCC 8739°da ise
FtsZ, bakteri sitoplazmasinda ve hiicre zarinda daginik bir sekilde goriildii (Sekil
3.10.).
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Sekil 3.10. Escherichia coli ATCC 8739 hiicrelerinin FtsZ dagilimima ait FM mikrografi X400.

Calistigimiz son E. coli koleksiyon susu E. coli ATCC 29998 diger tiim E.
coli suslarindan daha fazla miktarda FtsZ i1simasi gosterdi. Bu bakteri susunda da
diger bakteri Orneklerinde oldugu gibi 1s1ma, hiicre sitoplazmasma dagilmis ve

zaman zaman hiicre zarina baglanmis bir sekilde gortildi (Sekil 3.11.).

Sekil 3.11. Escherichia coli ATCC 29998 hiicrelerinin FtsZ dagilimina ait FM mikrografi X400.

Bacillus subtilis ATCC 6634 susunda diger bakteri 6rneklerinde oldugu gibi

151ma, hiicre sitoplazmasinda dagilmis ve zaman zaman zara baglanmis bir sekilde
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gozlendi (Sekil 3.12.). Bununla beraber FtsZ proteinine bagli 1s1ma miktar1 diger
kok-kokobasil drneklere gore daha az goriildii. Bu bulgu basil sekilli 6rneklerde daha
az miktarda FtsZ proteini oldugunu disiindiirmektedir. Buna ek olarak ucundan
patlamig bir hiicrede proteinlerin hiicre disina cikisi (Sekil 3.13.) ve boliinmeye
hazirlanan bir basil hiicresinde proteinlerin kutuplara dogru gidisi de (Sekil 3.14.)

benzer boyama sonucunda goézlenmistir.

Sekil 3.12. Bacillus subtilis ATCC 6634 hiicrelerinin FtsZ dagilimina ait FM mikrografi X400.

Sekil 3.13 Bacillus subtilis ATCC 6634 patlamis hiicrelerinin FtsZ proteinlerinin hiicre digina
¢ikisia ait FM mikrografi X400.
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Sekil 3.14. Boliinmeye hazirlanan bir Bacillus subtilis ATCC 6634 hiicresinde FtsZ proteinlerinin
kutuplara dogru gidisine ait FM mikrografi X400.

Micrococcus luteus ATCC 9341 bakterisinde de, diger orneklerde oldugu
gibi, FtsZ proteinini isaret eden 1s1ma sitoplazmada dagilmis ve zaman zaman zara
baglanmig bir sekilde goriildi (Sekil 3.15.). Buna ek olarak diger tiim 6rneklerden
daha fazla miktarda FtsZ proteini 1s1masi gozlendi. M. luteus ATCC 9341 hiicresinde
FtsZ proteinlerinin kutuplarda ve zara yakin olarak birikmesi, hiicrenin kok seklini
kaybetmesi ve boliinme asamasina gegtiginin bir gostergesi olarak dikkat ¢ekici

bulunmustur (Sekil 3.16.).

Sekil 3.15 Micrococcus luteus ATCC 9341 hiicrelerinin FtsZ proteinlerine ait FM mikrografi X400.
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Sekil 3.16. Boliinmeye hazirlanan bir Micrococcus luteus ATCC 9341 hiicresinde FtsZ proteinlerinin

kutuplara dogru gidisine ait FM mikrografi X400.
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4. TARTISMA VE SONUC

Okaryotik hiicresel sistemler sekillerini koruyabilmek, dis etkenlerden
korunabilmek, boliinme gibi hayati islevleri yerine getirmek ve hiicre i¢i trafigi
yonlendirmek icin iskelet sistemi diye adlandirilan, hem hiicre kararliligi/morfolojisi,
hem de hiicre dinamigi yoniinden anahtar elemanlar olan filament sekilli bir sinif
proteini igerir. Hiicre iskelet elemanlari, gergeklestirdikleri goreve gore oldukga

dinamik veya statik olabilen 6nemli yapilar olustururlar (Graumann, 2007).

Okaryotik hiicreler, hiicre iskeletini olusturan ii¢ degisik filament sistemi
bulundurur. Bu ¢ filament ¢aplarina gore: kalin mikrotiibiiller (25 nm), ince aktin
filamentleri (7 nm) ve ara filamentler (IF) (10-12 nm) olarak adlandirilirlar (Alberts
ve ark., 2002; Lutkenhaus, 2003). Prokaryotlarda ise iyi tanimlanmig karmasik bir
hiicre iskeletinin varligi bulunamamisgtir (Mayer, 2003). Uzun yillar 6karyotlar i¢in
vazgecilmez olan hiicre iskeletinin eksikligi, prokaryotlarin tanimlayici
ozelliklerinden biri olarak kabul edilmistir (van den Ent ve ark., 2001). ilk olarak, Bi
ve Lutkenhaus (1991), elektron mikroskobu ile tiibiilin homologu, filamentlesen 1siya
duyarli protein Z’nin (FtsZ) boliinme alaninda bir halka yapisi olusturdugunu
gostermiglerdir (Bi ve Lutkenhaus, 1991). Bdylece prokaryotlar i¢in yeni bir donem
baglamistir. Bu zamandan sonra, bakteri hiicrelerinin i¢inin bilyiikk sayida organize
hiicre iskeletine ait atasal proteinleri icerdigi fark edilmeye baslanmistir (Shih ve
Rothfield, 2006). Aequorin ve yesil floresan proteininin (GFP) kesfedilmesi ve
immiinofloresanin kullanilabilmesi, bakteriyel hiicre bdliinmesi arastirmalarini
oldukga degistirmistir (Brooks, 2005; Buddelmeijer ve Beckwith, 2002). Floresan
goriintiileme tekniklerinin kullanilmasi bakterilerde genis ve karmasik bir ig
organizasyonun varligini géstermistir (Meller-Jensen ve Lowe, 2005). Bu sayede, ilk
kez, 2001°de Jones ve arkadaslart GFP kullanarak Bacillus subtilis’te bakteriyel aktin
homologlarinin, hiicre sekli diizenlenmesinde anahtar roller oynayan, uzun sarmal

yapilar halinde organize olduklarin1 géstermislerdir (Jones ve ark., 2001).

Okaryotik ve prokaryotik hiicre iskelet sistemleri arasinda en énemli farklilik
prokaryotlara 6zel en azindan bir temel bakteriyel hiicre iskeleti elemani grubunun

(MinD/ParA grubu) varoldugunun bulunmasi ve analog fonksiyonlarin, siklikla,
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Okaryot ve prokaryotlarda farkli hiicre iskelet siniflar tarafindan ve ¢ogu kez farkli
mekanizmalar kullanilarak gergeklestirildiginin bulunmasini igerir (Carballido-
Lopez, 2006; Grauman, 2007; Lewis, 2004; Shih ve Rothfield, 2006). Bakteriyel
hiicre iskelet yapilari, hiicre iginde uzun menzilli diizenlemeler gosteren ve kendi
kendilerine, in vitro da, uzun polimerik yapilar halinde birlesebilen tek bir simf
proteinin polimerlerine dayanan, filament halindeki yapilar olarak tanimlanabilir

(Shih ve Rothfield, 2006).

Tiibiilin hiicre iskeleti, dkaryotik hiicrelerin bdliinme diizlemini belirlemede
O6nemli bir rol oynar ve tiibiilin homologu olan FtsZ, bakterilerde boliinme diizlemini
belirler (Margolin, 1998; van den Ent ve ark., 2001). FtsZ, cogu bakteride temel bir
hiicre boliinmesi proteinidir. Boliinme makinesinin hiicre ortasina yonelen bilinen ilk
elemanidir ve biitiin bdliinme proteinlerinin lokalizasyonu FtsZ’ye baghdir. Bi ve
Lutkenhaus (1991), boliinmeyen hiicrelerin sitoplazmasinda FtsZ proteinlerinin tek
tip kiiglik pargaciklar olarak dagildigini, ancak bdliinmenin baglamasindan hemen
once, FtsZ proteininin boliinme bolgesindeki bir halkada yogunlagtigini, septumun
ice biikiilen ucunda bulundugunu gostermislerdir (Bi ve Lutkenhaus, 1991). Benzer
sekilde immiinofloresan mikroskobunun kullanilmasi ile FtsZ’nin, daha hiicre
belirgin bir ice biikiilme gostermezken bile, hiicre ortasinda bir halka olusturdugu
ortaya ¢ikarilmistir (Addinall ve Lutkenhaus, 1996; Graumann, 2007). Septal
invajinasyon ilerlerken FtsZ, igeri bliyliyen septumun i¢ ucuna bagli kalmasina
ragmen, kasilma isleminde dogrudan bir rol oynayip oynamadigi bilinmemektedir
(Shih ve Rothfield, 2006). Daha sonra FtsZ, baska hiicre boliinmesi proteinleri ile
iligski icinde, septal PG sentezi ile es zamanl olarak, hiicreyi bolmek ve iki yeni
yavru hiicre olusturmak tizere daralir (Lewis, 2004). Floresan teknikleri FtsZ’nin
hiicrede polimerler olusturdugunu agikga gostermistir; fakat FtsZ polimerleri higbir
zaman bakterilerin isaretlenen ince kesitlerinde elektron mikroskobu ile
gosterilememistir (Margolin, 1998). Stricker ve arkadaslarinin ¢alismalar1 (2002),
hiicredeki FtsZ’lerin sadece %30’unun Z-halkasina dahil oldugunu gdstermistir.
FtsZ’lerin geri kalani, muhtemelen serbest sitoplazmik alt iiniteler veya kiiciik
bilesikler olarak hiicre boyunca dagilmistir. Bu sonuglar, herhangi bir zamanda,
halka icine girmeye hazir biiyiik bir FtsZ havuzu bulundugu anlamma gelmektedir.

Ayni ¢alismada, Z-halkasinin, ortalama alti ile yedi protofilament kalinliginda
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oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu da Z-halkasmin ince kesit elektron mikroskobunda

neden higbir zaman goriilemedigini agiklar (Stricker ve ark., 2002).

Yukarida literatiir bilgisinde verilen GFP ile yapilan c¢aligmalardan farkli
olarak bu tez c¢alismasi kapsaminda bakteriyel hiicre iskelet yapisina ait FtsZ
proteinlerinin tanima-tutunma mekanizmasina dayali olarak 6zgiil immiinofloresan
ile isaretlenmesi, belirlenmesi ve bunun mikroskobik olarak gosterilmesi
hedeflenmistir. Bu amagla literatiir taramasi ile 0zgiil bir antikor aragtirilmustir.
Arastirma sonucu, FtsZ’ye Ozgiil bir Western blot antikoru olan Anti-FtsZ’ye
(Agrisera) ulasilmistir. Simdiye kadar floresan mikroskobunda bu amagcla
kullanilmamis iiriin, 6zglil bir immiinofloresan boyama prosediirii olusturularak
kullanilmistir. FtsZ proteinine 6zgiil immiinofloresan isaretleme yontemi basari ile
uygulanmigtir.  Yapilan c¢alismada E. coli JM 109 negatif Ornegi ile
karsilastirildiginda (Sekil 3.1.A), E. coli JM 109 pozitif 6rnegi de (Sekil 3.1.B) dahil
olmak tizere isaretlemelerimiz, Escherichia coli K92 ATCC 35860 (Sekil 3.3.A ve
B), E. coli JM 109 pUC19-ST (Sekil 3.5.), E. coli JM 109 pUC19-ST M2 (Sekil
3.6.), E. coli JM 109 pUC19-ST M3 (Sekil 3.8.), E. coli ATCC 8739 (Sekil 3.10.), E.
coli ATCC 29998 (Sekil 3.11.), Bacillus subtilis ATCC 6634 (Sekil 3.12.) ve
Micrococcus luteus ATCC 9341’1 de (Sekil 3.15.) igeren tiim Orneklerimizde 6zgiil
baglanma basarili olmus ve gosterilmistir. Mikrograflarda 6zgiil isaretli FtsZ proteini
hiicre i¢ine dagilmis ve zaman zaman da hiicre zarina tutunmus olarak goriilmiistiir.
Bu sonug, bolinme durumunda olmayan hiicrelerde FtsZ’lerin serbest sitoplazmik alt
tiniteler veya kiigiik bilesikler olarak hiicre boyunca dagildigini ve hiicrede herhangi
bir zamanda, halka igine girmeye hazir biiyiik bir FtsZ havuzu bulunduguna dair
Stricker ve arkadaslarinin (2002) calismasini desteklemekte ve dogrulamaktadir
(Stricker ve ark., 2002). Ayni zamanda bu veriler Klint ve arkadaglarinin (2005)
siyanobakteri hiicrelerinin sitoplazmasinda FtsZ bulunmasi sonucunu da destekler.
Ayni ¢alismada FtsZ’nin siyanobakteride ikili bir gérevi oldugu bildirilmistir. Bu
fikir, FtsZ proteininin ayr1 bir kismi vejetatif hiicrelerin sitoplazmasinda siirekli
bulundugu ve hiicre iskeleti rolii gordiigii diisiincesi ve boliinmede gorev aldigi verisi
ile arastirici tarafindan desteklenmistir. FtsZ’nin, hiicre farklilasma yetisi olan
filamentdz siyanobakteri dahil prokaryotlar arasinda korunmus bir gorevi oldugunu
ve muhtemelen bir de hiicre iskeleti bileseni olarak sitoplazmada da goérev aldigini

gostermislerdir (Klint ve ark., 2005). Bizim sonuglarimizda da farkli sekillere sahip



77

bakterilerde 0zgiil isaretli FtsZ proteini sitoplazmada dagimik bulunmakta ve

siyanobakteriler ile yapilan bu ¢alismay1 desteklemektedir.

Hiicre sitoplazmasinda yer alan FtsZ miktarinin degisken olabilecegi
diistiniilmiistiir. Bu amagla yapilan g¢alismalarda kok sekilli, MreB’siz hiicrelerin
normal ¢omak sekilli hiicrelerden daha biiyiik bir ¢apa sahip olmasi nedeni ile Z-
halkasii tamamlamak i¢in daha fazla FtsZ’ye ihtiya¢ duyduklari bildirilmistir. Ayni
calismada yuvarlak sekilli MreB’siz anormal B. subtilis hiicrelerinin siklikla
tamamlanmamig Z-halkalarina sahip oldugunu gérmiistiir. FtsZ’ nin fazla iiretimi, bu
nedenle, bu hiicrelerin hiicre boliinmesini devam ettirmelerini saglamis ve anormal
hiicre sekline ragmen yavas da olsa ¢ogalmalarina izin vermistir (Kruse ve ark.,
2005). Buna ragmen, Caulobacter crescentus’da yapilan bir diger c¢alismada
boliinme diizlemi ve MreB halkalarinin olusumu FtsZ varligi ve miktarina baglh
bulunmustur (Carballido-Lopez, 2006). Bizim tez ¢alismamizda da kok-kokobasil,
basil ve kok formunda bakteriler kullanilarak hiicre morfolojisi ile FtsZ proteini
iligkisi irdelenmis ve farkli morfolojilerde bakterilerin sitoplazmalarinda yer alan
0zgll isaretli FtsZ protein miktarina gore karsilastirilmast miimkiin olmustur. Genel
olarak bakildiginda kok formunda bir bakteri olan Micrococcus luteus ATCC
9341’in (Sekil 3.16.); kokobasil formundaki Escherichia coli JM 109 (Sekil 3.1.B),
E. coli K92 ATCC 35860 (Sekil 3.3.A ve B), E. coli JM 109 pUC19-ST (Sekil 3.5.),
E. coli ATCC 8739 (Sekil 3.10.), E. coli ATCC 29998’den (Sekil 3.11.) daha fazla
FtsZ proteini igerdigi gozlenmistir. Benzer sekilde basil formundaki Bacillus subtilis
ATCC 6634 (Sekil 3.12.) bakterilerinin kokobasil formundaki bakterilerden daha az,
kok formundaki bakteriden ise ¢ok daha az FtsZ proteini i¢erdigi, isgmalara bakarak
gozlenebilmektedir. Bu sonug¢ bdliinme halkasi olusumunda morfolojiye bagli ¢capin

onemini irdeleyen yukarida adi gecen referanslari desteklemektedir.

FtsZ halkasi, C. crescentus’ta hiicre duvarr uzamasinin ciddi bir boliimiinii
yonlendirir ve bu da FtsZ halkasma hiicre boliinmesi ile iligkili olmayan yeni bir
fonksiyon ekler. FtsZ, temel lipid Il peptidoglikan (PG) hiicre duvart prekiirsoriinii
iireten MurG proteinin yerlesimini diizlemsel olarak diizenleyerek hiicre uzamasinda
temel bir rol oynar, ¢iinkii hiicre uzamasi sirasinda MurG, FtsZ halkas: ile birlikte
yerlesir (Aaron ve ark., 2007; Pichoff ve Lutkenhaus, 2007). Hiicre uzamasi,

kutuplar disinda yanal duvarlar boyunca, varolan polimere yeni PG materyalinin
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daginik sarmal halde girmesi ile meydana geldigi disiintilmekteyken, hiicre
boliinmesi, boliinme alaninda lokalize olmus PG sentezi ile ilerler (Aaron ve ark.,
2007; de Pedro ve ark., 1997). FtsZ’nin hiicre boliinmesi sirasinda septal PG
biiyiimesini yonlendirme rolii de Pedro ve arkadaslar1 (1997) tarafindan E. coli i¢in
gelistirilen D-sistein metodu ile oldukca iyi belgelenmistir. Hiicre boliinmesinin
baslangicinda potansiyel boliinme bolgelerinde murein sentezinin FtsZ’ye bagiml
bir aktivasyonu vardir (de Pedro ve ark., 1997). Diger bir deyisle FtsZ proteinleri zar
ve zar metabolizmasinda gorev alan bilesen ve enzim sistemlerinden etkilenmektedir.
Bu veri FtsZ’nin bir noktada c¢ekirdeklesip sonra bir yay olarak polimerize
oldugunun goziiktigii E. coli’nin kiiresel bir mutant1 iizerine Addinall ve Lutkenhaus
(1996) tarafindan yapilan ¢alismay giiglii bir sekilde desteklemektedir (Addinall ve
Lutkenhaus, 1996). Yaptigimiz bu tez c¢alismasina da temel olusturan bir Onceki
calismada (Y. Mater Doktora Tezi) sialik asit transferinde gorev alan sialiltransferaz
mutant genlerini tastyan E. coli JM 109 pUC19-ST M2 ve E. coli JM 109 pUC19-ST
M3 hiicrelerinde goriilen hiicre sekli ve zar sekli bozukluklari, hiicre iginde vakuoller
olusumlar ve mezozom benzeri birikintiler Okaryotlardaki hiicre iskeleti stres
fibrilleri  birikimlerine benzerlik géstermistir.  Bu  hiicrelerle  yaptigimiz
immiinofloresan ¢alismada E. coli JM 109 pUC19-ST M2 (Sekil 3.7.A,B,C) ve E.
coli JM 109 pUC19-ST M3 (Sekil 3.9.) benzer hiicre morfolojisi bozukluklari
gostermiglerdir. Buna ek olarak yukaridaki literatiirlerde bildirildigi gibi FtsZ
proteini, hiicre merkezinde bir birikme ve yigilma sergilemistir. Hiicrelerde goriilen
sekil bozukluklar1 da FtsZ proteini yi§ilmas: ve/veya dagilimiyla ilgili olabilir. Bu
sonug, bakterilerde PG sentezi, murein sentezinde FtsZ ile yapilan de Pedro ve
arkadaglarinin (1997) sonuglarin1 ve sialiltransferaz enzimi-hiicre zar iligkisine
yonelik Mater (2004) doktora tezi sonuglarini desteklemektedir. Saglikli Escherichia
coli K92 ATCC 35860 (Sekil 3.3.B) hiicrelerinde zara bagli toplanmis FtsZ
proteininin disar1 dogru bombe yapmis olmasi FtsZ’nin hiicre uzamasinda MurG
proteininin yerlesimini diizenleyerek sekil lizerine etkisini destekler (Aaron ve ark.,
2007; Pichoff ve Lutkenhaus, 2007; de Pedro ve ark., 1997). Buna ek olarak
referanslarda bildirilenlerin tersine E. coli K92 ATCC 35860°1n (Sekil 3.4.), E. coli
JM 109’un (Sekil 3.2.), Bacillus subtilis ATCC 6634°tin (Sekil 3.14.) boliinme
asamasinda ve Micrococcus luteus ATCC 9341’in (Sekil 3.16.) boliinme 6ncesi
uzamasinda FtsZ proteinlerinin sitoplazmada ve hiicrenin kutuplarinda yogunlastig

ve hiicre seklini sanki iki ugtan ¢ekercesine uzattigi goriilmektedir. Benzer sekilde
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patlamis Bacillus subtilis ATCC 6634 (Sekil 3.13.) hiicresinden yayilan materyal
icinde FtsZ miktar1 fazladir. Bu FtsZ proteinlerinin hiicre zarinin seklini korumasinda
etkili oldugunu diisiindliirmekte ve bu konuya yonelik yukarida adi gecen

literatiirlerle uyumlu goriilmektedir.

Boliinme alaninda, Z-halkasini olusturmasina ilaveten, FtsZ, hiicre iskelet
proteinleri MreB, Mbl, MreBH ve MinD tarafindan olusturulan sarmal yapilara
benzeyen, hiicrenin uzun ekseni c¢evresine sarilan gegici sarmal dizileri olusturur
(Nanninga, 1998; Shih ve Rothfield, 2006). E. coli’de Z-halkasi olusumunun yerinin
belirlenmesinde iki temel negatif diizenleyici vardir: niikleoid ve min sistemi. Min
sistemi proteinleri tarafindan Z-halkasi olusumu, sonradan septum olusumu ig¢in
istenen bolgede kisitlanir; soyle ki, MinC hiicre kutuplarina yakin FtsZ
polimerlesmesini engeller (Amos ve ark., 2004; Errington ve ark., 2003; Graumann,
2004; Lowe ve ark., 2004; Margolin, 2000; Norris ve ark., 2004). Niikleoid ise
bolinme islemi i¢in fiziksel bir engel teskil eder (Nanninga, 1998). Niikleoid
okliizyon, niikleoidler boyunca boliinmeyi engeller ve boliinmeyi, normalde, ayrilan
niikleoidler arasindaki hiicre ortas1 bolgeye veya kutup bdlgesine yonlendirir
(Errington ve ark., 2003; Lafontaine ve ark., 2007). Z-halkasi, orta hiicrede olusmak
yerine, ayrilmamis niikleoid kiitlesinin kenarlarinda da olusur. Orta hiicredeki birincil
bolgenin bloke oldugu durumlarda bu bélge, FtsZ olusumu i¢in uygun bdlgedir (Sun
ve Margolin, 2001). Sporulasyona yonelik yapilan bir ¢alismada benzer asimetrik
bolinmede hiicre ortasi halkasinin kaybolmasini takiben, yeni Z-halkalarinin her iki
kutupta da gorildigiint, FtsZ-GFP flizyonu kullanarak Ben-Yehuda ve Losick
(2002) gostermistir (Ben-Yehuda ve Losick, 2002). Bizim ¢alismamizda boliinme
asamasinda kok-kokobasil sekline sahip E. coli K92 ATCC 35860 (Sekil 3.4.) ve E.
coli JM 109 (Sekil 3.2.), basil sekline sahip Bacillus subtilis ATCC 6634 (Sekil
3.14.) ve kok sekline sahip Micrococcus luteus ATCC 9341 (Sekil 3.16.)
orneklerinde; daha 6nce 6zgiil yesil-sar1 floresan isaretli FtSZ proteinleri ile yapilan
calismalarda (Amos ve ark., 2004; Errington ve ark., 2003; Graumann, 2004; Lowe
ve ark., 2004; Margolin, 2000; Norris ve ark., 2004) bildirilenlerin tersine FtsZ
proteininin boliinme asamasinda bogumlanma alaninda degil, bogumlanmanin ters
yoniinde 6zellikle hiicre kutuplarinda ve sitoplazmada yogunlastig1 goriilmiistiir. Bu

bulgu daha cok spor olusturan bakterilerde FtsZ’nin kutuplarda bulundugunu
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belirleyen ¢alismaya (Ben-Yehuda ve Losick, 2002) benzerlik gostermistir ve ¢ok
dikkat ¢ekici bulunmustur.

Elde edilen sonuglart zetlersek; bu tez ¢alismasinda; ornekler 6zgiin FtsZ
antijeni kullanilarak isaretlenmistir. Ilk kez ii¢ farkli bakteriyal hiicre sekline sahip
bakteride ve karsilastirmali olarak bu isaretleme yapilmistir. Isaretleme protokolii bir
Western blot antikoru olan Anti-FtsZ antikoru ile P.A. Levin protokollerinden
(http://www.biology.wustl.edu/levin/protocols/microscopy/Gluteraldehyde=Parafor
maldehyde.pdf, http://www.biology.wustl.edu/levin/protocols/microscopy/IFM-
Il.pdf) modifiye edilerek olusturulmus, 6zgiin bir immiinofloresan ¢alisma
protokoliidiir ve ilk kez uygulanmistir. Bdylece hizli sonu¢ veren, 0Ozglin bir
isaretleme yontemi gelistirilmistir. Bu sayede prokaryotlarda, hiicre iskeleti
calismalarinda, FtsZ proteinine 06zgiil immiinofloresan isaretlemede, farklh
morfolojilere sahip hiicrelerde kolayca uygulanabilecek bir yontem olusturulmustur.
FtsZ proteini genel olarak her ii¢ hiicre formunda sitoplazmada dagilmis halde ve
zaman zaman hiicre zarina bagl olarak bulunmustur. Hiicre seklinin korunmasinda
gorevli oldugu gozlenmistir. Tiim bu bilgiler kismen ve/veya tamamen referanslar ile
desteklenmis ve uyumlu goriilmiistiir. Buna ek olarak elimizdeki bazi referanslarin
tersine 0zgiil antikorla isaretli FtsZ proteini boliinme asamasinda boliinme halkasinda
veya bogumlanma bolgesinde degil, bogumlanma, boliinme bolgesinin tam ters
yoniinde hiicrenin kutuplarinda, hiicre zarina bagli ve/veya hiicre sitoplazmasinda

kiictik birikintiler halinde gbzlenmistir.

Yapilan c¢alisma, hiicre zar1 tanima-tutunma mekanizmasinda rol oynayan
sialik asit transferaz (sialiltransferaz) mutant hiicrelerde diizensiz dagilimlar
gostermesi nedeni ile FtsZ proteini ve sialik asit metabolizmasi arasinda bir etkilesim
olabilecegi diisiincesini desteklemistir. FtsZ ve/veya benzeri proteinler ile hiicrede
sialiltransferaz etkinligi ya da bozulmus etkinligine bagli yapilanma arasindaki
baglantinin belirlenmesi amaciyla ileriye yonelik ¢alismalara, hiicre zar1 ve hiicre
sekli arasindaki baglantilara yonelik ¢alismalara, sadece bakterilerde bulunan ve
Ozgiil bir hiicre iskelet elemani proteinleri olan MinD/ParA sistemi ¢aligmalarina

onciliik edebilir.
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