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ÖZET 
 

TEZ BAġLIĞI: Olası Bakteriyel Hücre Ġskelet Sisteminin Ġmmün Floresan Boyama 

Yöntemi ile Gösterilmesi 

YAZARIN ADI: Ceren BÜYÜKKAYALAR 

 

Hücre iskelet sistemi, ökaryot hücrelerde sitoplazmada protein 

filamentlerinden oluĢan bir sistemdir. Bu sistem, hücrenin belirli bir Ģekle sahip 

olması, hücre bölünmesinde kromozomların birbirinden ayrılması, hücrenin ikiye 

bölünmesi ve içinde bir yerden baĢka bir yere madde taĢınması gibi olaylarda rol alır. 

Yakın bir geçmiĢe kadar hücre iskelet sisteminin ökaryotik hücrelere özgü bir sistem 

olduğunun düĢünülmesine karĢın, son yirmi yılda yapılan yapısal ve biyokimyasal 

çalıĢmalar, FtsZ, MreB ve crescentin proteinlerinin sırasıyla tubulin, aktin ve ara 

filament proteinlerinin prokaryotik atası olduğuna dair bilgiler içermektedir.  

 

Bu tez çalıĢması kapsamında kullanılan bakteri örnekleri, daha önce yapılmıĢ 

bir doktora çalıĢmasında laboratuvarımızda kullanılan Escherichia coli JM 109, E. 

coli K92 ATCC 35860 bakteri suĢları, E. coli K92 ATCC 35860 soyunun kapsül 

yapısını oluĢturan polisialik asitlerin yüzeye eklenmesinden sorumlu olan 

sialiltransferaz enziminin sentezini sağlayan neuS genini taĢıyan rekombinant E. coli 

JM 109 pUC19-ST ve neuS geninin nokta mutasyonlarını içeren rekombinantlar E. 

coli JM 109 pUC19-ST M2 ve E. coli JM 109 pUC19-ST M3‟tür. Bu örneklere ek 

olarak Ege Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma Uygulama Merkezi (EBĠLTEM) 

tarafından hediye edilen kolleksiyon bakterileri E. coli ATCC 8739, E. coli ATCC 

29998, B. subtilis ATCC 6634 ve Micrococcus luteus ATCC 9341 kullanıldı. 

 

Bu tez çalıĢmasında bakteriyel hücre iskelet sistemi FtsZ proteini 

çalıĢılmıĢtır. Buna göre, FtsZ proteinine özgül bir Western blot antikoru olan Anti-

FtsZ ile iĢaretlenerek Alexa Fluor
®
488 boyası içeren FluoroNanogold

TM
 ile 

boyanmıĢtır. Özgün bağlanmıĢ FtsZ proteini tüm bakteri örneklerinde floresan 

mikroskobu ile gösterildi. Çekilen mikrograflarda FtsZ proteini genel olarak her üç 

hücre morfolojisinde (kok-kokobasil, basil, kok) sitoplazmada dağılmıĢ halde ve yer 

yer hücre zarına bağlı olarak bulundu. FtsZ proteini bölünme aĢamasında bölünme 



 v 

bölgesinin tam ters yönünde hücrenin kutuplarında, zara bağlı ve/veya sitoplazmada 

küçük birikintiler halinde gözlendi. 

 

 ÇalıĢmanın özgünlüğünü sağlayan sonuçlar ise bölünme aĢamasındaki 

prokaryot hücrelerde, FtsZ proteini Ģimdiye kadar yapılan diğer çalıĢmalardan farklı 

olarak kutuplara doğru ve zarda birikim gösterdi. Ġlk defa FtsZ için özgül bir Western 

blot antikoru, immün floresan iĢaretleme protokolünde kullanıldı ve bu proteine 

yönelik özgün sonuçlar alındı.  
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SUMMARY 
 

 

TITLE OF THESIS: Display of Potential Bacterial Cytoskeletal System by Immune 

Fluorescence Staining Method  

AUTHOR: Ceren BÜYÜKKAYALAR 

 

 

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 EBĠLTEM (Ege 

Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma 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 

protein, and then with FluoroNanogold
TM

 including Alexa Fluor
®

488 dye. 

Specifically labeled FtsZ protein was monitored by fluorescent microscope for all 
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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. GĠRĠġ 
 

Hücrelerin çoğu, hücre duvarlarını kararlı kılan ve hücreye bir miktar sertlik 

veren faktörlere ihtiyaç duyar.  Bu tür faktörler, hücre morfolojisinin korunması için 

önemlidir. Hücresel yaĢam, kromozomların fiziksel olarak ayrılması ve hücrenin iki 

yavru hücreye bölünmesinin yanı sıra hücre içindeki hücre altı yapıların taĢınması 

gibi birçok dinamik olaya dayalıdır. Doğa, hücre iskelet sistemi diye adlandırılan, 

hem hücre kararlılığı/morfolojisi, hem de hücre dinamiği yönünden anahtar 

elemanlar olan bir sınıf protein evrimleĢtirmiĢtir. Hücre iskelet elemanları, 

gerçekleĢtirdikleri göreve göre oldukça dinamik veya statik olabilen filament 

Ģeklinde yapılar oluĢtururlar (Graumann, 2007). 

 

Ökaryotik hücreler üç değiĢik hücre iskeletinin filament sistemini içerir. Bu 

üç tür, filamentin çapına göre ayırt edilir: kalın mikrotübüller (25 nm), ince aktin 

filamentleri (7 nm) ve ara filamentler (IF) (10-12 nm) (Alberts ve ark., 2002; 

Lutkenhaus, 2003). Prokaryotlarda iyi tanımlanmıĢ karmaĢık bir hücre iskeletinin 

veya iskeletsel elemanların varlığı, elektron mikroskobunun icadından sonra bile 

uzun süre bulunamamıĢtır (Mayer, 2003). Ġlk olarak, Bi ve Lutkenhaus (1991), 

elektron mikroskobu ile, tübülin homoloğu olan ve filamentleĢen, ısıya duyarlı 

protein Z‟nin (FtsZ) bölünme alanında bir halka yapısı oluĢturduğunu göstermiĢlerdir 

(Bi ve Lutkenhaus, 1991). 

 

 Aequorin ve yeĢil floresan proteinlerinin (GFP) keĢfedilmesi mikroskopi, 

hücre biyolojisi, canlı hücre görüntülemesi ve hücre içi sinyallere yönelik hücre 

biyolojisi ile ilgili araĢtırmalarda önemli etkiler sağlamıĢtır (Brooks, 2005). 

Proteinlerin hücre içi yerleĢimlerinin belirlenmesinde GFP ve immünofloresanın 

kullanılabilmesi, bakteriyel hücre bölünmesi araĢtırmalarını oldukça değiĢtirmiĢtir 

(Buddelmeijer ve Beckwith, 2002). Yakın zamanlarda, floresan görüntüleme 

tekniklerinin kullanılması bakterilerde surpriz derecede içsel organizasyonun ortaya 

çıkmasının yolunu açmıĢtır (Møller-Jensen ve Löwe, 2005). Bu sayede, ilk kez, 

2001‟de Jones ve arkadaĢları GFP kullanarak Bacillus subtilis‟te bakteriyel aktin 

homologlarının, hücre Ģekli düzenlenmesinde anahtar roller oynayan, uzun sarmal 
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yapılar halinde organize olduklarını göstermiĢlerdir (Jones ve ark., 2001; Shih ve 

Rothfield, 2006). 

 

Ökaryotlar için mitozun ve sitokinezin baĢarılı bir Ģekilde tamamlanması için 

vazgeçilmez olan hücre iskeletinin eksikliği, prokaryotların tanımlayıcı 

özelliklerinden birisiydi (van den Ent ve ark., 2001). Ancak, bakterilerin belirgin iç 

yapılarının olmadığı hükmü, günümüzde bakteri hücrelerinin çok sayıda organize 

hücre iskeleti elemanları içerdiğinin farkedilmesi ile değiĢmiĢtir (Shih ve Rothfield, 

2006). 

 

Ökaryotik ve prokaryotik hücre iskelet sistemleri arasında önemli farklılıklar 

da ortaya çıkmaktadır. Bunlar arasında hiçbir ökaryotik karĢılığı olmayan en azından 

bir temel bakteriyel hücre iskeleti elemanları grubunun (MinD/ParA grubu) 

varolduğunun bulunması ve analog iĢlevlerin, sıklıkla, ökaryot ve prokaryotlarda 

farklı hücre iskelet sınıfları tarafından ve çoğu kez farklı mekanizmalar kullanılarak 

gerçekleĢtirildiğinin bulunması sayılabilir (Carballido-López, 2006; Grauman, 2007;  

Lewis, 2004; Shih ve Rothfield, 2006). 

 

Bakteriyel hücre iskelet yapıları, hücre içinde uzun menzilli düzenlemeler 

gösteren ve in vitro da kendi kendilerine uzun polimerik yapılar halinde birleĢebilen 

tek bir sınıf proteinin polimerlerine dayanan, filament halindeki yapılar olarak 

tanımlanabilir. Bakteriyel hücre iskeleti, bu tanıma uyan çesitli hücre içi yapılardan 

oluĢur (Shih ve Rothfield, 2006).  

 

1.1. Bakteriyel Hücre Ġskelet Elemanları 
 

1.1.1. Aktin Homologları 

 

Bakteri hücrelerinden, aktin-benzeri ve aktinomiyozin benzeri komplekslerin 

izole edilmesine yönelik çok sayıda deneme yapılmıĢ fakat bu çalıĢmaların hiçbirisi 

sonuç vermemiĢ ve belirli bir proteinle iliĢkilendirilememiĢtir. Asıl buluĢ, 2001‟de 

MreB ve Mbl (MreB benzeri) Bacillus subtilis proteinlerinin hücre morfogenezinde 

farklı olaylar için gerekli olduklarının ve hücre boyunca uzanan sarmal bir yapı 
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oluĢturduklarının gösterilmesi ile gerçekleĢmiĢtir (Jones ve ark., 2001). Bundan kısa 

süre sonra, Thermotoga maritima‟dan çıkarılan MreB‟nin aktin benzeri bir 

polimerizasyon gerçekleĢtirdiğinin ve üç boyutlu yapısının aktine dikkat çekici 

düzeyde benzediğinin gösterilmesi ile bu sarmal filamentlerin doğası ortaya 

çıkarılmıĢtır. Bakteri hücrelerinde hücre iskeleti yapılarını oluĢturan iki aktin 

homoloğu (ParM, MamK) ve bir arkeal aktin (Ta0583) belirlenmiĢtir (Carballido-

López, 2006). 

 

Bu aktin homologları ökaryotik aktin ile değiĢen derecelerde dizi 

benzerlikleri ve önemli yapısal benzerlikler gösterirler. Aktin üst ailesinin 

karakteristiği olan, aktin benzeri bir katlanma Ģeklini paylaĢırlar ve bu yapının en 

korunan bölgesi aktin ATPaz “domain”idir. Aktin filamentleri genellikle, filament 

büyümesi, dağılması, kesilmesi gibi dinamiklerde düzenleyici roller üstlenen diğer 

bir miktar protein ile birlikte hareket eder. Birçok bakteriyel aktin homoloğu için bu 

tür filament iliĢkili düzenleyici elemanlar henüz tanımlanmamıĢtır (Amos ve ark., 

2004; Shih ve Rothfield, 2006). 

 

1.1.1.1. MreB ve  MreB homologları 

 
 Çomak Ģekilli bakterilerde 1960‟ların sonlarında keĢfedilen lokuslardan birisi 

Mre (murein kümesi E) operonuydu. Bu lokus E. coli ve birçok bakteride üç gen 

içerir, bunlar mreB, mreC, ve mreD olarak adlandırılır. MreBCD genleri genellikle 

yuvarlak Ģekilli bakterilerde bulunmaz. Her üç gende de mutasyon olması düzensiz 

ĢiĢkinlikte veya oval yuvarlak hücrelerin oluĢmasına yol açar. MreB ilk olarak 

1988‟de tanımlandı, fakat aktine olan benzerliği ancak 1992‟de ortaya çıktı 

(Carballido-López, 2006; Grauman, 2007). X-ıĢını kristallografisi ve elektron 

mikroskopisi kullanılarak Thermotoga maritima‟nın MreB‟sinin aktin homoloğu 

olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 1.1.). MreB amino asit dizisi aktine % 15 benzerlik 

gösterir (Amos ve ark., 2004). 

 

MreB ve MreB homologları, bakterilerde, hücre Ģeklinin belirlenmesi, 

kromozom ayrılması, hücre kutupluluğu ve zarlı organellerin dağılımını da içeren 

birçok hücresel fonksiyonda önemli roller oynayan aktin benzeri hücre iskelet 

proteinleridir (Margolin, 2005; Shih ve Rothfield, 2006). Bazı bakteri türleri, örneğin 
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E. coli ve Caulobacter, tek bir MreB proteini içerir (Møller-Jensen ve Löwe, 2005). 

Diğerleri iki ya da daha çok MreB benzeri protein içerir; örneğin B. subtilis, MreB, 

Mbl (MreB benzeri) ve MreBH (MreB homoloğu) proteinlerine sahiptir (Carballido-

López, 2006; Graumann, 2004; Graumann, 2007; Pichoff ve Lutkenhaus, 2007; Shih 

ve Rothfield, 2006). 

 

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

MreB‟nin kristal yapısı görülmektedir (Löwe ve ark., 2004). 

 

Yuvarlak, MreB‟siz hücreler normal çomak Ģekilli hücrelerden daha büyük 

bir çapa sahiptir. Bu nedenle yuvarlak, MreB‟siz hücreler, Z-halkasını tamamlamak 

için daha fazla FtsZ‟ye ihtiyaç duyar (Kruse ve ark., 2005). Aslında, yuvarlak 

MreB‟siz B. subtilis hücreleri sıklıkla tamamlanmamıĢ Z-halkalarına sahiptir. 

FtsZ‟nin fazla üretimi, bu nedenle, yuvarlak hücrelerin hücre bölünmesini devam 

ettirmelerini sağlar ve anormal hücre Ģekline rağmen (yavaĢ) çoğalmalarına izin 

verir. Diğer bir MreB paraloğu, Mbl proteini, B. subtilis ve B. cereus‟ta bulunmuĢtur. 

B. subtilis’te mbl‟nin çıkarılması ölümcül değildir fakat, yaban tip hücrelerden daha 

yavaĢ büyüyen, oldukça düzensiz Ģekilli hücrelerin oluĢmasına yol açar. MreB, 

ayrıca B. subtilis, Caulobacter crescentus, ve Rhodobacter sphaeroides için 

gereklidir, fakat S. coelicolor veya Azospirillum brasilense için değildir. Bu da 

mreB’nin kompleks Ģekilli bakterilerin tümünde gerekli olmadığını gösterir 

(Graumann, 2007). 
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E. coli’de mreBCD tarafından kodlanan bileĢenlerin yaĢamsal gerekliliği 

araĢtırılmıĢ bu proteinlerden yana yoksunlaĢtırılan hücrelerin her üç tipinde de hücre 

Ģeklinde önemli değiĢiklikler olduğu ve hücrelerin parçalandığı gösterilmiĢtir. Bu 

nedenle bu üç protein hücre canlılığı için gereklidir. Fakat ilginç bir Ģekilde,  ftsQAZ 

genlerini taĢıyan çok kopyalı bir plazmidin varlığı mre operonundaki gen 

çıkarılmalarının ölümcül sonuçlarını bastırır (Kruse ve ark., 2005). 

 

1.1.1.1.1. MreB proteinlerinin hücre iskelet organizasyonu 

 
MreB ve MreB homologlarının Escherichia coli, Bacillus subtilis, 

Caulobacter crescentus, ve Rhodobacter sphaeroides‟te hücresel organizasyonları 

tarif edilmiĢtir. Bu proteinlere karĢı antikorlar kullanılarak yapılan immünofloresan 

deneyler,  MreB ve Mbl‟nin bakterilerde daha önce gözlemlenmeyen farklı yapılar 

ouĢturduklarını gösterdiler.  Her iki protein de hücre zarının altında, noktalar ve 

sarmal filamentler halinde iplikçikler oluĢtururlar (Carballido-López ve Errington, 

2003; Jones ve ark., 2001; Lewis, 2004; Møller-Jensen ve Löwe, 2005; van den Ent 

ve ark., 2001). Mbl filamentleri bir kutuptan diğerine uzanır ve MreB filamentleri 

baskın oranda hücre merkezine yakın bulunur. Mbl filamentlerinin, MreB 

filamentlerinden farklı sarmal adımlarına (sarmalın bir noktasından bir sarmal 

dönüĢü izleyen bir sonraki nokta arasındaki uzaklık) sahip olduğu ve bu nedenle 

farklı yapılar oluĢturdukları görülmüĢtür. Bu deneyler, bakterilerde hücre 

morfolojisini düzenleyen hücre iskelet yapılarının olduğunu göstermiĢtir. MreB 

tüketilmesi ve mbl çıkarılmasının sırası ile, yuvarlak veya uzamıĢ ve burmalı hücreler 

üreten, farklı fenotipleri temel alındığında, MreB‟nin hücre geniĢliğini, Mbl‟in ise  

uzunlamasına büyümeyi kontrol ettiği ileri sürülmüĢtür (Amos ve ark., 2004; 

Graumann, 2004; Graumann, 2007; Jones ve ark., 2001, Lewis, 2004). 

  

MreB, Mbl, veya MreBH‟nin ortamdan çekilmesinin hücre morfolojisi için 

farklı sonuçlarının olması, proteinlerin farklı iĢlevleri gerçekleĢtirdikleri izlenimini 

verse de son dönemde eĢzamanlı aynı-hücre görüntülemesi ile B. subtilis 

MreB‟lerinin üçünün de aslında tek bir sarmal yapıda ve birbirine oldukça yakın 

oldukları bulunduğundan üç MreB ortoloğunun bir hücre iskelet elemanı 

oluĢturdukları açığa çıkmıĢtır (Grauman, 2007; Carballido-López, 2006) (ġekil 1.2.). 
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ġekil 1.2. B. subtilis MreB proteinlerinin Ģematik gösterimi (Graumann, 2007‟den değiĢtirilerek 

alınmıĢtır). 

 

Hücre zarının altındaki MreB ve Mbl filamentlerinin, oldukça dinamik 

oldukları in vivo da gösterilmiĢtir. Fotoağartmadan sonra floresan geri eldesi (FRAP) 

yöntemini kullanarak, Carballido-López ve Errington (2003), GFP-Mbl 

filamentlerinin hızlıca eksildiklerini gösterdiler. Bu deneylerde, bir hücrenin 

uzunlamasına yarısı bir lazer ıĢığı ile ağartılır. Hücrenin ağartılan kısmında GFP-Mbl 

floresanının yaklaĢık 8 dakika içinde yeniden görülmesi, yapıların, hücrenin 

ağartılmamıĢ kısmındaki GFP-Mbl katkısı ile değiĢtiğine iĢaret eder. Floresanın 

yeniden görülmesine, hücrenin diğer yarısında ağartılmamıĢ GFP-Mbl 

filamentlerinin floresan kaybının eĢlik etmesi, ağartılmamıĢ GFP‟nin hücrenin bir 

yanal kısmından diğer kısmına hareket ettiğini göstermesi bakımından önemlidir 

(Carballido-López ve Errington, 2003). Yine baĢka bir çalıĢma, MreB benzeri 

yapıların oldukça dinamik olduklarını göstermiĢtir.  GFP-MreB ve GFP-Mbl 

filamentlerinin 10 saniye aralıklarla yerleĢimlerini değiĢtirdikleri bulunmuĢtur. 

Ayrıca B. subtilis‟teki GFP iĢaretli MreB ve Mbl sarmal yapılarında hızlı hareketler 

gözlemlenmiĢ, birkaç saniyelik bir zaman aralığında hücre kutuplarına doğru ve 

hücre kutuplarından uzağa doğru, farkedilebilen tek yönlü hareketleri içerdiği 

görülmüĢtür (Carballido-López, 2006; Graumann, 2004; Graumann, 2007; Møller-

Jensen ve Löwe, 2005; Shih ve Rothfield, 2006).  

 

1.1.1.1.2. MreB polimerleĢmesi ve depolimerleĢmesi 

 

MreB filamentlerinin yapısı ve polimerleĢme özellikleri hakkındaki mevcut 

tüm bilgi, termofilik organizma Thermotoga maritima’dan elde edilen MreB ile 
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yapılan çalıĢmalara dayanır fakat bu türde proteinin hücresel organizasyonu henüz 

araĢtırılmamıĢtır. MreB yapısının aktin ile benzer olduğu ve MreB‟nin bu nedenle 

aktinin bakteriyel homoloğu olduğu gösterildiğinde, bakterilerin aktin benzeri bir 

hücre iskeletine sahip olduğu açığa çıktı. T. maritima‟nın MreB‟sinin  üç boyutlu 

yapısı sadece küçük farklılıklarla neredeyse tüm uzunluğu boyunca aktinin üstüne 

oturtulabilir (Löwe ve ark., 2004) (ġekil 1.1.).  

 

Elektron mikroskobunun kullanımı ile, MreB‟nin, ATP veya GTP‟nin 

varlığına bağlı (fakat magnezyumun değil) uzun filament benzeri yapılar olarak 

birleĢtiği gösterildi. Bu filamentlerde iki MreB ipliği düz bir protofilament oluĢturur. 

Ökaryotik aktinin aksine,  bu iki ipli filament sarmal değil düzdür (Carballido-López, 

2006; Graumann, 2007). PolimerleĢme hem ATP hem de GTP varlığında aynı ölçüde 

gerçekleĢir ve bu nedenle, sadece ATP varlığında gerçekleĢen, aktin 

polimerleĢmesinden farklıdır. MreB‟nin ATP hidrolizi aktin ile aynı kinetiğe sahiptir. 

ATP‟yi GTP‟ye tercih eden aktinden farklı olarak, MreB, aktin tarafından 

oluĢturulanlardan daha sert filamentler oluĢturmak üzere hem ATP‟yi hem de GTP‟yi 

eĢit derecede iyi kullanır.  Dahası, aktin tek protofilamentler halinde birleĢirken, 

MreB, filament demetleri halinde birleĢir. Filamentler bir jelleĢme süreci geçirir ve 

katı benzeri bir yapı oluĢur. Demetler halindeki MreB yapısı, eĢleniği olan filament 

aktin (F-aktin) yapısından çok daha serttir ve özellikleri aktinden ziyade ökaryotik 

IF‟lere benzerdir. Bunların arasında, yüksek elastikiyet, polimerleĢme için düĢük 

kritik konsantrasyon ve demetleĢme için yüksek bir eğilim yer alır. MreB 

filamentlerinin, bakteri hücrelerine çomak Ģeklinin veya diğer kompleks Ģekil 

tiplerinin korunmasına katkıda bulunacak mekanik sertliği sağlama potansiyeli vardır 

(Carballido-López, 2006; Graumann, 2007; Shih ve Rothfield, 2006). MreB 

polimerleĢmesi, ATPaz aktivitesini uyarır, fakat MreB polimerleĢmesi ile fosfat 

salınımı eĢ zamanlı değildir. Bu, ATP hidrolizinin, MreB monomerleri filamentlere 

eklendikten sonra gerçekleĢtiği ve ATP hidrolizinden çok ATP bağlanmasının 

büyüyen polimere alt ünite eklenmesi için yeterli olduğu anlamına geldiğinden 

polimerleĢme süreci bu bakımdan aktine benzer (Shih ve Rothfield, 2006). 
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1.1.1.1.3. MreB ve MreB homologlarının hücresel iĢlevleri 

 

  Hücre şeklinin belirlenmesi: mreB geninin, MreB ve MreB benzeri aktin 

homologlarının neredeyse tüm çomak Ģekilli bakterilerde bulunduğu fakat kok 

Ģekillilerde bulunmadığı gösterilmiĢtir. MreB‟siz hücrelerin genellikle küre halinde 

büyümesi, MreB‟nin çomak Ģekilli bakterilerde hücre Ģeklinin belirlenmesinde rol 

aldığı izlenimini verir (Carballido-López, 2006; Shih ve Rothfield, 2006). Koklarda 

MreB‟nin bulunmamasını ve hücre duvarı biyosentetik enzimlerinin yerleĢiminin 

MreB‟ye bağımlılığını içeren ilave kanıt, MreB‟nin, silindirik hücre duvarı 

büyümesini güçlü bir Ģekilde sürdürmek üzere hücre duvarı biyosentezini 

yönlendirdiği fikrini destekler (Margolin, 2005). 

 

Çoğu bakteriler, izole edildiğinde, bakterinin Ģeklini koruyan sert bir hücre 

duvarı ile çevrelenmiĢlerdir, ki bu da bakteri Ģeklinin, yeni hücre duvarını kuran 

enzim sistemi tarafından belirlendiği fikrini ortaya çıkarmaktadır (Carballido-López, 

2006; Kruse ve ark., 2005; Lutkenhaus, 2003; Møller-Jensen ve Löwe, 2005; Pichoff 

ve Lutkenhaus, 2007; Young, 2003).  MreB iç zarın altında sarmallar oluĢturur ve 

muhtemelen hücre duvarı sentezleyen transmembran enzimleri periplazmaya 

konumlandırarak hücre Ģeklini belirler (Kruse ve ark., 2005; Jones ve ark., 2001; 

Lutkenhaus, 2003). Zaten mreB operonu, murein sentezinde yer alan, geniĢ bir gen 

topluluğunun bir parçasıdır. Bu da MreB ve sert murein dıĢ iskeletinin sentezi 

arasında olası bir iliĢki olduğunu gösterir (Kruse ve ark., 2005; Shih ve Rothfield, 

2006). Ayrıca E. coli’de mreB’nin mutasyonu veya çıkarılması, hücre duvarı 

sentezini hedef alan antibiyotiklere karĢı oldukça hassas yuvarlak ve yavaĢ büyüyen 

hücrelerin oluĢmasına yol açar.  Benzer bir fenotip daha aĢağıdaki mreC ve mreD 

genlerinin mutasyonu sonucunda da oluĢur. Bu deneyler de MreB‟nin hücre duvarı 

sentezinde etkili olduğu izlenimini verir (Graumann, 2007).   

 

Çomak biçimli hücrelerin Ģekli, uzunlamasına murein sentezinden sorumlu 

olan enzimlere dayanır. Çomak Ģekil, MreB ve MreB homologlarının varlığına da 

dayalıdır, çünkü bu proteinlerin ortadan kalkması normal çomak Ģeklin kaybolmasına 

ve küresel hücreler oluĢmasına veya Mbl‟nin kaybolması durumunda, geniĢ çıkıntılar 

ve hücre kalınlığındaki geniĢleme ile deforme olan hücreler oluĢmasına yol açar. 

Mbl‟nin silindir hücre duvarı sentezini kontrol ettiği öne sürülmüĢtür. Farklı birçok 
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hücresel proteinler de çomak Ģeklin oluĢturulmasına karıĢır, çünkü bu proteinlerin de 

ortamdan alınması çomaktan küreye geçiĢe yol açar. Bunların arasında, bir murein 

biyosentetik enzim olan penisilin bağlayan protein 2 (PBP2) bulunur. PBP2, yanal 

peptidoglikan (PG) sentezinden sorumludur (Kruse ve ark., 2005; Shih ve Rothfield, 

2006). 

 

MreB ve homologları, çomak bakterilerin Ģeklini, murein biyosentetik 

enzimlerini, hücrenin uzun ekseni boyunca yönlenen sarmal bir biçimde organize 

ederek düzenler. Bu, floresan iĢaretli vancomycin ile yapılan çalıĢmalarda öne 

sürülmüĢtür. Vancomycin çalıĢmaları, B. subtilis‟teki olgun mureinin en yakın 

öncülerinin hücrenin uzun ekseni boyunca uzanan sarmal bir düzende organize 

olduklarını ve MreB ile Mbl‟nin dağılım Ģekline benzediklerini göstermiĢtir. Sarmallı 

vancomycin düzeni MreB homoloğu Mbl‟nin varlığına dayalıdır. Gram-pozitif 

Corynebacterium ve Streptomyces türleri gibi MreB içermeyen çomak Ģekilli 

hücrelerin, yeni hücre materyalini, yanal duvar ve kutup bölgelerine eklemesine 

karĢın; kokların, yeni hücre duvarı katmanlarını sadece bölünme alanlarına eklediği 

gösterilmiĢtir (Carballido-López, 2006; Graumann, 2007; Møller-Jensen ve Löwe, 

2005). 

 

Çomak Ģekil için gerekli olan biyosentetik murein transpeptidaz ve aynı 

zamanda penisilin bağlayan PBP2, hücre silindiri boyunca, MreB ve Mbl‟ninki gibi, 

sarmal bir biçimde dağıtılmıĢtır. Bu C. crescentus’ta gösterilmiĢtir ancak aynısının E. 

coli için de geçerli olması olasıdır. PBP2‟nin sarmal dağılım düzeni, MreB ve MreC 

varlığına bağlıdır. Bu, sarmal MreB ve MreC yapılarının PBP2‟nin hücresel 

organizasyonunun belirlenmesinde önemli rol üstlendiği anlamına gelir (Shih ve 

Rothfield, 2006). MreC,  E. coli ve B.subtilis çalıĢmalarında gösterildiği gibi, MreB 

hücre iskeleti ve murein biyosentetik makinesi arasında bir köprü vazifesi görür. 

MreD proteini ise E. coli ve B. subtilis gibi organizmalarda bu köprü kompleksinin 

bir elemanı olabilir. Çünkü, E. coli MreC proteini bakteriyel ikili hibrit testlerinde 

MreB ve MreD ile etkileĢirken MreB, MreD ile etkileĢmez (Kruse ve ark., 2005). Bu, 

MreC‟nin olası bir multiprotein kompleks içinde, MreB ve MreD arasına eklenmiĢ 

olabileceği izlenimini verir. Ġlaveten, birçok delil, MreB, MreC, MreD, PBP2 ve 

belki de diğer murein biyosentetik enzimlerin, MreB hücre iskeletinin, murein 

sentezinin topolojisi üzerine etkilerini düzenleyen bir yapının elemanları 
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olabileceğine iĢaret eder (ġekil 1.3.). Ġlginç biçimde, MreB veya MreC‟den birinin 

kaybolması, PBP2‟nin sarmal yapısını kaybetmesine ve C. crescentus‟ta da hücre 

ortasında lokalize olmasına yol açar. Bu, PBP2‟nin hücresel lokalizasyonunun, ve 

büyük ihtimalle etki alanının, hücre bölünme makinesi ve MreB/MreC hücre iskeleti 

arasındaki etkileĢimle düzenlendiği izlenimini verir (Carballido-López, 2006; Shih ve 

Rothfield, 2006). 

 

ġekil 1.3. E. coli’de hücre iskeleti ile bağlantılı hücre duvarı sentezi proteinleri. Sitoplazmik MreB 

hücre iskeleti MreC ve MreD ile  PBP murein biyosentetik enzimlere bağlı. RodA kompleksin bir 

elemanı olabilir, ve bazı dıĢ zara bağlı proteinlerin MreC ile ilgili yapıların bir parçası olabilir. OM, 

dıĢ zar; PG, peptidoglikan (murein); IM, iç zar (Shih ve Rothfield, 2006). 

 

MreBH filamentleri, B. subtilis‟de yanal duvar hidrolizini yönetir. Yakın 

dönemde, MreBH‟ın B. subtilis hücre morfogenezinde önemli bir rolü olduğu 

gösterilmiĢtir. MreBH‟ın tükenmesi, MreB ve Mbl tükenmesi durumlarından farklı 

olarak hafif bir hücre Ģekli bozukluğuna yol açarak hücreleri eğik ve ĢiĢkin hale 

getirir. MreBH‟nin kaybının hücre duvarı hidrolazı olan LytE‟nin özgül 

lokalizasyonunu bozması, MreBH‟nin, büyük olasılıkla LytE‟nin salgılanmasını 

etkileyerek lokalizasyon düzenini ve çalıĢmasını yönlendirdiği izlenimini verir 

(Carballido-López, 2006; Graumann, 2007; Pichoff ve Lutkenhaus, 2007).   
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Hücre kutupluluğu: Çomak Ģekilli bakterilerin kutupları hücrenin geri 

kalanından birkaç yönden farklılık gösterir: Bu farklılıklar; bir dizi zara bağlı 

proteinin özgül polar lokalizasyonunu, belli türlerde polar flagella veya pili olmasını, 

murein ve hücre kutuplarında dıĢardan iĢaretli proteinlerin yıkımının olmamasını, 

yeni oluĢan kutupta anatomik değiĢiklikleri (bakteriyel doğum lekesi) içerir (Shih ve 

Rothfield, 2006). Birçok protein, farklı bakterilerde özgül olarak hücre kutuplarında 

lokalize olur. C. crescentus ve E. coli hücrelerinde mreB’nin çıkarılması ile birçok 

proteinin polar lokalizasyonunu kaybetmesi, MreB‟nin ayrıca hücre polaritesinin 

kurulması ve devam ettirilmesinde yer aldığını gösterir (Graumann, 2007; Møller-

Jensen ve Löwe, 2005).  

 

C. crescentus farklılaĢma döngüsünü yöneten proteinler farklı olarak bir ya da 

her iki hücre kutbuna hedeflenir. MreB, bu proteinlerin polar hedeflenmesi için 

gereklidir (Lewis, 2004). MreB‟nin ortamdan çekilmesinden sonra, bu proteinlerin 

polar lokalizasyonu kaybolur ve hücre içinde dağılmıĢ hale gelirler. MreB, diğer 

organizmalarda da proteinlerin polar lokalizasyonu için gereklidir.  E. coli‟de ve 

benzer Gram-negatif bakterilerde, kemotaksiste, hareketlilikte, salgılamada ve 

virulansta yer alan zarla iliĢkili proteinler normal olarak bir veya iki hücre kutbuna 

yönlendirilir. E. coli‟de bu proteinler ifade edildiğinde, MreB‟nin olmaması bu 

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

 

Bakteri gelişimi ve spor oluşumu: Streptomyces coelicolor büyümesi 

sırasında MreB‟den vazgeçilebilir, ve bu da, yeni hücre duvarı materyali katılımının, 

yan taraflar değil de, büyüen S. coelicolor hücrelerinin ucundan olduğu fikri ile 

uyumludur. S. coelicolor mreB mutantlarında, yüzeyden havaya doğru uzayan aerial 

hiften üretilen spor oluĢumunda Ģiddetli bozukluklar görülür. MreB mutantı sporları 

oldukça geniĢlemiĢ, biçimsiz olup yaban tip sporların kolaylıkla yaĢayabildikleri 

stres koĢullarına oldukça hassastırlar. MreB sporlaĢan aerial hiflerin bölmelerinde 

lokalize olur. Bu nedenle, Streptomyces’te mreB geni farklılaĢma olayında kullanılır, 

büyüme sırasında çomak Ģeklinin korunmasından çok, sporlarda hücre duvarının 

doğru Ģekilde oluĢumunu etkiler. Bu görüĢe uygun olarak, MreB sadece spor 

oluĢturan aktinomisetlerde bulunur (streptomycetes gibi) fakat, Corynebacterium 

glutamicum gibi polar uzama ile uzadığı halde sporlaĢamayan türlerde bulunmaz. 
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mreC’nin çıkarılması, hücrelerin yavaĢ büyümesine yol açar ve bu da MreB‟nin 

aksine, MreC‟nin vejetatif S. coelicolor hücrelerinde önemli bir rol oynadığını ifade 

eder (Graumann, 2007). 

 

Hücre bölünmesi: Mbl proteinlerinin sarmal lokalizasyonu FtsZ 

yokluğundan etkilenmez. Buna rağmen, C. crescentus‟da bölünme düzlemi ve MreB 

halkalarının oluĢumu FtsZ‟ye bağlıdır. Bu da, MreB proteinlerinin hücre 

bölünmesinde rol aldığını düĢündürür. Bu fikir çeĢitli gözlemlerle desteklenmiĢtir. 

Birincisi, S-(3,4-diklorbenzil) izotioüre‟ye (A22) maruz bırakılan C. crescentus 

hücreleri bölünememekte ve bu da DNA ayrılması ile uyarılan hücre döngüsü kontrol 

noktasının varlığına veya MreB‟lerin hücre bölünmesinde bağımsız bir rolü olduğuna 

iĢaret etmektedir. Ġkincisi, hücre bölünmesi ve Z-halkasının konumu B. subtilis mreB 

ve mbl mutantlarında bozulmuĢtur. Bu bozukluklar, mreB ve mbl mutant hücrelerinin 

geniĢ ve düzensiz yan duvarları etrafında Z-halkasının yayılmasının ikincil etkisi 

olarak düĢünülmüĢtür. Buna rağmen hücre bölünmesi sırasında MreB‟lerin FtsZ ile 

birlikte görev almasının sonucu da olabilirler. MreB‟nin hücre her bölündüğünde 

doğru çapı sağlamak üzere bölünme bölgesinde sürekli görev aldığı da öne 

sürülmüĢtür. MreB proteinlerinin hücre bölünmesinde birincil bir rol mü oynadığı 

yoksa bölünme üzerindeki etkilerinin diğer iĢlevlerinin ikincil bir sonucu mu olduğu 

halen net değildir (Carballido-López, 2006). 

 

Kromozom ayrılması: Normal hücre döngüsü sırasında, yavru nükleoidler, 

hızlıca hücrenin karĢıt kutuplarına doğru ilerlerler, ve bu, yeni yavru hücrelere eĢit 

olarak dağılımı sağlar. Hücrenin her bir yarısında, kromozom bölgelerini iten ve 

çeken aktif birer hücre içi makinenin olması gerekir. Kromozom ayrılmasını neyin 

yönettiği hala bilinmemektedir, fakat bu iĢlem için MreB‟nin faaliyeti önemli ve 

gereklidir. MreB, DNA‟nın orijin bölgesi ile bağlıyken terminus bölgesinde bağlı 

değildir, bu da MreB‟nin, erken kromozom ayrılması iĢleminin önemli bir elemanı 

olduğunu gösterir (Graumann, 2007).  

 

Son çalıĢmalar, MreB‟nin özgül olarak bakteriyel kromozomun replikasyon 

orijini bölgesini ayıran kinetokor-benzeri bir kompleksin parçası olduğunu akla 

getirmektedir. MreB‟nin karıĢıklığının oriC konumlanmasının değiĢimi de dahil 

kromozom ayrılması ile ilgili ciddi sorunlara neden olduğu keĢfedilmiĢtir. Kromatin 
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immünopresipitasyonu kullanılarak MreB‟nin oriC‟ye ve C. crescentus 

kromozomunun birkaç kilobazı içeren küçük bir bölgesine, doğrudan veya dolaylı, 

özgül olarak bağlandığı gösterilmiĢtir (Margolin, 2005). 

 

B. subtilis ve E. coli gibi çomak Ģekilli hücrelerde, replikasyonun 

baĢlamasından sonra, kromozomların duplike edilen bölgeleri karĢı kutuplara doğru 

ayrılırlar. Bu olay E. coli ve C. crescentus hücrelerinde MreB ortadan kaldırılırsa 

bozulur. Normal kromozom ayrılması için, MreB‟nin gerekliliği yönündeki daha 

fazla veri,  E. coli ve C. crescentus‟ta yeni oluĢan kromozomların orijin ve terminus 

bölgelerinin ayrılması çalıĢmalarından geldi. MreB ortologlarının kromozom 

ayrılmasında yer almasının doğrudan bir delili, C. crescentus’ta yapılan deneylerde 

A22 ilacının eklenmesinin MreB filamentlerinin oluĢmasını hızla etkilemesi ve hücre 

iskeleti yapılarının ayrıĢmasına neden olmasıdır.  MreB filamentlerinin kaybolmasına 

orijin bölgelerinin ayrılamaması eĢlik eder, buna rağmen, A22, orijinler ayrıldıktan 

sonra eklenirse, terminuslar ayrılabilir (Carballido-López, 2006; Graumann, 2007).  

  

Replike olan kromozomları uzayan MreB filamentlerine bağlayan bir (veya 

birden çok) adaptörün varolması gerekir.  Alternatif olarak, E. coli MreB‟sinin in 

vivo da, RNA polimeraz (RNAP) ile etkileĢtiği bulgusuna dayanarak öne sürüldüğü 

gibi, MreB, RNA polimeraz için bir çapa görevi görebilir. Çoğu gen replikasyon 

orijinlerinden uzağa doğru yönlenmiĢlerdir ve MreB ile bağlanmıĢ RNAP 

molekülleri vasıtası ile karĢıt hücre kutuplarına taĢınabilirler (Graumann, 2007). Aynı 

Ģekilde, MreB ve RNAP‟ın ikisinin de E. coli‟de kromozom ayrılması için gerekli 

oldukları yönünde ikna edici kanıtlar sunularak MreB ve RNAP‟ın kromozom 

ayrılmasında birlikte görev aldığı öne sürülmüĢtür (Carballido-López, 2006).   

 

E. coli ve C. crescentus için elde edilen sonuçlara karĢıt olarak, B. subtilis‟te 

kromozom ayrılması için MreB veya baĢka bir aktin homoloğunun (Mbl veya 

MreBH) gerekli olup olmadığı bilinmemektedir. B. subtilis‟te MreB olmaması 

kromozom ayrılmasında belirgin bozukluklara yol açmaz ve MreB ile Mbl‟nin 

olmaması sadece hafif ayrılma bozukluklarına yol açar. Üçüncü aktin homoloğu 

MreBH‟nin B.subtilis kromozom ayrılmasını etkileyip etkilemediği konusu 

açıklanmayı beklemektedir (Shih ve Rothfield, 2006). 
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B.subtilis‟te MreB‟nin olmaması, kromozomları içeren nükleoidlerin hızla 

dekondanse olması ve çekirdeksiz hücrelerin oluĢması ile sonuçlanır. Diğer bir 

deyiĢle, MreC ve MreD sentezi devam etse bile (genleri mreB ile aynı promotör 

tarafından kontrol edilir) hücre bölünmesinden sonra DNA içermeyen hücreler ortaya 

çıkar. Kromozom ayrılmasındaki bozukluk hücre morfolojisindeki bozukluk 

görülmeden önce ortaya çıkar. Ayrılma bozuklukları, orijin bölgelerinin ayrılması 

aĢamasında ortaya çıkar, MreB yokluğunda (ve daha az ölçüde Mbl eksikliğinde), 

orijin bölgeleri genellikle hücre ortasında kalır veya aynı hücre yarısına taĢınırlar. 

ΔmreB hücrelerinde Mbl‟nin ortadan kaldırılması, büyümenin durmasında, düzenli 

hücre Ģeklinin tamamen kaybolmasında ve kromozom ayrılmasında bozukluğa yol 

açar. Bu gözlem, özel koĢullar altında Mbl‟nin kısmen MreB fonksiyonları edindiği 

izlenimini verir, ve bir paraloğun kaybolmasının karıĢık MreB/Mbl/MreBH 

polimerini zayıflattığı fakat bunun özel ortam koĢulları ile telafi edildiği fikrini 

güçlendirir (Graumann, 2007). 

 

MreB hücre iskeletinin kromozom ayrılmasındaki tam rolünün iyice 

anlaĢılması; MreB sarmal dizilerinin makromoleküler organizasyonunun, filament 

birleĢmesi ve dağılmasının polaritesinin, ve MreB-oriC etkileĢiminin temelinin daha 

iyi anlaĢılmasını gerektirir (Shih ve Rothfield, 2006). 

 

1.1.1.2. ParM sistemi 

 

DüĢük kopya sayılı plazmidlerin kararlı kalıtımı, ATPaz aktivitesi olan bir 

ayırma proteinini içeren bir aktif ayırma sistemi tarafından geçekleĢtirilir. Tip I 

ayırma sistemlerinde, bu proteinler Walker-tipi ATPaz üst ailesine aittir. Tip II 

sistemlerinde ayrılma proteini aktin protein üst ailesine ait olan bir ATPazdır, ve E. 

coli plazmidi R1‟in ParM proteini ile örneklendirilebilir (Shih ve Rothfield, 2006) 

(ġekil 1.4.). ParM amino asit dizisi aktine %12 benzerlik gösterir (Amos ve ark., 

2004). 



 15 

 

ġekil 1.4. ParM proteininin yapısı (Amos ve ark., 2004). 

 

Plazmid R1‟in par lokusu, bakteriyel sistemin ökaryotik hücrelerdeki mitotik 

aygıtın rolünü yerine getiren ve en iyi anlaĢılan örneğidir. Lokus üç gen içerir: parM 

aktin benzeri ParM proteinini kodlar (M, motor anlamında), parC cis-etkili 

sentromerik DNA alanıdır (C, sentromer anlamında); parR (R, represör anlamında), 

parC genlerine bağlanarak par genlerinin transkripsiyonunu otoregüle eder ve ParM 

motor proteinini plazmid DNA‟sına bağlayan ParR proteinini kodlar (Amos ve ark., 

2004; Shih ve Rothhfield, 2006).  

 

Plazmid içeren ve immünofloresan mikroskobu ile görüntülenen hücrelerde 

ParM‟ler, hücrenin uzun ekseni boyunca doğrusal bir filament halinde yapılar 

oluĢtururlar. ParM‟nin hücresel bolluğu (hücre baĢına ~18000 molekül), herbir hücre 

içi filamentin bir miktar protofilament içerdiği izlenimini verir (Carballido-López, 

2006; Shih ve Rothfield, 2006). 

 

ParM filamentlerinin büyümesi, yavru plazmidleri bölünme düzleminin 

karĢılıklı alanlarına doğru iter ve böylelikle plazmidlerin konak hücrede kararlı 

kalmalarını sağlar (Møller-Jensen ve Löwe, 2005; Lewis, 2004) (ġekil 1.5.).    
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  1.1.1.2.1. ParM polimer birleĢmesi ve dağılması 

 

ParM, in vitro da muhtemelen, hücre içi ParM filamentlerine karĢılık gelen 

filamentler oluĢturmak üzere polimerleĢirler. ParM polimerleri çarpıcı Ģekilde F-

aktine benzer, neredeyse aynı açısal bükülmeye sahip çift sarmal yapısını alırlar. 

ParM‟nin dinamik davranıĢının gerektirdiği enerji ATP yıkımından gelir. ParM 

polimerizasyonunun plazmid kopyalarını zıt kutuplara ayırmakta gerekli olan kuvveti 

ürettiği gösterilmiĢtir. In vitro daki her bir filament birer çift iplikli, sarmal yapıdır ve 

muhtemelen herbir sarmal iplik tek bir ParM polimeridir (Carballido-López, 2006; 

Amos ve ark., 2004; Møller-Jensen ve Löwe, 2005; Shih ve Rothfield, 2006). MreB 

filamentlerinin aksine ve aktin ile benzer olarak, iki ParM ipliği sağ el sarmalı 

Ģeklinde, birbiri üzerine sarılır (Grauman, 2007). Aktin ve MreB filamentlerinden 

farklı olarak,  ParM filamentleri in vitro da demetler veya levhalar oluĢturmaz (Shih 

ve Rothfield, 2006).    

 

ParM filamentinin birleĢmesi ve dağılması, ATP bağlanması ve hidrolizi ile 

düzenlenir. Alt ünitelerin sadece filamentin bir ucuna eklendiği aktin filamentlerinin 

aksine, ParM filamentleri büyüyen filamentin her iki ucuna alt ünite eklenmesi ile 

uzarlar. ParM filamentlerinin ucuna alt ünite eklenme hızının aktin filamentlerinin 

büyüme hızı ile benzer olmasına rağmen, dağılma hızı F-aktinden 100 kat daha 

yüksektir. 

 

Polimer büyümesi, ParM-ATP alt ünitelerinin ParM zincirinin ucuna 

eklenmesi ile gerçekleĢir. Bu daha önce eklenen terminal ParM-ATP‟nin ATP 

parçasının hidrolizine bağlıdır ve bu, sistemin polimerizasyona bağlı ATPaz 

aktivitesini açıklar.  Böylece polimerin sondan bir önceki birimi ParM-ADP‟dir 

(ġekil 1.5.). Bu nedenle, ParM filamentleri, en son eklenen ParM-ATP ile ucu 

kapatılmıĢ ParM-ADP zincirini içerir. ParM-ADP polimerleri oldukça kararsızdır ve 

ParM-ATP ile kapatılmadıkları sürece yüksek dağılma ihtimalleri vardır (Shih ve 

Rothfield, 2006). 
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ġekil 1.5.  ParM filament büyümesi (B) Plazmid replikasyonundan sonra, ParM polimerik 

filamentinin (Sarı) büyümesi yavru R1 plazmidlerini iter, onları hücre ortasından kutuplara taĢır. (C) 

ParM-ADP filamentleri ParM-ATP ile kapatılmıĢtır. Kapatılan uç ParR proteini ile plazmidin parC  

sentromerik bölgesine bağlanmıĢtır. ParM filament büyümesi ParM-ATP alt ünitelerinin, ParR/parC 

kompleksi arasındaki alana girmesi ile gerçekleĢir. Bu, bir önceki alt ParM-ATP ünitesinin ATP‟sinin 

hidrolizi ile bağlantılıdır ve böylelikle sondan bir önceki alt üniteyi ParM-ADP‟ye çevirmiĢtir (Shih ve 

Rothfield, 2006). 

 

 

1.1.1.2.2. ParM iĢlevinin mekanizması 

 

Önemli miktarda delil ParR‟nin, ParM filamentlerinin ucu ve hücrenin 

uçlarına taĢınacak olan plazmid DNA‟sı arasında köprü olduğunu gösterir (ġekil 

1.5.). ParM oligomerinin veya kısa polimerinin uçları, ParR-parC kompleksi ile 

etkileĢir, plazmid çiftini ayırır ve filamentin heri iki ucu da ParR aracılığı ile bir 

plazmid DNAsı molekülüne bağlı kalır (ġekil 1.5.). Daha sonra polimer, ParM 

filamentinin ucu ile ParR-parC kapak arasına giren yeni ParM alt ünitelerinin 

eklenmesi ile uzar ve böylelikle, ekli olan plazmidleri hücrenin karĢılıklı uçlarına 

doğru iter (ġekil 1.5.). ParR-parC kompleksinin ParM filamentinin her iki ucunda da 

bulunması, polimer büyümesi periyodunda alt ünitelerin ayrılmasını inhibe eder ve 
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göreceli sınırlı bir büyüme periyodundan sonra gerçekleĢebilecek katastrofik 

dağılmayı engeller. Polimer büyümesi filamentlerin ucunun hücrenin sonuna 

ulaĢması ile durur. ParM polimerleri daha sonra dağılır ve yavru hücrelerin hücre 

ortası replikasyon alanında plazmid replikasyonundan sonra gerçekleĢecek olan 

filament birleĢimi döngüsünü baĢlatmak üzere gerekli ParM alt ünitelerini 

oluĢtururlar (Shih ve Rothfield, 2006). 

 

 

1.1.1.2.3. Filament dağılması ve plazmid göçü 

 
ParM filamentlerinin dağılmasını tetikleyen mekanizma hala anlaĢılmamıĢtır. 

Ġki olası filament dağılma modeli göz önünde bulundurulur. Birincisi, plazmidin 

hücre duvarına ulaĢma sinyaline cevap olarak, dağılma, sağlam filamentin her iki 

ucundan iki yönlü olarak devam eder. Bunu baĢarmak için, birleĢme/dağılma dengesi 

filament uçlarından dağılma lehinde değiĢtirilmelidir. Bunun normalde alt ünite 

kaybını engellemek üzere, ParR-plazmid kompleksinin ayrılmasına bağlı olması 

olasıdır. Bu, iki serbest uçlu tek bir ParM filamenti içeren hücreler vermelidir. 

Filament, her iki uçtan alt üniteler ayrıldıkça, giderek kısalacaktır. Ġkinci bir 

modelde, dağılma, filamentin içinden kesilmesi ile baĢlayarak, hücre ortasından her 

iki kutuba doğru ilerler. Bu, hücre ortasında bir yerde lokalize olan serbest bir uç ve 

polar uçta plazmid-ParR kompleksi olan iki filament üretecektir. Serbest uçlarda 

ParR-parC kapağı bulunmayacağı için, her iki filament de bu serbest uçlardan hücre 

kutuplarına doğru hızlıca dağılacaktır. Kesilme, sırası ile kataninler ve kofilinler gibi 

mikrotübül ve aktin filamentleri kesen ökaryotik faktörlere benzer  proteinler 

tarafından gerçekleĢtirilebilir. 

 

Ayrılan plazmidlerin, hücrenin sonundan yeni replikasyon alanlarına hareket 

mekanizması, daha tanımlanmamıĢtır. ParM filamenti dağıldıktan sonra, serbest 

bırakılan her bir plazmid, bölünme sonrasındaki hücrenin ucundan, ortada yer alacak 

replikasyon alanına taĢınmalıdır. Bu iĢlem sırasında, serbest kalan plazmidlerin, 

septal kapanmadan önce hücrenin diğer yarısına difüz olmaları engellenmelidir. 

Bunun nasıl gerçekleĢtirildiği bilinmese de, birçok olasılık bulunmaktadır (Shih ve 

Rothfield, 2006). 
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1.1.1.3. AlfA 

 

AlfA, yakın zamanda B. subtilis‟te bulunan ve plazmid ayıran aktin benzeri 

bir protein olarak tanımlanmıĢtır. Plazmid üzerinden kodlanır ve aĢağı kısmındaki 

gen alfB ile birlikte, bölünme ve sporlaĢma sırasında plazmid ayrılması için gerekli 

ve yeterlidirler. AlfA molekülleri, hücrelerde bir kutuptan diğer kutuba uzanan 

filamentler oluĢtururlar ve büyük olasılıkla ParM ile analog Ģekilde, duplike olan 

plazmidleri karĢıt kutuplara doğru iterler. AlfA, Gram-pozitif organizmalarda 

bulunmasına karĢın ParM, Gram-negatif bakterilerde belirlenmiĢtir (Graumann, 

2007). 

 

 

1.1.1.4. FtsA 

 

FtsA, dizi ve yapısal benzerliklerle gösterildiği üzere, bir aktin homoloğudur 

(ġekil 1.6.). 47 kDa ağırlığında bir protein olan FtsA, FtsZ‟nin C-terminal bölgesi ile 

doğrudan etkileĢir (Löwe ve ark., 2004; Mileykovskaya ve Dowhan, 2005).  

 

 

ġekil 1.6. Aktin ve FtsA kristal yapıları. Solda maya aktini, sağda Thermotoga maritima FtsA proteini 

(Löwe ve ark., 2004). 

 

FtsA bölünme makinesinin önemli bir elemanı olup FtsZ halkasını lokalize 

eder. Her zaman FtsZ‟ye bağımlıdır fakat bölünme makinesinin baĢka hiçbir 

elemanına bağımlı değildir. FtsZ dıĢındaki  bölünme proteinlerinin çoğu FtsZ 
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halkasına FtsA aracılığı ile katılır (Graumann, 2007; Margolin, 2000; van den Ent ve 

ark., 2001). Bu veriler, FtsA‟nın FtsZ halkasına erken bir zamanda katıldığını 

gösterir. E. coli ve B. subtilis hücrelerinde FtsZ‟nin FtsA‟ya oranı  sırası ile 100:1 ve 

5:1‟dir (Errington ve ark., 2003; Margolin, 2000). FtsA ve FtsZ seviyelerinin oranı, 

kasılma sürecinin düzgün kontrol edilmesi için önemlidir ancak bu proteinlerin ayrı 

ayrı seviyeleri önemli değildir (Margolin, 2000; Voskuil ve ark., 1994). 

 

FtsA‟nın, E. coli ve kokları (Streptococcus pneumoniae) içeren birçok diğer 

bakteride bulunması zorunluyken, B. subtilis’te ftsA’nın (genellikle ftsZ’nin 

yukarısında) çıkarılması yavaĢ büyümeye izin verir ancak bölünmede büyük 

bozukluklara yol açar. FtsA olmadığında, B.subtilis hücrelerinde FtsZ anormal 

halkalar oluĢturur. FtsA ile Z-etkileĢimli protein A‟nın (ZipA) kaybolması, E. coli’de 

FtsZ halkası oluĢumunu ortadan kaldırır ve bu, FtsA‟nın FtsZ polimerleĢmesi ve 

hücre ortasındaki FtsZ filamentlerinin kararlılığı için önemlidir. FtsA sonradan 

toplanan bölünme proteinleri ile doğrudan etkileĢir ve divizom‟un birleĢiminde ilave 

bir rol oynar (Graumann, 2007). Kesik bir ftsA geni ürünü yüksek derecede eğri C 

Ģekilli hücreler oluĢturur (Young, 2003). Ayrıca FtsA‟nın aĢırı üretimi de 

muhtemelen PG sentezindeki yerel artıĢ sebebi ile kambur hücreler oluĢturur 

(Nanninga, 1998). FtsA‟nın tam iĢlevi halen belirlenmeyi beklemektedir (Graumann, 

2007). 

 

 

1.1.1.5. MamK 

 

Magnetotaktik türler, vibrio‟nun (veya spiral oluĢturan hücrelerin) kısa ekseni 

boyunca düz bir hatta 15-20 magnetozomdan oluĢan doğrusal bir dizi kuran 

özelleĢmiĢ bir makineye sahip bir grup bakteridir.  Magnetozomlar, iç hücre zarının 

invajinasyonu ile oluĢan ve manyetik alana göre yönelimi belirleyen, magnetit 

(genellikle 50 nm çapında) (Fe3O4) ile dolu zarlı yapılardır. Kriyo-elektron 

mikroskobu ile Magnetospirillum magneticum ve M. gryphiswaldense’de, hücre 

zarına yakın magnetezom hattına paralel uzanan ~4nm kalınlığında yedi filamentten 

oluĢan bir ağ görüntülenmiĢtir. Bu hücre iskelet yapısı, magnetezomların sıralanması 

için esas olduğu yakın zamanda belirlenen iki faktörü içerir: MamK adında bir aktin 
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ortoloğu ve MamJ adında yeni bir tür protein. MamK ve MamJ olmadığında,  

magnetozomlar yine de oluĢur fakat yanlıĢ lokalize olurlar ve hücrenin ortasında 

toplanırlar.  GFP ile birleĢik iki protein de, hücrenin kısa ekseni boyunca, sıralanan 

magnetozom yapılarına karĢılık gelen filament yapılar gösterir (ġekil 1.7.). Her ne 

kadar, magnetozomlar sarmal hücrelerin merkezi boyunca sıralansalar da, filament 

halindeki MamK-GFP and MamJ-GFP yapıları kutuptan kutuba uzanır. 

  

 

ġekil 1.7.  MamK/MamJ yapısının Ģematik çizimi (Graumann, 2007). 

 

MamK‟nın E. coli hücrelerindeki ekspresyonu sonucunda, kutuptan kutuba 

düz filament halinde bir yapının oluĢması, Magnetospirillum’da görüldüğü gibi bir 

hücre iskelet yapısına kendi kendine birleĢtiği izlenimini verir. Bakterilerde hücre içi 

organel benzeri yapılara yol göstermek, bakteriyel aktin ortologları için, yeni bir 

iĢlevdir. MamK filamentleri, MreB ve ParM‟nin oluĢturduğuna benzer dinamik 

yapılardır, fakat MreB ortologları tarafından oluĢturulan sarmal filamentler yerine 

düz filamentler oluĢtururlar.  

 

Diğer magnetozom genleri olmadığında, MamJ-GFP‟nin sitosol boyunca 

lokalize olması, MamJ‟nin kendi kendine hücre iskelet yapısı oluĢturmadığı fakat bir 

yapı ile birleĢik olduğu ve muhtemelen bir hücre iskelet elemanı olan MamK ile 

magnetozomları birleĢtirdiği izlenimini verir. Magnetozomlar, hücre içinde farklı 

pozisyonlarda oluĢurlar ve yaban tip hücrelerde hücre ortasında düz bir hatta 

toplanırlar. MamJ olmadığında, toplandıktan sonra bir yığın haline dönüĢürler. Bu 

deneyler, magnetozomların, hücrenin herhangi bir yerindeki magnetit kristallerinin 

çevresinde hücre zarının invajinasyonu sonucunda oluĢtuktan sonra, MamK ve 

MamJ‟nin ortak eylemi ile bir filamentte toplandıkları izlenimini verir (Carballido-

López, 2006; Graumann, 2007; Shih ve Rothfield, 2006). 



 22 

1.1.1.6. Ta0583 

 

mreB genleri arkeal genomlarda da bulunur. Thermoplasmatales takımından 

üç tür, yapısı Thermoplasma acidophilum’da belirlenen Ta0583‟ün korunmuĢ bir 

kopyasını içerir (ġekil 1.8.). Ta0583, genel yapısı itibarı ile en çok (MreB veya 

aktinin yerine) ParM ile benzerdir. ATPaz aktivitesine sahiptir ve in vitro da kristalin 

levhalar oluĢturur. Kristal içinde monomerlerin paketlenmesi temel alındığında,  

Ta0583, in vitro da elektron mikroskobu görüntülerinde görünen levha benzeri 

yapıları oluĢturmak için birbiri ile etkileĢen aktin benzeri protofilamentleri oluĢturur. 

PolimerleĢme kinetikleri ve filogeni bakımından Ta0583, aktine daha yakındır. Dizi 

analizi arkeal aktin homologlarının çok çeĢitli olduğunu göstermiĢtir ve Ta0583 

homologları sadece Thermoplamatales takımında bulunur. Bu bulgular gözetilerek, 

Ta0583 ortologlarının, bir plazmid tarafından kodlanan ve sonra 

Thermoplasmatales‟lerin ortak atasına transfer olan ParM-benzeri aktin 

homoloğundan geldikleri öne sürüldü. Thermoplasmatales’de hücre morfolojisinde 

önemli bir rol oynayabilecek olmasına rağmen, in vivo’da, az bulunan bir protein 

olan Ta0583‟ün sert hücre duvarı yapıları bulunmayan bu hücrelerde uzun hücre 

iskelet yapıları oluĢturması olası görünmemektedir. Ta0583‟ün gerçek iĢlevi halen 

açıklanmayı beklemektedir (Carballido-López, 2006; Graumann, 2007). 

 

          

ġekil 1.8. Ökaryotik aktin ve prokaryotik Ta0583 proteinlerinin üç boyutlu monomer yapıları 

(Carballido-López, 2006). 

 

1.1.1.7. EF-Tu  

 

Hücrenin tamamına yayılan aktin-benzeri sitoplazmik ağın varlığı öne 

sürülmüĢtür. Bu proteinin, daha sonra aktine sınırlı bir benzerlik gösteren bakteriyel 

uzama faktörü (EF-Tu) olduğu ortaya çıkmıĢtır (Nanninga,1998) (ġekil 1.9.). EF-
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Tu‟nun kuramsal olarak ikili ayrı role sahip olduğu düĢünülmektedir: “hücre iskeleti 

ağı” gibi davranabilir ve translasyona yardımcı olur (Löwe ve ark., 2004; Mayer, 

2003).  Bu durum, belirli olumlu koĢullar altında proteinin in vitro da filamentler 

oluĢturma yeteneğinden, EF-Tu mutantlarının aĢırı anlatımının E. coli‟nin Ģeklini 

kaybetmesine ve patlamasına neden olduğu gerçeğinden, hücre içi konsantrasyonu 

yüksek (%5-10‟a kadar) çözünür bir protein olmasından ve zar ile olan açık 

etkileĢiminden kaynaklanmaktadır (Löwe ve ark., 2004). Bakteriyel hücre 

proteinlerinin %9‟unu EF-Tu oluĢturabilir. Bu miktar, yukarıda tanımlanan hücre 

iskeleti ağının oluĢumu için yeterlidir. Bakteriyel hücrede “birinci” veya “ikinci” EF-

Tu görevinin geliĢim sırasını belirleyebilecek bir yol Ģu anda yoktur. Örneğin, EF-

Tu‟nun hangi görevinin (hücre iskelet elemanı veya uzama faktörü ) önce 

evrimleĢtiği bilinmemektedir (Mayer, 2003). 

 

 

ġekil 1.9. Bakteriyel uzama faktörü EF-Tu. a) GDP formu b) Domain 2 ve 3‟ün etkileĢimi ile 

protofilament oluĢumu (Mayer, 2003).  

 

 70000 EF-Tu molekülünün yaklaĢık dörtte birinin protein sentezinde aktif rol 

aldığı, geri kalanının ise hücrede yapısal bir görevinin olabileceği düĢünülmektedir 

(Nanninga, 1998). Ayrıca, yapısal çalıĢmaların sonuçları ribozomların/polizomların 

EF-Tu içeren hücre içi protofilamentlere bağlı olduklarının belirlenmesi ile EF-

Tu‟nun aktif ribozomlarla kompleks oluĢturmasına iliĢkin yeni bir modelin 

geliĢtirilmesine yol açmıĢtır.  Buna göre, protofilamentler in vitro daki deneylerde 

monomerik EF-Tu‟nun GTP varlığında bekletilmesi ile elde edilebilir (Mayer, 2003). 

Monomer doğrusal dizileri içeren EF-Tu filamentleri sitoplazmada bulunsa da, 
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mevcut elektron mikroskop teknikleri ile görüntülenmeleri güçtür çünkü floresan 

iĢaretlemede olduğu üzere çözünürlük yetersiz kalabilir. Bu nedenle, E. coli‟de EF-

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

 

 

1.1.2. Tübülin Homologları 

 

Prokaryotlarda FtsZ ve Prosthecobacter dejongeii‟nin BtubA ve BtubB 

proteinleri ile örneklendirilebilecek iki tip tübülin homoloğu belirlenmiĢtir.  FtsZ, 

BtubA/B ve ökaryotik tübülinler ayrı bir GTPaz ailesini oluĢturur (Schlieper ve ark., 

2005). Bakteriyel proteinler ve tübülinler arasındaki dizi homolojisi oldukça 

değiĢkendir.  Ökaryotik tübülinle karĢılaĢtırıldığında, FtsZ zayıf dizi homolojisi 

gösterir (%17) BtubA/B için homoloji %35 oranındadır. Buna karĢın, bakteriyel 

tübülin homologlarının üç boyutlu yapısı, ökaryotik tübülinler ile benzerdir 

(Carballido-López ve Errington, 2003; Erickson, 1995; Löwe ve Amos, 1998; 

Margolin, 1998; Schlieper ve ark., 2005; van den Ent ve ark., 2001) (ġekil 1.10.). 

 

 

ġekil 1.10. Tübülin homologları. Soldan sağa: Bos taurus β-tubulin GTP/GDP bağlı, Methanococcus 

jannaschii FtsZ GDP bağlı; Prosthecobacter dejongeii BtubA GTP bağlı (Shih ve Rothfield, 2006). 

 

Filogenetik analiz sonuçları FtsZ ve tübülinin ortak bir atadan 

evrimleĢmesinin muhtemel olduğuna ve evrimin erken safhalarında ayrıldıklarına 

iĢaret etmektedir. Daha yakın bir çalıĢmanın sonuçları BtubA ve BtubB‟nin bir 

ökaryotik kaynaktan tübülin veya tübülin benzeri bir proteinin yatay gen transferi ile 

geçiĢini takiben evrimleĢtiğini düĢündürmektedir (Schlieper ve ark., 2005).  
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1.1.2.1. FtsZ  

 

FtsZ, prokaryotik hücrelerde bir hücre iskelet elemanı olarak belirlenen ilk 

proteindir. Yüksek sıcaklıklarda filamentler oluĢturan ısıya duyarlı mutantların 

seçildiği taramalarda araĢtırmacılar, hücre bölünmesinde yer alan birçok geni 

belirlediler ve ftsZ geni (ismini filamentleĢtirici ısıya duyarlı mutant Z‟den alır) ilk 

olarak 1980‟de tanımlandı. 37-47 kDa luk bir protein olan FtsZ, bakteriyel hücre 

bölünmesi için önemlidir ve neredeyse tüm bakteri ve arkeada oldukça korunmuĢ 

FtsZ homologları bulunur. FtsZ homologları, ayrıca, mitokondri ve kloroplast gibi 

bakteriyel endosimbiyontlar oldukları düĢünülen ökaryotik organellerde de bulunur. 

(Carballido-López ve Errington, 2003; Graumann, 2007; Löwe, 1998; Löwe ve 

Amos, 1998; Löwe ve ark., 2004; Margolin, 2000; Miyagishima ve ark., 2003; Sun 

ve Margolin, 1998). Tübülin hücre iskeleti, ökaryotik hücrelerin bölünme düzlemini 

belirlemede önemli bir rol oynar ve tübülin homoloğu olan FtsZ, bakterilerde 

bölünme düzlemini belirler (Margolin, 1998; van den Ent ve ark., 2001).  

   

FtsZ ve tubulin arasındaki dizi benzerliği iki molekülün yalnızca N-terminal 

bölgesinde farkedilebilir, bu N-terminal segmentinin her iki proteinde de korunmuĢ 

bir bölgeyi temsil ettiği, buna karĢın C-terminal bölgelerinin farklı olduğu 

düĢünülmektedir. Tubulinler GTP bağlamasında görev aldığı önerilen bir dizi 

parçasına sahiptir ve bu, tubulin “imza” motifidir. FtsZ‟nin bu dizisi sondan bir 

önceki amino asitteki değiĢim dıĢında tubulin imza motifine özdeĢtir (Erickson, 

1995; Margolin, 2000). 

 

Voskuil ve arkadaĢları (1994),  FtsZ‟nin GTP-bağlayıcı bölgesi de dahil farklı 

domainleri ile ilgili veri elde etmek için, FtsZ‟ye karĢı monoklonal antikor 

üretmiĢlerdir. Tüm monoklonal antikorlar doğal Ģartlarda güçlü tepkimeler vermiĢ ve 

baĢka proteinlerle (hücre bölünmesi) etkileĢime olanak sağlayabilecek beĢ farklı 

antijenik belirtecin (epitop) lokalizasyonu rapor edilmiĢtir. Bu verilere ve bilgisayar 

analizine dayanarak FtsZ‟nin temelde globüler bir protein olduğu ortaya çıkarılmıĢtır 

(Voskuil ve ark., 1994). 
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1.1.2.1.1. FtsZ halkası  

 

Bi ve Lutkenhaus (1991), bölünmeyen hücrelerin sitoplazmasında FtsZ 

proteinlerinin tek tip küçük parçacıklar olarak dağıldığını, ancak bölünmenin 

baĢlamasından hemen önce bölünme bölgesindeki bir halkada yoğunlaĢtığını 

göstermek için immünoelektron mikroskobu kullanarak FtsZ‟nin esas olarak 

septumun içe bükülen ucunda bulunduğunu gösterdiler (Bi ve Lutkenhaus, 1991). 

Ġmmünofloresan mikroskobunun kullanılması ile FtsZ‟nin, daha hücre belirgin bir içe 

bükülme göstermezken bile, hücre ortasında bir halka oluĢturduğu ortaya çıkarıldı 

(Addinall ve Lutkenhaus, 1996; Graumann, 2007).  

 

FtsZ, çoğu bakteride temel bir hücre bölünmesi proteinidir. Bölünme 

makinesinin hücre ortasına yönelen bilinen ilk elemanıdır  ve bütün bölünme 

proteinlerinin lokalizasyonu FtsZ‟ye bağlıdır. Burada, hücre zarının iç yüzeyinde 

yerleĢen çevresel bir halka olan Z-halkasını oluĢturur (Graumann, 2007; Voskuil ve 

ark., 1994).  E. coli Z-halkası, en az 10 ilave proteinin sitokinetik halkada (ayrıca 

septazom, divizom, septatör olarak da adlandırılır) birleĢmesi için bir iskele görevi 

görür (ġekil 1.11.). E. coli hücresi baĢına düĢen FtsZ monomerlerinin tahmini sayısı 

3200 ile 20000  arasında değiĢir (Bi ve Lutkenhaus, 1991; Buddelmeijer ve 

Beckwith, 2002; Errington ve ark., 2003; Löwe ve ark., 2004; Miyagishima ve ark., 

2003; Nanninga, 98).  

 

ġekil 1.11. E. coli hücresinin orta kısmında hücre bölünme proteinleri birleĢmesinin ardıĢık yolağı. (a) 

Proteinlerin bölünme bölgesine yerleĢiminin bağımlılık yolağı. Her okun baĢ kısmı okun baĢlama 

yerindeki proteinin yerleĢtirilmesi için gerekli olan protein(ler)e iĢaret eder. (b) E. coli hücre bölünme 

proteinleri ve bunların hücre zarındaki tahmin edilen topolojileri. Kırmızı domainler kasılma 



 27 

bölgesine proteinlerin yerleĢtirilmesi için önemlidir.  CM, hücre zarı; OM, dıĢ zar; PG, peptidoglikan 

(Buddelmeijer ve Beckwith, 2002). 

 

Daha sonra FtsZ, baĢka hücre bölünmesi proteinleri ile iliĢki içinde, septal PG 

sentezi ile eĢ zamanlı olarak, hücreyi bölmek ve iki yeni yavru hücre oluĢturmak 

üzere daralır (Lewis, 2004). Septal invajinasyon ilerlerken FtsZ, içeri büyüyen 

septumun iç ucuna bağlı kalmasına rağmen, kasılma iĢleminde doğrudan bir rol 

oynayıp oynamadığı bilinmemektedir (Shih ve Rothfield, 2006). FtsZ pasif olarak 

sadece büzülen septumu sentezleyen makine için iskele görevi mi görür yoksa, aktin-

miyozin halkasına benzer Ģekilde, aktif olarak güç mü üretir, sorusuna yanıt 

aranmıĢtır. FtsZ‟ye has bir kuvvet olabilir veya diğer Fts proteinleri veya henüz 

bulunmamıĢ bir takım motor proteinleri tarafından FtsZ üzerine güç uygulanabilir 

(Margolin, 1998; Sun ve Margolin, 1998; van den Ent ve ark., 2001). FtsZ GTP‟ye 

bağlı durumda iken düz bir filament konformasyonunu, GDP‟ye bağlı durumda iken 

bükümlü bir konformasyonu tercih eder. Dahası, GDP ayrılmasının önlenmesi, 

polimerlerin hidrolizden elde edilen enerjiyi kullanmasına ve halkanın büzülmesi 

sırasında güç üretmesine izin verir (Lafontaine ve ark., 2007; Møller-Jensen ve 

Löwe, 2005). Lan ve arkadaĢları (2007),  çubuk Ģekilli bakterilerdeki büyüme ve Z-

halkası daralması iĢlemlerini tanımlamak için matematiksel bir model geliĢtirerek, 

daralma hızı, hücre Ģekli ve daralma kuvvetini tahmin etmek amacı ile, hücre 

duvarının esnekliği ve büyümesini modele dahil etmiĢlerdir. Sonuç olarak modele 

göre 8 pN ile 80 pN arasındaki geniĢ bir Z-halkası kuvveti aralığında bölünme 

gerçekleĢebilir, ancak Z-halkasından gelecek az bir kuvvet (E. coli‟de 8 pN kadar az) 

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

 

   Z-halkası, anti-FtsZ antikoru, GFP veya bir türevine bağlı FtsZ kullanılarak, 

immünoelektron ve floresan mikroskobu ile görüntülenmiĢtir. Sun ve Margolin, 

FtsZ-GFP içeren hücrelerin üç boyutlu görüntü rekonstrüksiyonlarını kullanarak ilk 

kez FtsZ dinamiğinin bütün hücre döngüsü boyunca bireysel, büyüyen E. coli 

hücrelerinde doğrudan görüntülenebileceğini gösterdiler (Sun ve Margolin, 1998). 

Yeni FtsZ halkasının oluĢması 1 dakika içinde olur ve henüz hücre ortası Z-halkaları 

tamamen kapanmadan ve hücre bir sonraki bölünme evresine geçmeden önce ileriki 

bölünme noktasında gerçekleĢir (Errington ve ark., 2003; Guerios-Filho ve Losick, 

2002; Lewis, 2004; Margolin, 1998; Sun ve Margolin 1998).  Bu sonuçlar FtsZ‟nin 
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bir noktada çekirdekleĢip sonra bir yay olarak polimerize olduğunun gözüktüğü E. 

coli‟nin küresel bir mutantı üzerine Addinall ve Lutkenhaus (1996), tarafından 

yapılan bir diğer çalıĢmayı güçlü bir Ģekilde desteklemektedir (Addinall ve 

Lutkenhaus, 1996). 

 

Floresan teknikleri FtsZ‟nin hücrede polimerler oluĢturduğunu açıkça 

göstermiĢtir
 

fakat, FtsZ polimerleri hiçbir zaman bakterilerin iĢaretlenen ince 

kesitlerinde elektron mikroskobu ile gösterilememiĢtir (Margolin, 1998). Stricker ve 

arkadaĢlarının (2002) çalıĢmaları, hücredeki FtsZ‟lerin sadece %30‟unun Z-halkasına 

dahil olduğunu göstermiĢtir. FtsZ‟lerin geri kalanı, muhtemelen serbest sitoplazmik 

alt üniteler veya küçük bileĢikler olarak hücre boyunca dağılmıĢtır. Bu sonuçlar, 

herhangi bir zamanda, halka içine girmeye hazır büyük bir FtsZ havuzu bulunduğu 

anlamına gelmektedir. Aynı zamanda, Z-halkasının, ortalama altı ile yedi 

protofilament kalınlığında olduğu ileri sürülmüĢtür. Bu da Z-halkasının ince kesit 

elektron mikroskobunda neden hiçbir zaman görülemediğini açıklar (Stricker ve ark., 

2002).  

 

Stricker ve arkadaĢları (2002), FRAP yöntemini kullanarak Z-halkasının 

oldukça dinamik bir yapı olduğunu göstermiĢlerdir. Deney koĢullarına bağlı olarak, 

FtsZ molekülleri, hücre içinde baĢka yerdeki FtsZ molekülleri ile yaklaĢık 30 

saniyelik bir turnover ile değiĢirler. Daha yavaĢ GTPaz aktivitesi olan bir mutantta 

floresan geri eldesinin bariz Ģekilde azalması, FtsZ monomerlerinin değiĢiminin (ve 

böylelikle filamentin dağılması) GTP  hidrolizine dayandığını gösterir (Stricker ve 

ark., 2002).  

 

FtsZ halkası, C. crescentus‟ta hücre duvarı uzamasının ciddi bir bölümünü 

yönlendirir ve bu da FtsZ halkasına hücre bölünmesi ile iliĢkili olmayan yeni bir iĢlev 

ekler. FtsZ, temel lipid II PG hücre duvarı prekürsörünü üreten MurG proteinin 

yerleĢimini düzlemsel olarak düzenleyerek hücre uzamasında temel bir rol oynar, 

çünkü hücre uzaması sırasında MurG FtsZ halkası ile birlikte yerleĢir (Aaron ve ark., 

2007; Pichoff ve Lutkenhaus, 2007). Hücre uzamasının, kutuplar dıĢında yanal 

duvarlar boyunca, varolan polimere yeni PG materyalinin dağınık sarmal halde 

girmesi ile meydana geldiği düĢünülmekteyken, hücre bölünmesi, bölünme alanında 

lokalize olmuĢ PG sentezi ile ilerler (Aaron ve ark., 2007; de Pedro ve ark., 1997). 
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Hücre bölünmesi sırasında septal PG büyümesini yönlendirme rolü de Pedro ve 

arkadaĢları (1997) tarafından E. coli için geliĢtirilen D-sistein metodu ile oldukça iyi 

belgelenmiĢtir.  Hücre bölünmesinin baĢlangıcında potansiyel bölünme bölgelerinde 

murein sentezinin FtsZ‟ye bağımlı bir aktivasyonu vardır (de Pedro ve ark., 1997; 

Pichoff ve Lutkenhaus, 2007; Young, 2003). 

 

Siyanobakteriyel hücrelerin sitoplazmasında FtsZ bulunması FtsZ‟nin 

siyanobakteride ikili bir görevi olduğuna iĢaret eder. Çünkü FtsZ proteininin ayrı bir 

kısmı vejetatif hücrelerin sitoplazmasında sürekli bulunur ve hücre iskeleti rolü 

görür.  Buna paralel olarak, Klint ve arkadaĢlarının (2005) filamentöz  siyanobakteri 

Nostoc/Anabaena sp. ile yaptıkları çalıĢmada vejetatif hücrelerden tamamen 

farklılaĢmıĢ heterosistlere geçiĢ sırasında sitoplazmik FtsZ değerleri oldukça 

düĢmüĢtür. FtsZ‟nin,  hücre farklılaĢma yetisi olan filamentöz siyanobakteri dahil 

prokaryotlar arasında korunmuĢ bir görevi olduğunu ve muhtemelen bir de hücre 

iskeleti bileĢeni olarak sitoplazmada görev aldığını gösterdiler (Klint ve ark., 2005). 

 

 

1.1.2.1.2. Z-halkasının zar bağlantısı    

 

E. coli‟nin Z-halkasının birleĢimi, halkayı zara çapalamak ve büyük olasılıkla, 

halka birleĢmesi ve kararlılığını sağlamak için, FtsA ve ZipA‟yı gerektirir. ZipA ve 

FtsA, FtsZ‟nin C-terminal bölgesi ile etkileĢerek ayrı ayrı bölünme bölgesine 

getirilir. FtsA homologları birçok bakteriyel türde bulunurken, ZipA az sayıda 

bakteri ile sınırlıdır. Bu proteinlerden herhangi birisi, FtsZ‟nin zar bağlantısını 

desteklemek veya Z-halkası oluĢumu için yeterlidir. Ġlginç biçimde, FtsA veya 

ZipA‟dan herhangi biri Z-halkası oluĢumunu destekleyebildiği halde, sonrasında 

diğer proteinlerin halkaya girmesi için her ikisi de gereklidir. FtsZ, FtsA ve ZipA‟nın 

hepsi sitokinetik halkanın kalıcı bileĢenleridir. Fakat, FtsA ve ZipA‟nın olmadığı 

durumlarda, Z-halkasının oluĢumu gerçekleĢmez. FtsA‟daki bir mutasyonun, 

bölünme sırasında ZipA‟ya olan ihtiyacı telafi edebilmesi, Z-halkası oluĢumu 

ve/veya korunmasında FtsA ve ZipA‟nın örtüĢen iĢlevleri olduğu izlenimini verir 

(Graumann, 2007; Löwe ve ark., 2004; Møller-Jensen ve Löwe, 2005; Pichoff ve 

Lutkenhaus, 2001; Shih ve Rothfield, 2006;  Young, 2003). 
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FtsA veya ZipA‟nın, bölünme sürecinde, Z-halkası çapalanması ve septazom 

birleĢmesi dıĢında rollerinin olup olmadığı bilinmemekle beraber sitoplazmik 

FtsA‟nın, in vitro da polimerik filamentler oluĢturma yeteneği  ve  E. coli‟de FtsA 

filamentlerinin oluĢması, FtsA‟nın sitokinetik halka veya septasyon olayının 

kendisinde de hücre iskeleti benzeri bir rolü olabileceği izlenimini verir (Shih ve 

Rothfield, 2006). 

 

Ayrıca,  E. coli‟de artan veriler, zardaki fosfolipidlerin bölünmede yer alması 

ile uyumludur, çünkü özgül fosfolipidlerin E. coli iç zarında heterojen dağılım 

göstermesi ve kutuplar ile hücre merkezindeki özgül zar domainlerinin hücre 

bölünme proteinleri için özgül bağlanma noktaları sağlayabilmeleri ayrıca önemlidir 

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

 

 

1.1.2.1.3. FtsZ spiral yapıları  

 

Bölünme alanında, Z-halkasını oluĢturmasına ilaveten, FtsZ,  hücre iskelet 

proteinleri MreB, Mbl, MreBH ve MinD tarafından oluĢturulan sarmal yapılara 

benzeyen, hücrenin uzun ekseni çevresine sarılan geçici sarmal dizileri oluĢturur 

(Nanninga, 1998; Shih ve Rothfield, 2006).  FtsZ spiral yapılarının, FtsZ halkası 

oluĢumunun ara ürünleri olabileceğinin delili, sporlaĢan ve vejetatif B. subtilis 

hücrelerinde yapılan çalıĢmalardan anlaĢılmıĢtır (Møller-Jensen ve Löwe, 2005; Shih 

ve Rothfield, 2006). 

  

B. subtilis hücreleri stres koĢullarında ya da kalabalıklaĢtığında vejetatif 

büyümeden çıkarak sporulasyon evresine geçer ve bu süreçte farklılaĢan ana hücre 

içinde endosporlar oluĢur. Bu sporlar, koĢullar vejetatif büyüme için tekrar uygun 

olana kadar bakteriyel eĢey hücre öncüllerini güvenli bir Ģekilde saklama 

kapasitesine sahiptirler (Margolin, 2002). SporlaĢmanın ayırıcı özelliği hücre ortası 

yerine bir kutuba daha yakın bir septumun oluĢturulmasıdır. Asimetrik bölünme, 

spora farklılaĢan küçük bir hücre ve parçalanan büyük bir hücre (anne hücre olarak 

adlandırılır) üretir. Bu iĢlem sırasında, hücre ortası halkasının kaybolmasını takiben, 
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yeni Z-halkaları her iki kutupta da görülür. FtsZ-GFP füzyonu kullanarak Ben-

Yehuda ve Losick (2002), hücre ortası Z-halkasının hücrenin uzun ekseni boyunca 

büyüyen FtsZ‟nin spiral-benzeri bir filamenti tarafından yer değiĢtirdiğini fark 

etmiĢlerdir (Ben-Yehuda ve Losick, 2002). FtsZ sonuçta iki kutupsal halka olarak 

yerleĢir ve bunların her ikisi de divizom (bölünme aparatı) birleĢimini baĢlatır. 

Septumlardan biri diğerinden daha hızlı olgunlaĢır ve bu septumun tamamlanması ile 

bir genetik program baĢlatılır; bu da ikinci (daha yavaĢ) kutupsal septumun 

tamamlanmasını aktive eden proteinleri engelleyerek, ikinci Z- halkasının 

dağılmasını ayarlar. Her iki polar Z-halkası sitokinezi tetikleme potansiyeline 

sahiptir, ancak septasyon-engelleyici üç proteini içeren düzenleyici bir yol, yalnızca 

bir Z-halkasının septuma dönüĢtürülmesini garantiye alır. Dikkat çekici bir Ģekilde, 

sporlanma geri besinler eklenerek tersine çevrildiğinde polar halkalar spirallere ve 

sonra yeniden hücre ortası halkalara dönüĢtürülür (Errington ve ark., 2003; 

Graumann, 2007; Margolin, 2002; Shih ve Rothfield, 2006) (ġekil 1.12.). 

 

 

ġekil 1.12. B. subtilis hücrelerinde sporulasyon sırasındaki morfolojik değiĢimlerin Ģematik gösterimi 

(Graumann, 2004). 

 

SpoIIE, sitoplazmik merkezi bölgesi FtsZ ile etkileĢen 92 kDa luk ve B. 

substilis‟in iç zarında yerleĢmiĢ bir proteindir (Löwe ve ark., 2004).  SpoIIE‟nin 

yerleĢiminin  hücre bölünme proteini FtsZ‟ye bağımlı olduğu; immunofloresan 
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mikroskop çalıĢmaları ile, erken-sporlanan hücrelerdeki bipolar yerleĢim düzeninin, 

hücre bölünme proteini FtsZ‟nin bipolar yerleĢim Ģekli ile üst üste çakıĢtığı 

gösterilerek belirlenmiĢtir (Levin ve ark., 1997). Büyüyen hücreler 

karĢılaĢtırıldığında Z-halkasının hücre ortasındaki veya bipolar konumdaki 

yerleĢimleri arasındaki geçiĢte ftsZ transkripsiyonunun artması (sporlaĢmaya özgü 

sigma faktörü tarafından uyarılan ilave bir promotörün uyarılması sonucu) ve 

kutupsal FtsZ halkalarını sabit kılan bir zar proteini olan SpoIIE‟nin sporulasyona 

özgü üretiminin spiral yapıların oluĢumuna yol açtığı sonucuna varılmıĢtır (Ben-

Yehuda ve Losick, 2002; Graumann, 2007). 

 

FtsZ sarmal yapıları ayrıca FtsZ‟yi aĢırı üreten veya tam iĢlevsel olmayan 

ancak canlı hücrelerde Z- halkalarını veya diğer FtsZ yapıları için belirteç görevi 

gören bir protein olan, FtsZ-GFP‟i üreten E. coli hücrelerinde bulunur (Shih ve 

Rothfield, 2006).    

 

1.1.2.1.4. FtsZ polimerleĢmesi ve depolimerleĢmesi 

 

Methanococcus jannaschii‟den elde edilmiĢ FtsZ‟nin kristal yapısı 

incelenmiĢ, FtsZ‟nin üç boyutlu yapısının α- ve β- tübülin ile benzerlik gösterdiği 

anlaĢılmıĢtır (Löwe, 1998; Löwe ve Amos, 1998) (ġekil 1.13.). Ayrıca, FtsZ ve 

tübülinin polimerleĢme karakteristikleri arasında da benzerlik vardır. Her iki 

durumda da, proteinler GTP‟ye bağımlı bir tarzda, tek yönlü olarak düz 

protofilamentlere polimerleĢirler. FtsZ proteini, GTP‟nin varlığına bağlı olarak farklı 

türlerde in vitro da, tek protofilamentler, levhalar, tübülin benzeri yapılar gibi 

polimerler oluĢturur (Erickson ve ark., 1996; Errington ve ark., 2003; Löwe, 1998; 

Löwe ve Amos, 1999; van den Ent ve ark., 2001). 
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ġekil 1.13. Tübülin ve FtsZ dimerlerinin üç boyutlu yapısı (van den Ent ve ark., 2001). 

 

Fakat, FtsZ‟nin in vitro veya in vivo da mikrotübül benzeri yapılar 

oluĢturduğuna dair bir delil yoktur ve FtsZ filamentleri ve tübülin arasındaki 

nükleotid değiĢiminin kinetikleri arasında belirgin farklılıklar vardır. Tübülinin 

polimerleĢmesi sırasında, β-tubulin‟deki GTP hemen hidroliz olurken,  α- ve β-

tubulin‟de hidroliz daha yavaĢtır. Aksine GTP, FtsZ filamentlerinde daha da hızlı 

hidroliz olur ve polimerleĢme sırasında, hidroliz her bir FtsZ monomerinin içinde 

gerçekleĢir (Graumann, 2007; Shih ve Rothfield, 2006).  GTP/GDP oranındaki 

değiĢiklikler polimer dağılma hızını etkiler. FtsZ polimerlerinin birleĢmesi veya 

dağılmasının ökaryotik hücrelerdeki mikrotübüller için olduğu üzere, yardımcı 

proteinler tarafından değiĢtirilip değiĢtirilmediği bilinmemektedir (Shih ve Rothfield, 

2006). 

 

1.1.2.1.5. Z-halkası birleĢmesi ve kararlılığının düzenlenmesi 

 

Normal bölünme döngüsü sırasında, Z-halkasının birleĢmesi, kararlılığı ve 

iĢlevi, birçok protein tarafından kontrol edilir. E. coli‟de Z-halkası oluĢumunun 

yerinin belirlenmesinde iki temel negatif düzenleyici vardır: nükleoid ve min sistemi. 

Z-halkasının oluĢumu, min sistemi proteinleri tarafından daha sonra septumun 

oluĢacağı bölge ile sınırlanır; Ģöyle ki, MinC hücre kutuplarına yakın FtsZ 

polimerleĢmesini engeller (Amos ve ark., 2004; Errington ve ark., 2003; Graumann, 

2004; Löwe ve ark., 2004; Margolin, 2000; Norris ve ark., 2004). Nükleoid ise 

bölünme iĢlemi için fiziksel bir engel teĢkil eder (Nanninga, 1998). Nükleoid 
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oklüzyon nükleoidler boyunca bölünmeyi engeller ve bölünmeyi, normalde ayrılan 

nükleoidler arasındaki hücre ortası bölgeye veya kutup bölgesine yönlendirir 

(Errington ve ark., 2003; Lafontaine ve ark., 2007). Z-halkası, hücrenin ortasında 

oluĢmak yerine, ayrılmamıĢ nükleoid kütlesinin kenarlarında da oluĢur. Hücrenin 

ortasındaki birincil bölgenin bloke olduğu durumlarda bu bölge, FtsZ oluĢumu için 

uygun bölgedir (Sun ve Margolin, 2001). 

 

Septum oluĢumunun, kromozom replikasyonu ve ayrılması tamamlandıktan 

sonra gerçekleĢmesini sağlamak için Z-halkası birleĢimi ve kalıcılığını düzenleyen 

pozitif ve negatif etkileyici baĢka proteinler de vardır (Shih ve Rothfield, 2006). B. 

subtilis Z-halkasında ZipA yerine Z-halkası birleĢik protein A (ZapA), EzrA ve 

SepF/YlmA proteinleri yer alır. ZapA, yaklaĢık 10 kDa luk küçük bir protein, EzrA 

ise 62 kDa luk bir proteindir. Bu proteinlerin hepsi FtsZ‟ye bağlanır (Löwe ve ark., 

2004).   

 

Gueiros-Filho ve Losick (2002), B. subtilis‟te aĢırı ekspresyon kütüphanesini 

kullanarak, çok yüksek miktarlarda eksprese edildiğinde MinCD direnci ile 

sonuçlanan yeni bir gen izole ettiler.  Bu genin ürünü olan protein, Z-halkası ile 

birleĢmiĢ olması nedeni ile ZapA olarak adlandırıldı. AraĢtırmacılar, ZapA‟nın in 

vivo da Z-halkası ile birlikte yerleĢtiğini, in vitro da ise FtsZ‟ye bağlanabildiğini ve 

daha yüksek düzenli birleĢimleri desteklediğini gözledir (Guerios-Filho ve Losick, 

2002). ZapA, normal laboratuvar koĢulları altında büyüme ve sporlanma süresince 

septum oluĢumu için temel değildir.  Ayrıca, ZapA‟nın bulunmaması tek baĢına 

hücre canlılığını bozmamıĢtır ve bölünme için de temel değildir ancak EzrA‟nın 

yokluğu ile birlikte hücre bölünmesinde önemli bir engellemeye neden olmuĢtur. 

EzrA, B. subtilis zar proteinidir. EzrA‟nın yokluğu ekstra Z-halkalarının oluĢumuna 

yol açar ve hücresel konsantrasyonu düĢük olduğunda Z-halkası oluĢumuna olanak 

verebilir. Guerios-Filho ve Losick (2002), ZapA ile ZipA ve FtsA gibi Z halkası-

etkileĢimli proteinlerin, protofilamentlerin yanlamasına birleĢme eğilimini arttırarak 

hücrede FtsZ‟nin kooperatif birleĢimini destekleyebileceğini ileri sürmüĢlerdir 

(Guerios-Filho ve Losick, 2002) (ġekil 1.14.). 
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ġekil 1.14. Z-halkası oluĢumunda ZapA‟nın iĢlevi için bir model. Model, ZapA dimerlerinin (siyah Y-

Ģekilli) bitiĢik protofilamentlerde FtsZ monomerleri ile (gri küreler) çapraz bağlandığını ve dolayısı ile 

yanal etkileĢimleri kararlı kıldığını önermektedir (Guerios-Filho ve Losick, 2002). 

 

Z-halkası oluĢumunun düzenlenmesi, geç kalan kromozom ayrılması için 

veya DNA hasarındaki hasar kontol mekanizması olarak da kullanılır. SulA, 19 kDa 

luk bir dimerdir ve iki FtsZ molekülüne her bir açık dimer kısmından bağlanarak 

kararlı bir kompleks oluĢturur ve FtsZ‟nin polimerleĢmesini engeller (ġekil 1.15.). 

DNA bozukluğuna SOS cevabının bir parçası olarak, kromozomdaki hasar tamir 

edilene kadar, Z-halkası oluĢumu bloke edilerek istenmeyen hücre bölünmesine ket 

vurulmuĢ olur (Amos ve ark., 2004; Bi ve Lutkenhaus, 1991; Graumann, 2007; Löwe 

ve ark., 2004; Justice ve ark., 2000; Margolin, 2000; Møller-Jensen ve Löwe, 2005; 

Shih ve Rothfield, 2006). SulA homologlarının, siyanobakteriler ve Arabidopsis 

thaliana plastidlerinde hücre bölünmesi için gerekli oldukları rapor edilmiĢtir ki bu 

da normal büyüme koĢulları altında SulA‟nın hücre bölünmesinde bir rolü olduğunu 

ortaya koyar (Møller-Jensen ve Löwe, 2005). 
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ġekil 1.15. SulA tarafından inhibe edilmiĢ P. aeruginosa FtsZ‟sinin kristal yapısı (Löwe ve ark., 

2004). 

 

 

1.1.2.2. BtubA/B 

   

Diğer bir grup bakteriyel tübülin homologları, BtubA ve BtubB (bakteriyel 

tübülin) proteinleridir. Neredeyse tüm bakteri türlerinde bulunan FtsZ„nin aksine, 

BtubA ve BtubB Ģimdiye kadar sadece, Verrucomicrobia bölümünden 

Prosthecobacter cinsinde bulunur. Prosthecobacter dejongeii’deki proteinler daha 

ayrıntılı incelenmiĢlerdir ve genomlarında ftsZ yoktur. BtubA ve BtubB, bu 

organizmadaki yegane tübülin homologlarıdır (Graumann, 2007; Shih ve Rothfield, 

2006). BtubA monomeri ve BtubA/B heterodimerinin üç boyutlu yapıları 

tübülininkine benzerdir (Schlieper ve ark., 2005) (ġekil 1.10.).  

 

1.1.2.2.1. BtubA/B polimerleĢmesi 

 

 BtubA ve BtubB, GTP varlığında, çift sarmallı protofilamentler ve küçük 

halkalar halinde birlikte polimerleĢirler (Graumann, 2007; Shih ve Rothfield, 2006). 

Filament oluĢumu, her iki proteini de gerektirir ancak, BtubA yokluğunda, BtubB 

kendi kendine yaklaĢık 35 nm geniĢliğinde halkalar halinde polimerleĢirken, BtubA 
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tek baĢına polimerleĢemez. BtubA/B protofilamentleri, bazen bir merkezi oyuk 

çevresinde kendi kendilerine demetler halinde birleĢir, mikrotübül benzeri yapılar 

üretirler. BtubA/B protofilamentinin sarmal dönüĢleri arasındaki uzaklıklar, tübülin 

ve FtsZ protofilamentlerininki ile aynıdır (Schlieper ve ark., 2005). PolimerleĢmenin 

ve polimerlerin tübülar yapılar içinde kendi kendilerine birleĢmesinin koopereatif 

Ģekli, heterodimer alt ünitelerden oluĢan (αβ-tübülin) ökaryotik tübülinin mikrotübül 

yapılarının birleĢmesini hatırlatır. BtubA/B polimerleĢmesinin GTPaz aktivitesinde 

artıĢla iliĢkili olması, hem tübülin hem de FtsZ‟nin polimerleĢmesinde gerçekleĢen 

GTPaz aktivasyonu ile benzerlik gösterir. BtubA/B tübüler yapıları, ökaryotik 

mikrotübüllerden daha kalındır (40 nm‟ye 25 nm dıĢ çap) ve tek katman yerine iki 

kat protofilamentten oluĢur (Shih ve Rothfield, 2006). 

 

  BtubA ve BtubB‟nin tübülin‟e yakından benzemesi ve bilinen diğer bakteri 

genomlarında bulunmamaları bu genlerin P. dejongeii’ye (ve muhtemelen diğer 

Verrucomicrobia) yatay gen transferi yolu ile geçip FtsZ‟nin yerini aldığı izlenimini 

vermektedir. Her durumda, BtubA ve BtubB, hem yapı hem de katlanma 

bakımından, FtsZ ve tübülin arasında ara bir adımı temsil etmektedir çünkü tübülinin 

aksine, FtsZ gibi BtubA ve BtubB de katlanmak için Ģaperonlara ihtiyaç duymaz 

(Graumann, 2007).  

 

 

1.1.2.3. Verrucomicrobia’da mikrotübül benzeri yapılar 

 
Deniz kirpiksiz sillilerinin (Euplotidium türleri) ektosimbiyontları 

Verrucomicrobia olarak karakterize edilmiĢlerdir. Bu bölüm P. dejongeii’yi de içerir, 

fakat P. dejongeii‟den farklıdırlar. Avcılara karĢı koruma sağlayan mikrotübül 

benzeri yapılar birçok türde gözlemlenmiĢtir (Graumann, 2007). Kompleks yaĢam 

döngüsünün bir evresinde, ektosimbiyont, bu dıĢa püskürtme aygıtını geliĢtirir. Bu 

aygıt, tübüler yapılar içeren bir sepet tarafından çevrelenir. Bu tübüler yapılar, aygıt 

dıĢarı çıktıktan sonra hücre içinde kalır. Ökaryotik mikrotübüllerin boyutlarına 

benzer olarak, tübüllerin dıĢ çapı yaklaĢık 22 nm ve lümen çapı yaklaĢık 13 nm dir. 

Tübüller, birçok monoklonal anti-tübülin antikorla reaksiyona girer ve tübülin 

inhibitörü nocodazole varlığında dağılırlar. Bu tübüler yapıların içerikleri henüz 
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belirlenmemiĢtir ve organizmanın Btub homologları içerip içermediği 

bilinmemektedir (Shih ve Rothfield, 2006).  

 

1.1.3. Ara Filament Protein Homologları 

 
Ara filament (IF) proteinleri, ökaryotik hücre iskelet proteinlerinin üçüncü 

ana sınıfını oluĢturur. Ara filamentlerin en önemli rolü, hücreyi mekanik strese karĢı 

koruyarak hücre Ģeklinin ve bütünlüğünün korunmasına yardımcı olan bir iskele 

görevi görmesidir.  Bakterilerde IF-benzeri protein crescentinin tanımlanmasına 

kadar, IF proteinlerinin hayvan hücrelerine özgü oldukları düĢünülmekteydi.  

 

1.1.3.1. Crescentin 

 
Ausmees ve arkadaĢları (2003), ara filamentleri içeren üçüncü ailenin de 

bakteride bir kökene sahip olduğuna ve bükülmüĢ hücrelerin üretiminden sorumlu 

olduğuna dair bulgular sağlamıĢlardır (Ausmees ve ark., 2003). Crescentin, 430 

rezidülük bir proteindir. Crescentin prokaryotik hücrelerde, Ģimdiye kadar 

tanımlanan tek hücre iskeletsel IF homoloğudur. Virgül Ģekilli organizma C. 

crescentus’un Ģeklinden sorumludur (Ausmees, 2006; Graumann, 2004; Lewis, 2004; 

Pichoff ve Lutkenhaus, 2007). Bu, hücre Ģeklini etkileyen bir C. crescentus 

transpozon insersiyon mutantı için yapılan bir taramada belirlenmiĢtir. Crescentin 

yapısal geni (creS) nin kaybolması, hücre Ģeklinde virgülden çomağa bir değiĢime 

neden olur (Ausmees ve ark., 2003; Lewis, 2004; Margolin, 2004; Møller-Jensen ve 

Löwe, 2005) (ġekil 1.16.). 

 

Crescentinin bir IF protein homoloğu olarak önerilmesi temelde tahmini 

protein domain organizasyonuna dayanır. Yüksek seviyede sarmallı sarmalları nedeni 

ile, IF‟ler oldukça uzun yapılara sahiptirler. Birçok farklı dizi sarmal oluĢturabildiği 

için, IF proteinleri arasındaki dizi korunması düĢüktür (Ausmees, 2006; Graumann, 

2007). Crescentinin dizisi, sitokeratin 19‟unki ile %25 aynı, %40 benzer; nükleer 

lamin A ile de %24 aynı, %40 benzer bulunmuĢtur. Fakat aynı zamanda, geniĢ 

sarmallı sarmal yapıları içeren ancak IF olmayan proteinlerle de dizi benzerliği 

olduğunu belirtmek gerekir (Ausmees ve ark., 2003). 



 39 

 

Crescentin‟in hücre içinde bir hücre iskelet yapısı oluĢturduğunun delili, 

crescentinin, C. crescentus hücresinin içbükey yanı boyunca filament halinde bir yapı 

oluĢturduğunu gösteren immünofloresan çalıĢmalarıdır (Ausmees ve ark., 2003; 

Ausmees, 2006; Graumann, 2007; Margolin, 2004). Bu, canlı hücrelerde crescentin 

olmadığında hücrenin kıvrık Ģeklinin kaybolarak uzun çubuklar halini alması ile 

doğrulanmıĢtır.  Bu sonuçlar, hücrenin iç bükümü boyunca uzanan filament halindeki 

yapıların, hücrenin virgül Ģeklini oluĢturan ve koruyan crescentin temelli bir hücre 

iskelet elemanı olduğu izlenimini verir (Ausmees ve ark., 2003).  

 

Ġlginç biçimde, crescentin ve MreB hücre iskelet yapılarının her ikisi de 

virgül Ģekilli hücre Ģeklinin üretilmesi için gereklidir. MreB olmadığında, crescentin 

olmasına rağmen, C. crencentus hücreleri küre Ģeklini alırken, MreB varlığı devam 

ederken crescentinin kaybı, virgülden çomak Ģekle geçiĢe yol açar (Ausmees ve ark., 

2003). MreB, çomak Ģekle neden olan uzunlamasına hücre büyüme modu için gerekli 

iken, crescentin çomak Ģekilli hücreye bir büküm eklemek için önemlidir. Bükümlü 

Ģekil crescentin polimerik yapısına has değildir, çünkü crescentin, in vitro da 

doğrusal filamentler olarak polimerleĢir. C. crescentus’un izole edilen murein 

sakkulusunun genel bükümlü Ģekli alması, sert crescentin iskelet yapısının, Ģekil 

belirlemede mekanik bir rol oynadığı görüĢüne karĢı çıkar. Bu nedenle molekülün, 

murein biyosentezi makinesinin hücresel organizasyonunu etkileyerek, virgül Ģeklin 

oluĢturulmasına dolaylı olarak katıldığı düĢünülmüĢtür. MreB, normalde, murein 

biyosentetik bileĢenlerin, uzunlamasına sarmal düzenlemedeki organizasyonu için 

gereklidir. Crescentin, sadece MreB içeren hücrelerde hücre Ģeklini değiĢtirdiği için, 

MreB, hücre iskeletinin aksi halde uzunlamasına sarmal olacak organizasyonuna bir 

büküm katarak ve böylelikle, ikincil olarak murein biyosentetik makinenin hücresel 

dağılımını değiĢtirerek etki edebilir (Shih ve Rothfield, 2006). C. crescentus, Ģeklini, 

hücrenin içbükey kısmında dıĢbükey kısmından daha az hücre duvarı ağı 

sentezleyerek kazanmıĢ olmalıdır. Bu durumda, crescentin‟in MreB hücre iskeleti ile 

ve hücre duvarı sentezini yöneten diğer faktörlerle etkileĢmesi muhtemeldir ve hatta, 

hücre duvarı biyosentezinde görev alan genleri ve proteinleri kontrol ettikleri 

düĢünülmektedir (Ausmees, 2006; Margolin, 2004) (ġekil 1.16.).  
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Crescentin, in vitro da, ökaryotik IF proteinlerine benzer Ģekilde kofaktör 

veya enerjiye ihtiyaç duymaksızın 10 nm kalınlığında filamentler ve levhalar halinde 

birleĢir (Ausmees ve ark., 2003; Ausmees, 2006; Graumann, 2004; Lutkenhaus, 

2003; Margolin, 2004; Møller-Jensen ve Löwe, 2005). Bu yönden bakteriyel veya 

ökaryotik tübülin ve aktin homologlarından farklılık gösterir. Crescentin 

filamentlerinin yanal bağlarla daha kalın filamentler oluĢturma eğilimleri vardır ve in 

vitro da geniĢ ağlar oluĢturabilirler. Ayrıca crescentinler yüksek pH‟da  bir araya 

gelemez (Ausmees, 2006). Crescentin filamentleri, ökaryotik IF‟lerle, hızlı 

birleĢmeleri ve viskoelastik özelllikleri bakımından benzeĢirler, bu, crescentin ağının 

katıya benzer olduğunu ve mekanik gerilmeye dayanıklı olduğunu gösterir (Shih ve 

Rothfield, 2006). 

 

 

ġekil 1.16. Crescentin faaliyetinin bir modeli. Özgül bölgelerde (sarı),  Crescentin filamentinin 

(kırmızı) hücre duvarı sentezini inhibe etmek üzere aktin benzeri MreB sarmalı ile (yeĢil) etkileĢtiği 

ve büyüme sırasında sol-sağ asimetrisine yol açtığı ileri sürülmektedir.  E. coli ve crescentin‟siz C. 

crescentus mutantları gibi crescentine sahip olmayan hücreler, MreB etkisi ile düz silindir 

Ģeklindedirler. Crescentin olmadığında bile C. crescentus, bir kutupta flagellum (üst) ve diğer kutupta 

sap (alt) ile bir eksenli hücresel asimetri gösterir (Margolin, 2004). 
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1.1.4. MinD/ParA sınıfı Bakteriyel Hücre Ġskelet Proteinleri 

 

Ökaryotik hücre iskelet proteinlerine ilaveten, bakteriyel hücreler, ökaryotik 

hücre iskelet elemanları ile hiçbir benzerliği olmayan baĢka bir grup hücre iskelet 

proteinine sahiptirler (Carballido-López, 2006; Graumann, 2007; Lewis, 2004).  

Bunlar, geniĢ MinD/ParA üst ailesine aittirler. Anormal Walker A-tipi ATPaz 

motiflerin varlığı ile karakterize edilen bu proteinler hücre içinde organize filament 

halinde Ģekiller olarak bulunmaları ve incelendiği durumlarda, in vitro da uzun 

polimerik filamentler halinde kendi kendilerine birleĢebilmeleri temelinde hücre 

iskelet proteini olarak sınıflandırılırlar. Walker A-tipi ATPazların, hücre iskelet 

elemanı olarak kullanılması bakteriyel hücrelere hasmıĢ gibi görünmektedir (Shih ve 

Rothfield, 2006).  

 

MinD/ParA proteinleri iki alt gruba ayrılabilir. MinD alt grubunun proteinleri 

bakteriyel ve plastid bölünme alanlarının yerleĢiminde yer alırken, ParA grubunun 

proteinleri öncelikle DNA ayrılmasında görev alırlar (Lewis, 2004; Shih ve 

Rothfield, 2006).  

 

1.1.4.1. MinD sınıfı proteinler 

 

1.1.4.1.1. MinCDE sistemi 

 

MinD, E. coli’de septal yerleĢimin yerini belirlemede, minB operonunun diğer 

gen ürünleri MinC ve MinE ile birlikte, anahtar rol oynayan bir hücre iskelet 

proteinidir. Bu operonun ortadan kaldırılması kutuplarda septum oluĢumuna sebep 

olur, bölünme hücre ortası yerine hücre kutbuna bitiĢik gerçekleĢir. Bu kutupsal 

septasyon durumunda nükleoidsiz mini-hücreler oluĢur (Errington ve ark., 2003; Fu 

ve ark., 2000; Margolin, 2000; Nanninga, 1998; Pichoff ve Lutkenhaus, 2001; Sun 

ve Margolin, 2001). Böylece Min proteinleri, septasyonu, istenen hücre ortası alana 

kısıtlar ve bunu hücrenin kenarlarına yakın alanlarda bölünme makinesinin 

birleĢimini engelleyerek yapar. Min proteinleri, diğer prokaryotik türlerde de 

bölünme alanının yerleĢimini, bitki ve fotosentetik bakterilerin plastidlerinin organel 

bölünme alanlarının yerleĢimini düzenler. MinD ve MinE homologları, yeĢil alg 
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Chlorella kloroplast genomunda ve Arabidopsis‟in nükleer genomunda da 

bulunmuĢtur (Miyagishima ve ark., 2003). 

   

MinE homoloğu bulunmayan B. subtilis‟te,  polar alanların oluĢumu, MinE 

ile benzer olmayan ve baĢka bir lokalizasyon mekanizması kullanan DivIVA proteini 

tarafından düzenlenir. Öte yandan C. crescentus gibi bazı bakterilerin Min proteinleri 

bulunmaz ve bu bakterilerde bölünme alanının nasıl belirlendiği bilinmemektedir 

(Graumann, 2007; Margolin, 2003; Mileykovskaya ve Dowhan, 2005; Møller-Jensen 

ve Löwe, 2005; Norris ve ark., 2004; Shih ve Rothfield, 2006). 

 

1.1.4.1.2. MinD hücre iskeleti 

 

Yüksek çözünürlüklü floresan mikroskobu sayesinde MinC ve Min E ile 

birlikte MinD moleküllerinin sitoplazmik zarın hemen içinde, E. coli hücresinin 

çevresine sarılan sarmal yapılar halinde organize olduğu görüntülenmiĢtir. MinD 

sarmal yapıları MreB hücre iskeletini oluĢturan sarmal yapılara benzese de MreB ve 

MinD sarmal dizileri bağımsız yapılardır. MinD‟nin, Min hücre iskelet sisteminin 

temel elemanı olduğu sonucuna uygun olarak,  MinE ve MinC bu yapılarda ancak 

MinD varlığında bulunurlar (Shih ve Rothfield, 2006). 

 

MinC ve MinD birlikte Z-halkasının toplanmasını negatif olarak düzenlerler 

(Møller-Jensen ve Löwe, 2005; Margolin, 2000; Norris ve ark., 2004). MinE ise 

MinC ve MinD‟nin aktivitesini negatif olarak düzenler (Margolin, 2000). 

 

Justice ve arkadaĢları (2000), MinCD‟nin, Z-halkasının birleĢmesinden sonra 

harekete geçtiğini ve FtsA‟nın FtsZ‟ye katılmasını engellediğini öne sürseler de 

Pichoff ve Lutkenhaus (2001), MinC‟nin asıl hedefinin FtsZ olduğunu ve 

MinCD‟nin, Z-halkası oluĢumunu bloke ederek bölünmeyi önlediğini göstermiĢlerdir 

(Justice ve ark., 2000; Pichoff ve Lutkenhaus, 2001). MinC, FtsZ polimerlerinin in 

vivo ve in vitro da parçalanmasını destekler (Errington ve ark., 2003; Margolin, 

2003; Lutkenhaus, 2002). MinC hücre kutuplarına MinD tarafından çekilir 

(Graumann, 2004). MinC‟nin N-terminal domaini FtsZ ile etkileĢimi, C-terminal 
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domaini ise dimerizasyonu ve aynı zamanda MinD ile etkileĢimi sağlar (Errington ve 

ark., 2003) (ġekil 1.17.). 

         

ġekil 1.17. Hücre kutuplarında bölünmenin engellenmesi. MinCD inhibitörü hücre kutuplarında 

sitoplazmik zara bağlanır ve FtsZ polimerizasyonunu engeller. MinC‟nin C-terminal domain‟i (CC) 

MinC dimerizasyonunu sağlar ve zara bağlanan MinD (D) ile etkileĢir. MinC‟nin N-terminal domain‟i 

(CN) FtsZ (Z) ile etkileĢir ve FtsZ polimerizasyonunu veya diğer bölünme proteinlerinin FtsZ halkası 

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

 

MinE, MinCD bölünme inhibitörüne topolojik özgüllük uygulayarak etki 

eder, hücre ortası bölgede hücre uzunluğu boyunca diğer istenmeyen bölgelerde 

bölünmeyi engellemesine izin verirken hücre ortası bölgede inhibitörün etki etmesini 

engeller (Errington ve ark., 2003; Fu ve ark., 2000). MinE esas olarak MinCD 

salınımında rol alır ve FtsZ halkası oluĢumunda doğrudan yer almaz. MinE, MinD‟yi 

bir hücre yarısından diğerine takip eder  (Buddelmeijer ve Beckwith, 2002). MinE, in 

vitro da, MinD filamentlerini dağıtır, çünkü MinD‟nin ATPaz aktivitesini uyarır 

(Graumann, 2007; Norris ve ark., 2004).  MinE yalnızca MinD zara bağlı olduğunda 

ATP hidrolizini uayarır. Bu uyarım, fosfolipid keseciklerini gerektirir ve bu da Min 

proteinlerinin fosfolipidlerle doğrudan ve karĢılıklı etkileĢtiğine iĢaret etmektedir 

(Lutkenhaus, 2002). 

 

GFP füzyonlarının kullanımı üç Min bileĢeninin  (C, D ve E) hücrenin iki 

yarısı arasında hızlı salınımlarını göstermiĢtir,  MinC ve MinD‟nin her ikisi de bir 

kompleks halinde bir kutuptan diğerine salınır (Buddelmeijer ve Beckwith, 2002; Fu 

ve ark., 2000; Grauman, 2004; Margolin, 2000; Lutkenhaus, 2002; Pichoff ve 
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Lutkenhaus, 2001). B. subtilis hücrelerinde Min salınımı görülmez.  B. subtilis’te 

MinD hücre içine salınmak yerine hücrenin uçlarında kararlı kepler oluĢturur (Lewis, 

2004; Norris ve ark., 2004).  

 

Bazı MinE‟lerin MinCD polar bölgesi boyunca yayılmıĢ olmasına rağmen 

MinE‟nin çoğu MinCD polar bölgesinin ucunda bir halka olarak belirir (Fu ve ark., 

2000; Graumann, 2007; Lutkenhaus, 2002).  MinE-GFP görüntülemelerinde bu halka 

FtsZ‟den bağımsız olarak hücre ortasına yakın halka benzeri bir yapı halinde lokalize 

olur. Buna karĢın Z-halkası tamamen merkezdedir (Margolin, 2000; Sun ve 

Margolin, 2001). Fu ve arkadaĢları (2000), MinE halkasının hücre ortasına yakın bir 

konumda sabitlenmediğini ancak ilk olarak bir hücre kutbuna ve sonra zıt kutuba 

olan hareketin tekrarlayan dinamik bir yapı olduğunu bildirmiĢlerdir. Bu döngü her 

bir bölünme döngüsünün içinde birçok kez tekrarlanır. E-halkasının MinCD bölünme 

inhibitörünün faaliyetini engellemek için hücre ortasında bölgesel olarak hareket 

ettiği varsayılmaktadır (Fu ve ark., 2000). E-halkasının iki rol oynadığına inanılır. 

Bunlardan birisi, MinD alt ünitelerinin daha fazla eklenmesini engellemek için bir 

kapak görevi görerek polar alanın hücre ortasını geçmesini engellemesi diğeri ise 

MinD-ATP polimerlerinin önde giden ucunda, MinD ATPaz aktivitesini aktif hale 

getirmesidir (Shih ve Rothfield, 2006). 

 

 

1.1.4.1.3. MinD yapısı ve polimerleĢmesi 

 

Üç termofilik organizmada; Archaeoglobus fulgidus’da MinD-1, Pyrococcus 

furiosus’da MinD ve Pyrococcus horikoshii’de MinD-2 olmak üzere MinD‟nin 

kristal yapısı belirlenmiĢtir (ġekil 1.18.). Bu üç protein primer dizi ve üç boyutlu yapı 

bakımından benzerdir. Termofilik organizmalar MinC ve MinE eĢleniklerini 

içermezler (Shih ve Rothfield, 2006).  

 

MinD, 30 kDa luk bir proteindir (Löwe ve ark., 2004). ATP ile inkübe 

edildiğinde,  in vitro da, kısa çift zincirli filamentler halinde polimerleĢir (Amos ve 

ark., 2004; Graumann, 2007). Fosfolipid keseciklerin eklenmesi MinD filamentlerin 

oluĢumunu arttırır. MinD filamentleri boyuna uzar ve kendi kendilerine demetler 
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halinde birleĢirler. Bu da MinD‟nin hücre zarı boyunca kendi kendine birleĢtiği 

görüĢünü destekler (Graumann, 2007). MinE, MinD‟nin ATPaz aktivitesini 

etkinleĢtirerek MinD filamentlerinin dağılmasına yol açar (Mileykovskaya ve 

Dowhan, 2005). MinD ATPaz aktivitesinin Min E tarafından  harekete geçirilmesi 

için fosfolipid keseciklerinin varlığı gerekmektedir (Errington ve ark., 2003). 

 

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

 

 

1.1.4.1.4. MinD’nin zara hedeflenmesi ve MinD-çift tabaka etkileĢimleri 

 

MinD‟nin zar bağlantısı, farklı türlerde 8 ila 12 amino asit arasında değiĢen 

C-terminal zar hedeflenme dizisi (MTS) tarafından yönlendirilir. Birçok türdeki 

MinD proteinleri benzer bir MTS içerir ve benzer MTS E. coli hücre bölünmesi 

proteini FtsA‟nın zar bağlantısını da yönlendirir (Shih ve Rothfield, 2006). 

Mileykovskaya ve Dowhan (2005), MinD‟nin oldukça korunan C-terminal motifinin 

proteinin zara yerleĢmesi için zorunlu olduğu yönünde deliller sağlayan ilk raporu 

sunmuĢlardır (Mileykovskaya ve Dowhan, 2005). 

 

MinD, doğrudan zara bağlanan bakteriyel hücre iskelet elemanlarının 

araĢtırılan ilk örneğidir. MinD, ATP veya hidroliz edilemeyen ATP varlığında 

fosfolipid keseciklere bağlanır, fakat ATP olmadan bağlanmaz. Ayrıca MinD‟nin 

ATP varlığında dimerleĢebildiği ve MinD‟nin ATP uyarımlı dimerleĢmesinin 

molekülün zara bağlanmasında rol oynayabileceği öne sürülmüĢtür (Amos ve ark., 

2004; Shih ve Rothfield, 2006).  
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Çarpıcı Ģekilde, MinD‟nin fosfolipid kesecikleri ile ATP‟ye bağlı etkileĢimi, 

hem MinD polimerleĢmesine hem de, kesecik yüzeyinden uzanan, 50 ila 100 nm 

çapında uzun lipid tüplerin oluĢumu ile, kesecik deformasyonuna yol açar.  MinE‟nin 

eklenmesi, MinD‟nin ATPaz aktivitesini uyararak muhtemelen MinD polimer 

dağılması nedeni ile tübülleĢme reaksiyonunu geri çevirir (Errington ve ark., 2003; 

Shih ve Rothfield, 2006).  

 

1.1.4.1.5. MinD hücre iskeletinin dinamik yeniden düzenlenmesi 

 
Min proteinlerinin kutuptan kutuba salınımı bölünme alanı seçimi için esastır. 

Salınımlar MinC, MinD ve MinE moleküllerinin, hücrenin bir ucundaki polar 

sarmallardan diğer ucundaki polar sarmallara tekrar dağılımını da içermek üzere ve 

hücre iskeletinin sıralı bir dizi tekrar düzenlenmesi sonucunda gerçekleĢir (Amos ve 

ark., 2004). 

 

Zara bağlı MinD-ATP, hücre kutbundan hücre ortasına uzanan sarmal 

düzende polimerleĢir. Polar alanın birleĢmesi sırasında, MinD, MinC ve MinE‟yi 

toplayarak sarmal MinD polar alanını MinCDE alanına çevirir. MinD polimerinin 

büyüyen uçları hücre ortasına yaklaĢınca, MinD-ATP‟nin eklenmesi yavaĢlar ve 

MinE, E-halkasını yapmak üzere sarmal protofilamentlerin uzayan uçlarında birleĢir. 

Daha sonra MinE, MinD‟nin  ATPaz aktivitesini aktif hale getirir. MinD ATPazın 

aktivasyonu, MinD-ATP‟nin MinD-ADP‟ye dönüĢmesine neden olur ve  MinD 

polimerin ucundan serbest bırakılır. Bu, sarılmıĢ MinDCE polar yapısının, E-halkası 

ile birlikte kaybolana kadar, giderek küçülmesine neden olur. Bırakılan MinD-ADP,  

MinD-ATP‟ye çevrilir ve birleĢme dağılma siklusunu tekrar etmek üzere diğer 

kutuba ilerler, böylelikle salınım siklusuna devam edilir (Shih ve Rothfield, 2006) 

(ġekil 1.19.). 
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ġekil 1.19. Min proteinlerinin salınımını özetleyen Ģema. MinD-ATP (mavi) polar alanın üzerinde 

zarla birleĢir. Bir MinE halkası (kırmızı) polar alanın ucunda birleĢir ve MinD ATPaz aktivitesini 

uyarır. Bunun sonucu olarak MinD-ADP (açık mavi) serbest kalır. MinD-ATP zara bağlanır ve zıt 

kutupta birleĢmeye baĢlar. MinE halkası kutuba ulaĢtığında serbest bırakılır ve polar kuĢağın ucunda 

yeniden birleĢir. (Lutkenhaus, 2002).  

 

1.1.4.2. ParA sınıfı proteinler 

 

1.1.4.2.1. Plazmid ayrılmasında ParA/B proteinleri 

 

Bilinen bütün tip I ayırma sistemleri cis-etkili sentromerik DNA alanı (ParC 

ve ParS olarak da adlandırılır) ve iki adet plazmidin kodladığı proteinleri içerir. Ġlk 

protein bir Walker tipi ATPazdır ve ParA, SopA, veya Par F Ģeklinde adlandırılır. 

ParA proteinleri, yavru plazmidleri hücrenin karĢıt yarılarına ayırmaktan 

sorumludur. ParA proteinleri, MinD proteini ile dizi benzerliği gösterir. ParA 

proteinlerinde MinD‟yi sitoplazmik zara çapalayan, C-terminal MTS‟si yoktur ve 

ParA proteinlerinin zara bağlı olduklarına dair bir veri de yoktur. ParA 

proteinlerinde, MinD proteininin karakteristiği olan, MinD kutusu da bulunmaz.  
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Ġkinci protein ParB, SopB veya ParG olarak adlandırılan bir sentromer 

bağlanma proteinidir. ParB, plazmid ve ParA proteini arasında bir bağlantı kurulması 

için gereklidir. Tip II ayırma sisteminde olduğu gibi, ParB‟nin plazmid ayrılmasını 

kolaylaĢtırmak için plazmidlerin eĢlenmesinden de sorumlu olduğu öne sürülmüĢtür, 

fakat diğer modeller plazmid eĢleĢmesine ihtiyaç duymazlar. Hem ParA hem de ParB 

proteinleri par operonunun transkripsiyonel oto regülasyonunda rol oynayabilirler 

(Shih ve Rothfield, 2006). 

 

1.1.4.2.2. ParA hücre iskelet yapıları  

 
Sadece birkaç sistem detaylı incelenmiĢ olsa da, MinD ve plazmid ayırma 

proteini ParA‟nın, E. coli hücreleri içinde dinamik, hücre iskeleti benzeri yapılar 

oluĢturma yeteneği bulunduğuna dair artan deliller mevcuttur. In vivo ortamda hücre 

iskelet benzeri yapılar oluĢturdukları gösterilen ParA proteinleri ParA
F(SopA) 

ve 

ParA
pB171(ParA) 

ile örneklenebilir. Genel görünüĢleri MinD sarmal dizilerine benzeyen 

uzun sarmal düzenlerde bulunurlar. SarılmıĢ yapılar farklı plazmidlerde dağılımda 

değiĢiklikler gösterirler. Örnegin, ParA
F(SopA)

 sarmal yapıları, iki kutup arasında 

uzanır gibi görünürken, ParA
pB171(ParA) 

sarmal dizileri nükleoidin üzerinde lokalize 

olur. ParA
F(SopA)

 ve ParA
pB171(ParA) 

sarmal düzenleri ParB anlatımı olmayan 

hücrelerde olur ve ParB
F(SopB)

‟nin sarmal yapılarda bulunması ParA proteinin 

varlığına bağlıdır (Shih ve Rothfield, 2006). 

 

1.1.4.2.3. ParA polimerleĢmesi 

 

ParA polimerleĢme sistemi, birçok yönden MinD sistemine benzer. ParB, 

MinE gibi yardımcı protein olarak görev yapar. In vitro da, ParA ATP‟ye bağımlı 

filamentler ve filamentlerin birbiri üzerinde sarmalandığı filament demetleri 

oluĢtururlar. Öncelikle, MinD polimerleĢmesi ve ParA
 

polimerleĢmesi ATP 

tarafından uyarılır. MinD ve ParA polimerleĢme sistemlerinde, ATP‟nin, hidroliz 

olmayan analoğu ile değiĢtirilebilmesi ATP hidrolizinden çok bağlanmasının 

polimerleĢme için gerekli olduğu anlamına gelir (Graumann, 2007; Shih ve 

Rothfield, 2006).  



 49 

1.1.4.2.4. ParA salınımı 

 

 MinD ve ParA proteinlerinin davranıĢlarında benzer olan, bazı ParA 

proteinlerinin de, hücre içinde iki pozisyon arasında salınım hareketi göstermesidir. 

Hücre çeyrekleri arasında ve nükleoid bölgelerinde salınımları gözlemlenmiĢtir. 

Salınım periyotları yaklaĢık 20 dakikadır ve rapor edilen MinD salınım hızlarından 

belirgin Ģekilde yavaĢtır. Fakat, MinD‟nin salınım hızı MinD/MinE oranından 

belirgin Ģekilde etkilenir. ParA/ParB oranının ParA salınım hızını etkileme olasılığı 

henüz sistematik olarak incelenmemiĢtir. Ġlginç biçimde, ParB olmadığında, ParA 

sarmal yapılar oluĢturabilmekte, ancak salınımlar hem ParB hem de parC
 
DNA‟sını 

gerektirmektedir. Bu, aynı Ģekilde bir yardımcı protein, MinE, gerektiren MinD 

salınımını hatırlatır (Shih ve Rothfield, 2006).   

 

1.1.4.3. Soj 

 

B. subtilis‟in Soj proteini MinD/ParA ailesinin bir elemanıdır ve Spo0J 

proteini ile birlikte birçok görevi geçekleĢtirir. Spo0J, B. subtilis kromozom 

replikasyon orijini yakınındaki sentromer benzeri DNA dizilerini (parS) tanır, bu 

nedenle, plazmid tarafından kodlanan, plazmid sentromerik lokuslarını tanıyan ParB 

proteinine benzer. parS dizisi düĢük kopyalı plazmidlere eklendiğinde, Spo0J ve Soj, 

yavru hücrelere doğru plazmid dağılımı sağlayan plazmid ayırma sistemi olarak iĢlev 

gösterirler. Bu sistemde Soj, ParA proteini olarak, Spo0J ise ParB eĢdeğeri olarak 

görev alır. 

 

Soj değil, Spo0J, normal nükleoid ayrılması ve kromozomal oriC bölgelerinin 

sporlaĢma sırasında, erken sporlara yönlenmiĢ ayrılması için gereklidir (Shih ve 

Rothfield, 2006). Spo0J‟nin, immünofloresan mikroskobu ve GFP füzyonu ile, B. 

subtilis‟in vejetatif ve sporlaĢan hücrelerinde hücre kutuplarında bir noktada lokalize 

olduğu ve oriC ile uyum içinde, mitoz benzeri bir Ģekilde kutuplara doğru hareket 

ettiği gösterildi (Margolin, 1998). Soj ve Spo0J, sporlaĢmanın erken evrelerinde 

birçok genin anlatımını düzenler. Soj transkripsiyonel baskılayıcı olarak görev 

yaparken Spo0J onun etkisini ortadan kaldırır (Shih ve Rothfield, 2006). 
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Soj,  MinD ile önemli yapısal benzerliklere sahiptir ve üç boyutlu yapısı 

bilinen bir diğer ParA homoloğudur (ġekil 1.20.). Soj ve MinD, ATP varlığında 

dimerleĢmeleri bakımından benzerdirler. Soj, birçok hücre iskelet proteini ile, in vitro 

da uzun filamentler halinde kendi kendine birleĢmesi bakımından benzerdir. Burada 

Soj, ATP ve özgül olmayan DNA‟ya ihtiyaç duyar.  Soj salınımı MinD ve ParA‟dan 

belirgin Ģekilde farklılık gösterse de, yaĢayan hücrelerde tekrarlayan değiĢiklikler 

geçirmesi bakımından MinD/ParA ailesinin diğer bireyleri ile benzeĢir (Shih ve 

Rothfield, 2006).  

                

ġekil 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 trafiğinde, mitokondriyal bölünmede ve 

ökaryotik hücrelerin morfolojisinde iĢlevsel olan, çok domainli GTPaz ailesidir. In 

vitro da dinaminler, GTP bağlanması ile büzülen oligomerik halkalar ve sarmal 

yapılar oluĢtururlar. Lipid keseciklerinde birleĢen dinamin spirallerinin GTP hidrolizi 

ile uzaması, dinaminlerin kesecikleri yay benzeri bir tarzda kopardığı izlenimini 

verir.  

 

Yakın zamanda, siyanobakteriyal dinamin benzeri proteinin yapısı çözüldü, 

ve GTPaz domain yapısının çarpıcı korunumu ortaya çıkarıldı. Nostoc punctiforme 

bakteriyel dinamin benzeri proteini (BDLP); GMP-PNP (GTP‟nin hidroliz edilmeyen 

bir formu) ve keseciklerin varlığında uzun tübüller oluĢturan düĢük afiniteli bir 

GTPaz‟dır ve kesecikleri, yaklaĢık 45 nm çapında ve filamentler arası adım tekrarı 6 

nm olan kompakt sarmal bir kaplama ile tübüler hale getirir. Hidrofilik kısımları ile 
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lipidler, tübüllerin iç kısmına bağlanabilir. N. punctiforme BDLP, filament halindeki 

siyanobakterinin hücre zarına noktalı bir düzende lokalize olur. B. subtilis BDLP 

ortoloğu da, benzer bir Ģekilde lokalize olur. Bu da, BDLP‟lerin, birçok türde zarda 

rol oynadığını gösterir, esasen dinamin benzeri proteinleri kodlayan genler diğer 

birçok bakteriyel genomda da bulunur (Grauman, 2007).  

 

 

1.1.5. Diğer Filament Halindeki Hücre Ġçi Yapılar 

 

1.1.5.1. Spiroplasma melliferum fibril yapıları  

 

Spiroplasma melliferum, Mollicutes sınıfına dahildir. Bu sınıf hücre duvarı 

içermeyen bir sınıf olmasına rağmen filogenetik olarak bakterilerin Gram-pozitif 

filumuna dahildir (Graumann, 2007). Kürner ve arkadaĢları 2005 yılında, 

Spiroplasma melliferum hücrelerinin üç boyutlu yapılarını  yaklaĢık 4 nm 

çözünürlükte, doğal hallerine yakın Ģekilde incelemek için kriyo-elektron tomografisi 

kullanmıĢlardır (Kürner ve ark., 2005).  Hücrenin kısa ekseni boyunca, zarın altında, 

iki tür filament halinde levhalar uzanmaktadır. Filamentler, spiral Ģekilli 

organizmanın boyunca uzanan üç paralel Ģerit halinde düzenlenmiĢlerdir. YaklaĢık 4 

nm aralıklı dokuz ince filamentten oluĢan merkezi bir levha ve her iki yanda da 

yaklaĢık 11 nm aralıklı beĢ kalın filamentten oluĢan levhalar bulunur.  Ġç 

filamentlerin boyutları, aktin veya MreB tarafından oluĢturulanlarla oldukça 

benzerdir ve bu nedenle bir MreB ortoloğundan oluĢmuĢ olabilir.  Aslında 

Spiroplasma, genomunda beĢ mreb geni taĢır. DıĢ levhalar, Spiroplasma’ya özgü bir 

protein olan, fibrilden yapılmıĢtır. Fibril, bir dimer oluĢturduğu düĢünülen, 55 kDa 

luk bir proteindir. Bu uzun yapıların sarmal Ģekilli bakterinin hareketinden sorumlu 

olduğu öne sürülmüĢtür (Beveridge, 2006; Carballido-López, 2006; Kürner ve ark., 

2005; Löwe ve ark., 2004; Graumann, 2007; Trachtenberg ve Gilad, 2001). 
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1.1.5.2. Treponema phagodenis sitoplazmik filamentleri 

 

T. phagodenis hücreleri, cfpA geninin anlatımına bağlı olarak, spiral Ģekilli 

hücrenin uzunluğunca bükülen beĢ paralel filament benzeri yapı dizisini içerir. Bu 

dağılım virgül Ģekilli hücrelerde crescentinin dağılımına benzese de, CfpA, 

crescentin ve diğer IF‟lerde bulunan, bir sarmallı sarmal yapı içermez (Shih ve 

Rothfield, 2006). Crescentin‟in aksine, filamentler hücrenin uzun ekseni boyunca 

sarmal yollarda ilerlerler.  GörünüĢe göre,  filamentler, periplazmik flagellanın 

karĢılık gelen grubunun altında lokalize olmuĢtur ve orijinal olarak hareketlilikte 

görev aldıkları öne sürülmüĢtür, fakat flagella ve hücre içi filament yapıları 

arasındaki bir yapısal bağlantının delili bulunmamaktadır (Graumann, 2007; Shih ve 

Rothfield, 2006). 

 

Filamentlerin temel bileĢeninin, birçok uzun sarmallı sarmal yapılar içeren, 

spiroketlere özel olduğu düĢünülen, 79 kDa luk bir polipeptid (CfpA) olduğu 

bulundu. Bu özellikler, CfpA‟nın IF protein ailesine dahil olabileceği izlenimini 

verir.   E. coli’ de eksprese edildiğinde, CfpA‟nın uzun filament halindeki yapıların 

oluĢmasını indüklemesi, CfpA‟nın aslında kendi kendine filamentler 

oluĢturabileceğini gösterir. Periplazmik flagella, CfpA olmadığında normal olarak 

lokalize olur ve tam tersi olması her iki sistemin de birbirinden bağımsız birleĢtiği 

izlenimini verir. CfpA mutantlarının daha az hareketliliği, değiĢen morfoloji nedeni 

ile olabileceği için, CfpA‟nın flagella iĢlevinde doğrudan veya dolaylı bir etkisinin 

olup olmadığı açık değildir (Graumann, 2007). 

 

 

1.1.5.3. Leptospira türlerinde Scc 

 
UzamıĢ N-terminal sarmallı sarmal bölgesi içeren bir diğer protein Leptospira 

türlerinde bulunur. Scc proteini 2-3 μm uzunluğunda sarmal yapılar ve herhangi bir 

kofaktörden bağımsız, günlerce kararlı kalabilen öte yandan in vitro da, 6 ila 10 nm 

çapında tek filament halinde yapılar oluĢturan bir moleküldür.  E. coli hücrelerinde 

eksprese edildiğinde, Scc-GFP hücre boyunca bir kutuptan diğerine doğru veya hücre 

zarının altında uzanan, tek uzun bir filament oluĢturur. SaflaĢtırılan Scc RNA ve 

DNA‟ya bağlı kalır ve çarpıcı çomak Ģekilli nükleoprotein yapılar oluĢturur. Scc 
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kodlayan genin çıkarılması, değiĢen koloni morfolojisine yol açar, fakat hücre 

morfolojisi ve hareketliliğinin değiĢmemesi, Scc‟nin hücrelerin yayılması sırasında, 

kemotaksisde yer aldığını gösterir (Graumann, 2007).  

 

 

1.1.5.4. Myxococcus xanthus hücre içi filamentleri  

 

Zar altı filamentlerinin uzun demetleri M. xanthus hücrelerinde 

gözlemlenmiĢtir. Bunlar, bu organizmalarda A-hareketlilik sistemi ile sağlanan 

kayma hareketinin düzenlenmesinde yer alan AglZ proteini ile ilgili olabilirler. AglZ, 

Myxococcus xanthus bakterisinde sosyal hareketlilikte yer alır ve bu süreçte yer alan 

bir küçük GTPaz ile etkileĢir. AglZ‟nin N-terminali iki elemanlı cevap düzenleyici 

proteinlerinin alıcı domainlerine benzerken, C-terminali miyozin ağır zinciri gibi 

sarmallı sarmal proteinlerinin çubuk bölgelerinin karakteristiği olan heptad 

tekrarlarını içerir. Sonraki domain, in vitro da filamentler halinde kendi kendine 

birleĢir ve E. coli’de eksprese edildiğinde sıralı filament dizileri oluĢturur. Bütün 

haldeki proteinin Myxococcus veya diğer organizmalarda benzer yapılar oluĢturup 

oluĢturmadığı bilinmemektedir (Graumann, 2007; Shih ve Rothfield, 2006 ). 

 

 

1.1.5.5. Mycoplasma türlerinde filament yapıları  

 

M. pneumoniae patojen bakterisi, MreB kodlayan bir genden yoksun olduğu 

halde, elektron mikroskobu gözlemlerine göre Ģekil koruyucu özelliği olan oldukça 

farklılaĢmıĢ bir hücre iskeletine sahiptir (Mayer, 2003). Benzer yapılar sağlam M. 

pneumoniae hücrelerinin deterjan özütlerinde de görülür (Shih ve Rothfield, 2006).  

 

Elektron mikroskobu kullanarak araĢtırmacılar, Mycoplasma genitalium’da 

fibril olarak veya sarmal yerleĢimli bıçak benzeri yapılar gibi görünen belirgin hücre 

altı yapılar gözlemlediler. Zarlar ve sitosolik proteinler Triton X100 ile 

uzaklaĢtırıldıktan sonra,  kabaca 300×40 nm boyutları olan yuvarlak bir uca sahip 

ĢaĢırtıcı bir (görünüĢe göre birçok paralel filamentten oluĢan) çomak Ģekilli yapı 

gözlemlenebildi. Mycoplasma‟nın Triton‟da çözülmeyen hücre fraksiyonunun 
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yapısal bileĢenleri araĢtırılmakta olup, çomak Ģekilli yapıların fonksiyonları halen 

açığa çıkarılmayı beklemektedir (Graumann, 2007). 

 

 

1.1.5.6. Bilinmeyen bileĢimde hücre iskelet elemanları 

 

Kriyo-elektron mikroskobu kullanılarak, C. crescentus hücrelerinde yeni 

fakat daha karakterize edilmemiĢ hücre iskelet elemanları gözlemlenmiĢtir (Pichoff 

ve Lutkenhaus, 2007). Hücrelerin yaklaĢık dörtte biri, hücrenin içbükey kısmında 

zarın yanında filament demetleri içerir. Bu demetler, creS içermeyen hücrelerde ve 

MreB filament oluĢumunun A22 tarafından baskılandığı hücrelerde gözlemlenmiĢtir. 

Bu nedenle, hücrenin uzun ekseninden çok daha kısa olan bu filamentler, filament 

oluĢturan yeni proteinler ortaya koyabilirler. Benzer Ģekilde sitoplazmik Ģeritler diye 

adlandırılan yapılar (zara görünür bir bağlantısı olmayan üç veya beĢ Ģerit demeti), 

CreS ve MreB yokluğunda bile, analiz edilen hücrelerin yaklaĢık yarısında 

görülmektedir. Ġlave iki yapı, kutupsal Ģeritler ve halka benzeri bir yapı, düĢük 

frekansta görülmüĢtür ve doğaları hakkında hiçbir Ģey bilinmemektedir. Böylelikle, 

C. crescentus‟ta en azından filament halinde dört bağımsız yapı olduğu 

görülmektedir (Beveridge, 2006; Graumann, 2007). 

 

 

1.2. HÜCRE ĠSKELETĠ VE ANTĠBĠYOTĠKLER 
 

Tüberküloz (TB), tanımlanan ilk bulaĢıcı hastalıklardan biriydi. Pek çok kiĢi 

tarafından yok edilebileceği düĢünülmekle birlikte, hastalık tekrar ortaya çıkmıĢtır ve 

günümüzde dünyada yalnızca bulaĢıcı hastalıktan kaynaklanan ölümün baĢlıca 

etkenidir. TB ve HIV/AIDS birbirlerinin ilerleyiĢini hızlandırarak ölümcül bir 

kombinasyon oluĢturur. Bu ortak enfeksiyon gittikçe daha yaygın hale gelmektedir 

ve TB ile baĢ etmeden, HIV/AIDS etkili Ģekilde önlenemez.  Birçok ilaca karĢı 

dirençli Mycobacterium tuberculosis (Mtb) türlerinin ortaya çıkması, mevcut olan 

anti-TB ilaçlarının çoğunu etkisiz hale getirmiĢtir (Huang ve ark., 2007). Mevcut (ve 

klinik olarak hala etkili) ilaçlar temel olarak belirli hedeflere yönlendirilmektedir: 

Hücre duvarı, DNA ve protein sentezleri. Ortaya çıkan direnç sorununun üstesinden 
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gelmek için yeni etki mekanizmalarına sahip yeni antibiyotiklere ihtiyaç vardır. 

Özellikle hücre bölünmesi, antimikrobiyal hedef olarak büyük ilgi çekmektedir. 

Çünkü bir hücre bölünme inhibitörü, enfekte bölgelerdeki kontrol edilemeyen bakteri 

üremesini engelleyebilmekte ve hücre bölünmesinin engellenmesi, birçok patojenin 

ölümüne yol açmaktadır (Vollmer, 2006). Hücre bölünme alanında, diğer hücre 

bölünme proteinlerinin düzenlenmesinin ardından, Z-halkası büzüĢerek septumda 

kapanmayı sağlar ve bunu takiben iki kardeĢ hücre meydana gelir. FtsZ‟nin 

inaktivasyonu ya da FtsZ birleĢiminin değiĢtirilmesi Z-halkası ve septum oluĢumunu 

engelleyeceğinden, yeni antimikrobiyal ilaçlar geliĢtirmek adına FtsZ iyi bir hedeftir 

(Huang ve ark., 2007). 

 

 

1.2.1. FtsZ’yi Hedefleyen BileĢikler 

 
Viriditoksin: E. coli FtsZ ile doğrudan etkileĢim yolu ile polimerleĢmeyi ve 

GTP hidrolizini engelleyerek Z-halkasını açıkça bozan küçük bir moleküldür. 

Viriditoksin klinik olarak ilgili pek çok Gram-pozitif patojene karĢı geniĢ spektrumlu 

bir antibakteriyel etkinlik gösterir (Huang ve ark., 2006; Jaiswal ve ark., 2007; Rai ve 

ark., 2008; Vollmer, 2006). 

Zantrinler: E. coli FtsZ‟nin GTPaz etkinliğini engelleyen ve zantrinler olarak 

adlandırılan, yapısal olarak farklı beĢ molekül belirlenmiĢtir (Huang ve ark., 2007; 

Rai ve ark., 2008). Bunlardan Zantrin Z1, FtsZ GTPaz etkinliğini önler ve alt 

birimler arasındaki etkileĢimlerin kararlılığını bozar. Zantrin Z2 ve Zantrin Z3 FtsZ, 

protofilaman depolimerizasyonunun inhibitörleridir (Vollmer, 2006). Antibiyotiğe 

karĢı dirençli ve zehirli patojenler de dahil olmak üzere, sıvı besi kültürlerindeki 

çeĢitli bakterileri öldürdüğünün gözlenmesi, geniĢ spektrumlu yeni antibakteriyel 

ilaçların geliĢtirilmesinde FtsZ‟nin iyi bir hedef olduğu hipotezini daha da 

güçlendirmektedir (Huang ve ark., 2007). 

BrGTP: Çözünebilir FtsZ için bağlama bölgesinde GTP ile rekabet eden bir 

GTP analoğudur. BrGTP‟nin inhibitör etkinliği ilk olarak, BrGTP eklenmesinin daha 

kısa ve daha ince FtsZ filamentlerinin oluĢmasına yol açması ile anlaĢılmıĢtır. 

BrGTP‟nin tübülin birleĢimini engellememesi, FtsZ ve tübülindeki GTP bağlama 

bölgeleri arasında hassas farklılıklar olduğunu göstermektedir (Huang ve ark., 2007). 
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Sanguinarin: Sanguinaria canadensis‟in rizomlarından türetilmiĢ bir 

benzofenantiridin alkaloid olan sanguinarin geniĢ bir antimikrobiyal etkinliğe 

sahiptir. ÇeĢitli kanser hücresi türlerinin çoğalmasını engellediği de bilinir ve hem in 

vitro da hem de kanser hücrelerinde mikrotübülleri depolimerize eder. Sanguinarin, 

Z-halkası oluĢumunu bozarak Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerde sitokinezi 

engeller (Huang ve ark., 2007; Jaiswal ve ark., 2007). 

Tiyabendazol ve Albendazol: Albendazol ve tiyabendazol, tübülin 

polimerleĢmesinin bilinen inhibitörleridir. Bu, tübülin inhibitörlerinin, FtsZ üzerinde 

tübülindekine benzer Ģekilde etki gösterdiği anlamına gelmektedir (Huang ve ark., 

2007). 

2-Alkoksikarbonilaminopiridinler: Küçük organik moleküllerdir. FtsZ‟nin 

GTPaz etkinliğini ve polimerleĢmesini engelleyerek bakteriyel hücre bölünmesini 

durdururlar (Vollmer, 2006). SRI-3072 ve SRI-7614 dozdan bağımsız olarak Mtb 

FtsZ polimerleĢmesini engeller. SRI-3072 sadece FtsZ ile sınırlı kalarak tübülinin 

polimerleĢmesini engellemez (Huang ve ark., 2007).  

Taksanlar: 120 taksanın araĢtırılması ile bazı taksanların önemli ölçüde anti-

TB etkinlik sergilediği ortaya çıkarıldı (Huang ve ark., 2007). Bazı taksan 

türevlerinin, B. subtilis hücrelerini engellediği bulundu (Jaiswal ve ark., 2007). 

Totarol: Bir diterpeonid fenol olan totarol, Mtb de dahil olmak üzere, bir 

takım patojenik Gram-pozitif bakterilerin çoğalmasını önler. Bacillus subtilis 

hücrelerinin çoğalmasını engelleyerek hücre uzamasına neden olur. Totarol, 

memelilere ait hücrelerin çoğalmasında çok zayıf inhibitör etkiler sergiler. 

SaflaĢtırılmıĢ tübüline etkili Ģekilde bağlanmaz ve yüksek totarol konsantrasyonları, 

HeLa hücrelerinde mikrotübül ve kromozom organizasyonunu bozmaz (Jaiswal ve 

ark., 2007). Totarol, Mtb FtsZ protofilamentlerinin birleĢimini azaltır ve Mtb 

FtsZ‟nin GTPaz aktivitesini güçlü Ģekilde bastırır. Z-halkasının oluĢumunu 

engelleyerek sitokinezi durdurur (Rai ve ark., 2008; Jaiswal ve ark., 2007). 

Dichamanetin: B. subtilis hücrelerine etki gösterir. FtsZ‟nin GTPaz 

etkinliğini önleyerek birleĢim dinamiklerini bozan ve bakteriyel hücre bölünmesini 

engelleyen küçük organik moleküllerdir (Vollmer, 2006; Jaiswal ve ark., 2007). 

Curcumin: Curcumin, Curcuma longa rizomlarından elde edilir. Tübüline 

bağlanarak mikrotübül polimerleĢmesini engeller. Diyetsel bir polifenolik bileĢik 

olan Curcumin, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Enterococcus 

dahil olmak üzere birtakım patojenik bakterilere karĢı güçlü bir antibakteriyel 
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etkinliğe sahiptir. B. subtilis 168‟de bakteriyel sitokinezi engelleyecek Ģekilde, 

filamentlenmeye neden olduğu bulunmuĢtur. Curcumin‟in in vitro da FtsZ‟ye 

bağlandığı, GTPaz etkinliğini arttırdığı ve FtsZ protofilamentlerinin birleĢimini ve 

kümelenmesini engellediği bulunmuĢtur. Ayrıca FtsZ‟nin ikincil yapısını da bozar. 

Curcumin, FtsZ‟nin GTPaz etkinliğini arttıran, Ģu ana kadar belirlenmiĢ ilk küçük 

moleküllü FtsZ inhibitörüdür (Rai ve ark., 2008). 

Bis-ANS: 1998‟de Yu ve Margolin, E. coli FtsZ‟sinin bis-ANS [5,5‟-bis-(8-

anilino-1-naftalinsülfonat)] ile inhibisyonunu rapor etti ve FtsZ‟de moleküller arası 

hidrofobik etkileĢimleri durdurarak bis-ANS‟ın FtsZ‟yi engellediğini öne sürdüler. 

Bis-ANS‟a benzer bir hidrofobik prob olan ANS (8-anilino-1-naftalinsülfonat) ise, 

FtsZ birleĢimi veya tübülin birleĢimi üzerinde herhangi bir inhibitör etkiye sahip 

değildir (Yu ve Margolin, 1998). 

Vinblastin: Vinblastin, mikrotübül kararsızlaĢtırıcı bir ilaçtır. Vinblastin 

varlığında memeli hücrelerinde polimerler halinde FtsZ ve tübülin birlikte 

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

 

Tubulin inhibitörleri, kolĢisin, kolsemid, benomil ve vinblastin, FtsZ‟nin 

polimerlere Ca
+2

 destekli ve GTP bağımlı birleĢmesi üzerinde bir etki göstermez (Yu 

ve Margolin, 1998). Tübülin inhibitörlerinin FtsZ birleĢimi üzerindeki etkilerinin 

araĢtırılması, FtsZ‟nin yapısı ve fonksiyonu hakkında önemli bilgiler sağlayacaktır 

(Huang ve ark., 2007).  

 

FtsZyi hedefleyen bileĢikler dıĢında, FtsZ-ZipA etkileĢimi [3-(2-indolil) 

piperidin türevi ve karboksibifenilindol türevi] ve MreB için (A22) de ilaçlar vardır 

(Vollmer, 2006). 

 

Bakteriyel hücre iskeletinin elemanları antimikrobiyal bileĢikler için 

potansiyel hedef olurlar, çünkü bakteriyel yaĢam için gereklidirler ve önemli 

patojenlerin içinde korunurlar. Ayrıca, bakteriyel hücre iskelet proteinleri, ökaryotik 

benzerlerinden belirgin Ģekilde farklı yapıya sahiptir. Bu da bakteriyel proteinler için 

belirli inhibitörler geliĢtirmeyi mümkün kılar (Vollmer, 2006). ġöyle ki;  paklitaksel, 

vinblastin ve kolĢisin dahil olmak üzere, tübülin/mikrotübül hedefleyen maddelerin 

çoğu FtsZ birleĢim dinamiklerini etkilemez (Jaiswal ve ark., 2007). Sonuç olarak, 

tübülin ve FtsZ yapıları benzer olmakla birlikte, FtsZ ve tübülinin protein 
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seviyesinde sınırlı (<%20 benzerlik) bir dizi benzerliğine sahip olması, ökaryotik 

hücreler üzerinde belirli bir düzeye kadar sitotoksik olan ve doğrudan FtsZ‟ye 

yönelen bileĢiklerin keĢfedilmesini cazip hale getirir (Huang ve ark., 2007). Belirli 

proteinler, bölünme aparatının oluĢumunda farklı adımlara saldırarak, bakteriyel 

hücre bölünmesini etkilerler. Moleküler ayrıntılar daha kesin bir Ģekilde 

belirlendiğinde, bölünme sürecinin çeĢitli adımlarına saldıran bölünme inhibitörlerini 

taklit eden ilaçlar geliĢtirmek mümkün olabilir (Justice ve ark., 2000). 

 

 

1.3. TEZĠN AMACI  
 

Bu tezin amacı bakteri hücrelerinde iskelet sistemi bileĢenlerinden FtsZ 

proteininin varlığının özgül floresan boyama ile floresan mikroskobunda 

immünositokimyasal olarak gösterilmesidir.  

Bu tez, ülkemizde prokaryotik hücre iskelet varlığını göstermeye yönelik ve 

floresan iĢaretleme ile yapılan ilk çalıĢma olarak planlanmıĢtır. Bakteriyel hücre 

iskelet sisteminin varlığının belirtilen yöntemle tanımlanması, daha ileride özgül 

immünofloresan iĢaretleme yöntemi kullanılacak diğer çalıĢmalara ıĢık tutacak ve 

incelenecek bakteriler için hücre iskelet elemanlarını boyamaya yönelik geliĢtirilen 

hızlı ve özgül iĢaretleme yöntemi ile bu konuda çalıĢan araĢtırıcıların çalıĢmaları için 

bir model oluĢturulacaktır.  
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2. MATERYAL VE YÖNTEMLER 

 

2.1. Materyaller 
 

2.1.1. Kimyasal Maddeler 

 

Sodyum klorür (Merck 1.06404), Potasyum klorür (Merck 1.04936), Sodyum 

hidrojen fosfat (AppliChem A1046), Potasyum dihidrojen fosfat (Riedel-de Haën
®
 

04243), Hidroklorik asit (Merck 1.00319), Sodyum hidroksit (Riedel-de Haën
®
 

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 Haën
®
 16301), EDTA (Sigma ED), Lizozim 

(Roche 1 243 004), Sığır serum albümini (Sigma A7906), Anti-FtsZ antikoru 

(Agrisera AS07 217), FluoroNanogold
TM

-anti-rabbit Fab‟-Alexa Fluor
®
488 

(Nanoprobes 7204), Antikor sulandırıcı (Zymed 00-3118), UltraCruz
TM 

Mounting 

Medium (Santa Cruz Biotechnology sc-24941).  

 

2.1.2. Cihaz ve Diğer Malzemeler 

 
+4 

o
C Soğutucu (Regal RDP 455 A), +4 

o
C Soğutucu (Indesit TN 5 FNF), -20 

o
C Dondurucu (Regal RDD 1280),  -20 

o
C Dondurucu (Regal RDP 455 A), -20 

o
C 

Dondurucu (Indesit TN 5 FNF), -80 °C Derin Dondurucu (THERMO), Hassas Terazi  

(SARTORIUS BL 210S), Hassas Terazi (SARTORIUS BL 3100), Manyetik 

KarıĢtırıcı (Schott), Manyetik KarıĢtırıcı (Heidolph MR 3001), Otoklav 

(HIRAYAMA-HICLAVE HVE-50), Otomatik Pipetler (GILSON), Mikropipet 

uçları (Isolab), pH metre (Multical
®
  pH 526), Steril Kabin (nüve

®
 MN 090), Etüv 

(Binder), Çalkalayıcı (Labotron INFORS AG), Tek Kullanımlık Steril Filtre (0,22 

μm) (Chromafil
®
 CA-20/25 S), Lam (Surgipath X-tra

TM
 Adhesive 00210), Lamel 

(Marienfield superior 0101242), Floresan mikroskobu (Olympus BX 50), Kamera 

sistemi (MicroPublisher 3.3 RTV), Fotoğraflama programı (Qcapture).   



 60 

2.2. Yöntem 
 

2.2.1. Kullanılan Çözeltiler 

 

1) 10 M PBS (pH: 7.2-7.3): 40 gr NaCl, 1 g KCl, 7,2 g Na2HP04 ve 1,2 g 

KH2P04 tartıldı. dH2O ile 500 ml‟ye tamamlandı. 0,2 m‟lik enjeksiyon filtresinden 

geçirilerek kapaklı steril ĢiĢede steril olarak oda sıcaklığında saklandı. Gerekli 

seyreltmeler için stok çözelti olarak kullanıldı. 

 

2) 1 M HCl: 8,62 ml HCl,  91,39 ml dH2O ile kapaklı steril cam ĢiĢede 

tamamlandı ve oda sıcaklığında saklandı. 

 

3) 1 N NaOH: 4 gr NaOH tartılarak 100 ml'ye dH2O ile kapaklı steril ĢiĢede 

tamamlandı ve oda sıcaklığında saklandı (Ausubel ve ark., 1997). 

 

4) TSB:  6 g TSB tartılarak dH2O ile 200 ml‟ye tamamlandı. 121°C‟ta 40 

dakika otoklav edildi. +4 C'ta saklandı. 

 

5) TSA: 8 g TSA tartılarak dH2O ile 200 ml‟ye tamamlandı. 121°C‟ta 40 

dakika otoklav edildi. +4 C'ta saklandı. 

 

6) %16’lık paraformaldehit: 16 g paraformaldehit tartılarak dH2O ile 100 

ml‟ye tamamlandı. 60°C‟a ısıtıldı ve kenara alındığı zaman ĢeffaflaĢana kadar birkaç 

damla 1 N NaOH eklendi. 

 

7) Gluteraldehit-paraformaldehit fiksatifi: 100 ml % 16‟lık paraformalde- 

hite 150 µl %25‟lik gluteraldehit eklenerek 100 ml fiksatif hazırlandı. 

 

8) 1 M Tris-HCl: 12.1 g Tris tartılarak dH2O ile 100 ml‟ye tamamlandı ve 1 N 

HCl eklenerek pH 8‟e ayarlandı. 
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9) GTE: 500 ml GTE solüsyonu için; 4.95 g glukoz, 1,461 g EDTA tartılarak 

487,5 ml dH2O içinde çözüldü. Çözeltiye 12,5 ml 1 M Tris-HCl eklendi ve pH 8.0‟e 

ayarlandı. 

 

10) Lizozim (2mg/ml): 242,1 mg lizozim tartılarak 2,42 ml GTE içinde 

çözülerek 100 mg/ml stok çözelti hazırlandı.  Stok çözeltiden 1 µl alınıp 10 ml GTE 

içinde çözülerek 10 µg/ml oranında bir lizozim çözeltisi hazırlandı. 

 

11) % 1’lik BSA: 1 g BSA tartılarak dH2O ile 100 ml‟ye tamamlandı. 

 

2.2.2. Bakterilerin Büyütülmesi 

 

Daha önceki çalıĢmada (Y.Mater Doktora Tezi) laboratuvarımızda kullanılan 

Escherichia coli JM 109, E. coli K92 ATCC 35860 bakteri suĢları, E. coli K92 

ATCC 35860 soyunun kapsül yapısını oluĢturan polisialik asitlerin yüzeye 

eklenmesinden sorumlu olan sialiltransferaz enziminin sentezini sağlayan neuS 

genini taĢıyan rekombinant E. coli JM 109 pUC19-ST ve neuS geninin nokta 

mutasyonlarını içeren rekombinantlar E. coli JM 109 pUC19-ST M2 ve E. coli JM 

109 pUC19-ST M3 bakterilerine ek olarak Ege Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma 

Uygulama Merkezi (EBĠLTEM) tarafından hediye edilen E. coli ATCC 8739, E. coli 

ATCC 29998, B. subtilis ATCC 6634 ve Micrococcus luteus ATCC 9341 bakterileri 

kullanıldı. 

 

Steril kabinde 2 ml‟lik TSB besiyeri içeren kapaklı Schott tüplere 

laboratuvarımızda kullanılan ve üretilen bakteriler sıvı ortamda üretildikleri için 

otomatik pipet yardımı ile 100 µl olarak, EBĠLTEM‟den gelen bakteri örnekleri de 

katı ortamda büyütüldükleri için bir öze yardımı ile ekildi. Örnekler, 30 C‟ta 24 saat 

250 rpm‟de büyümeye bırakıldılar (ġekil 2.1.). Bakterilerin kendine gelmesi için bu 

iĢlem birbirini takip eden günlerde iki kez daha tekrarlandı. Daha sonra tüm 

bakterilerin TSA besiyerine bir öze yardımı ile çizgi ekimleri yapıldı ve 30 C‟ta bir 

gece inkübe edilerek büyütüldüler.  
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ġekil 2.1. Büyümeye bırakılan hücrelerin görüntüsü 

 

2.2.3. Floresan Mikroskobu Yöntemleri         

 

Büyütülen örnekler bir damla su ve öze ile adhesive lamlara yayıldılar. Bu 

lamların kullanılmasının sebebi yüzeylerinin pozitif (+) yüklü manyetik bir yapıda 

olması ve böylece immünofloresan protokolü fiksasyon ve iĢaretleme 

basamaklarında hücre kaybetme riskini en aza indirmesidir. Lamlar içi % 25‟lik 

gluteraldehit-% 16‟lık paraformaldehit fiksatifi içeren boyama kabına yerleĢtirilerek 

önce 15 dakika oda sıcaklığında sonra 15 dakika buzda inkübe edildi. Ġnkübasyondan 

sonra lamlar 1 M PBS pH 7,25 ile yıkandı (http://www.biology.wustl.edu/levin/ 

protocols/microscopy/ Gluteraldehyde=Paraformaldehyde.pdf). 

 

Fikse edilmiĢ örneklerden B. subtilis ATCC 6634 ve Micrococcus luteus 

ATCC 9341‟nin üzerine stok lizozim (100 mg/ml) çözeltisinden 20 µl eklenerek 2-3 

dakika oda sıcaklığında bekletildi. Diğer örnekler üzerine 10 µg/ml‟lik lizozim 

çözeltisinden 10 µl eklenerek 2-3 dakika oda sıcaklığında beklendi.  Daha sonra 

lamlar 1 M PBS pH 7,25 ile yıkandı. Lamlara bir damla % 1‟lik BSA solüsyonundan 

damlatıldı ve oda  sıcaklığında 10 dakika inkübe edildi. Bu arada birincil antikor 

(Anti-FtsZ) 200 µl dH2O içinde çözüldü ve 1:500 oranında sulandırılabilmesi için 3 

µl alınarak 1,5 ml antikor sulandırıcı ile sulandırıldı. Lamlardan % 1‟lik BSA 

solüsyonunun uçmasını takiben lamlar kurumadan her lama bir damla sulandırılmıĢ 

birincil antikor eklendi ve 1 saat oda sıcaklığında inkübe edildi. Daha sonra lamlar 1 

M PBS pH 7,25 içeren boyama kabına daldırılıp yıkandı. Ġkincil antikoru (anti-rabbit 

Fab‟) 1:250 oranında  sulandırabilmek için 4 µl 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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solüsyonu ile sulandırıldı. Lamlara  ikincil antikordan bir damla eklendi ve 30 dakika 

oda sıcaklığında karanlık odada inkübe edildi.  Ġnkübasyondan sonra lamlar 1 M PBS 

pH 7,25 içeren boyama kabına daldırılıp yıkandı. Lamlara 1 damla kapama 

solüsyonu eklenerek lamellerle kapatıldı ve aluminyum folyo ile sarılarak daha sonra 

floresan mikroskobunda incelenmek üzere -20 C‟a kaldırıldı (http://www.biology. 

wustl.edu/levin/protocols/microscopy/IFM-II.pdf). -20 C‟tan alınan örnekler, 

floresan mikroskobunda incelenerek kamera sistemi ve fotoğraflama programı 

sayesinde görüntülendi.  

 

  

 

  

   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.biology/
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3. BULGULAR 
 

3.1. Floresan Mikroskobu (FM) ile Elde Edilen Bulgular 
 

Uygulama sonucunda daha önceki çalıĢmada (Y. Mater Doktora Tezi) 

laboratuvarımızda kullanılan, E. coli JM 109, Escherichia coli K92 ATCC 35860 

bakteri suĢları ve bu suĢlar kullanılarak oluĢturulan, sialiltransferaz yaban tipi genini 

taĢıyan (E. coli JM 109 pUC19-ST) ve sialiltransferaz mutant genlerini taĢıyan (E. 

coli JM 109 pUC19-ST M2 ve E. coli JM 109 pUC19-ST M3) 3 rekombinant soy, 

Ege Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma Uygulama Merkezinden hediye edilen 4 

koleksiyon suĢu; Escherichia coli ATCC 8739, E. coli ATCC 29998, Bacillus 

subtilis ATCC 6634 ve Micrococcus luteus ATCC 9341 kullanılmıĢtır. Bu bakteri 

örneklerinde ökaryotlardaki tübülinin homoloğu olduğu belirlenen FtsZ‟nin 

iĢaretlenmesi hedeflenmiĢtir. Bu amaçla FtsZ‟ye özgül tavĢan antikoru kullanılarak 

modifiye edilmiĢ iĢaretleme yöntemi ile bu malzemeye özgül Alexa Fluor
®
488 

boyası içeren FluoroNanogold
TM

 kullanılarak FtsZ proteini özgün olarak iĢaretlenmiĢ 

ve görüntülenmiĢtir. 

 

Buna göre Escherichia coli JM 109 bakteri örneklerinde özgül antikor 

uygulanmamıĢ örnekler çalıĢma için negatif kontrol olarak kullanılmıĢtır (ġekil 

3.1.A). FtsZ antikoru içeren Anti-FtsZ ve Alexa Fluor
®
488 boyası içeren 

FluoroNanogold
TM

 ile boyanmıĢ örneklerde sarı-yeĢil renkte ıĢımalar genelde düzgün 

hücre Ģekline sahip tüm bakteri içine dağılmıĢ gözlenirken (ġekil 3.1.B), bölünme 

aĢamasındaki hücrelerde bölünmenin ters yönünde birikimler yapmıĢ olduğu 

belirlenmiĢtir (ġekil 3.2.).  
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A             B 

   

ġekil 3.1. Escherichia coli JM 109 hücrelerinin FM mikrografları A. Antikor uygulanmamıĢ negatif 

  (-) kontrol. B. Antikor uygulanmıĢ örnek X400. 

 

 

 

ġekil 3.2.  Escherichia coli JM 109 hücrelerinin bölünme aĢamasındaki FM mikrografları X400. 

 

 

Escherichia coli K92 ATCC 35860 örneklerinde özgül bağlanmıĢ antikor 

kokobasil formundaki bakteride hücre içine dağılmıĢ, küçük ve bir arada, daha büyük 

partiküller halinde görülmektedir. Buna ek olarak zaman zaman hücre zarına 

bağlandığı gözlenmektedir (ġekil 3.3.A). FtsZ proteininin hücre zarına bağlı olduğu 
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noktalarda hücre zarının dıĢarıya doğru hafif bombe yapması (ġekil 3.3.B) ve hücre 

bölünmesi aĢamasında, bölünmenin ters yönünde hücre sitoplazmasında ve zarında 

daha fazla protein bulunması (ġekil 3.4.) dikkat çekici görülmektedir.        

 

 

               A                                            B 

   

ġekil 3.3 Escherichia coli K92 ATCC 35860 hücrelerinin FM mikrografları X400. 

 

 

 

ġekil 3.4. Escherichia coli K92 ATCC 35860 bölünme aĢamasındaki hücrelerinin FM mikrografları 

   X400. 

 

Laboratuvarımızda oluĢturulan yaban tipi sialiltransferaz geni taĢıyan E. coli 

JM 109 pUC19-ST suĢları ise bu boyamada yukarıdaki diğer E. coli örneklerine 
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benzer sonuçlar gösterdi. ĠĢaretli FtsZ proteini bakteri sitoplazmasında ve zarında 

dağınık bir Ģekilde görüldü (ġekil 3.5.). 

 

 

 

ġekil 3.5. Escherichia coli JM 109 pUC19-ST hücrelerinin FM mikrografları X400. 

 

 

Laboratuvarımızda oluĢturulan mutant tip sialiltransferaz geni taĢıyan E. coli 

JM 109 pUC19-ST M2 suĢları ise daha önce yapılmıĢ çalıĢmamızda Ģekil 

bozuklukları ve vakuoller yapılar göstermiĢti (Y. Mater Doktora Tezi). Bu çalıĢmada 

da diğer E. coli örneklerinden farklı olarak ama daha önceki bildirimine uygun bir 

hücre Ģekli bozukluğu ve hücre içinde vakuoller yapı gösterdi. Zaman zaman dairesel 

hücre formu içinde görülen küçük birikimler (ġekil 3.6.), hücresel Ģekil bozukluğu 

(ġekil 3.7.A) ve içinde vakuol olan hücrelerde sitoplazmada düzensiz dağılmıĢ 

ve/veya hücre merkezinde birikmiĢ FtsZ proteinine bağlı ıĢımalar görüldü (ġekil 

3.7.B,C). 
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ġekil 3.6 Escherichia coli JM 109 pUC19-ST M2  hücrelerinin FM mikrografları X400. 

 

 

A     B     C 

   

ġekil 3.7. Escherichia coli JM 109 pUC19-ST M2  hücrelerinin FM mikrografları. A. ġekil 

          bozuklukları birikimler B. ve C. Birikimler ve vakuoller yapılar X400. 

 

 

Laboratuvarımızda oluĢturulan mutant tip sialiltransferaz geni taĢıyan bir 

diğer mutant rekombinant suĢ E. coli JM 109 pUC19-ST M3 ise daha önce yapılan 

bir çalıĢmada mezozom benzeri yapılar ve ipliksi birikintiler göstermiĢti (Y. Mater 

Doktora Tezi). Bu boyama sonucunda hücrelerde Ģekil bozuklukları görüldü (ġekil 

3.8.). FtsZ‟nin dağılımında da bir önceki mutant örneğe benzer Ģekilde hücre 

merkezinde birikimler oluĢtuğu gözlendi (ġekil 3.9.). Diğer bir değiĢle FtsZ 

proteininin dağılımının düzensiz olması dikkat çekici bulundu. 
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ġekil 3.8. Escherichia coli JM 109 pUC19-ST M3  hücrelerinin normal FtsZ dağılımına ait FM 

      mikrografı X400. 

 

 

 

ġekil 3.9. Escherichia coli JM 109 pUC19-ST M3  hücrelerinin anormal FtsZ dağılımına ait  

         hücre içi birikimler içeren FM mikrografı X400. 

 

 

ÇalıĢmamızda kullanılan bir diğer koleksiyon suĢu E. coli ATCC 8739‟da ise 

FtsZ, bakteri sitoplazmasında ve hücre zarında dağınık bir Ģekilde görüldü (ġekil 

3.10.). 
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ġekil 3.10. Escherichia coli ATCC 8739 hücrelerinin FtsZ dağılımına ait FM mikrografı X400. 

 

 

ÇalıĢtığımız son E. coli koleksiyon suĢu E. coli ATCC 29998 diğer tüm E. 

coli suĢlarından daha fazla miktarda FtsZ ıĢıması gösterdi. Bu bakteri suĢunda da 

diğer bakteri örneklerinde olduğu gibi ıĢıma, hücre sitoplazmasına dağılmıĢ ve 

zaman zaman hücre zarına bağlanmıĢ bir Ģekilde görüldü (ġekil 3.11.). 

 

 

ġekil 3.11. Escherichia coli ATCC 29998 hücrelerinin FtsZ dağılımına ait FM mikrografı X400. 

 

 

Bacillus subtilis ATCC 6634 suĢunda diğer bakteri örneklerinde olduğu gibi 

ıĢıma, hücre sitoplazmasında dağılmıĢ ve zaman zaman zara bağlanmıĢ bir Ģekilde 
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gözlendi (ġekil 3.12.). Bununla beraber FtsZ proteinine bağlı ıĢıma miktarı diğer 

kok-kokobasil örneklere göre daha az görüldü. Bu bulgu basil Ģekilli örneklerde daha 

az miktarda FtsZ proteini olduğunu düĢündürmektedir. Buna ek olarak ucundan 

patlamıĢ bir hücrede proteinlerin hücre dıĢına çıkıĢı (ġekil 3.13.) ve bölünmeye 

hazırlanan bir basil hücresinde proteinlerin kutuplara doğru gidiĢi de (ġekil 3.14.) 

benzer boyama sonucunda gözlenmiĢtir. 

 

 

ġekil 3.12. Bacillus subtilis ATCC 6634 hücrelerinin FtsZ dağılımına ait FM mikrografı X400. 

 

 

ġekil 3.13 Bacillus subtilis ATCC 6634 patlamıĢ hücrelerinin FtsZ proteinlerinin hücre dıĢına 

        çıkıĢına ait FM mikrografı X400. 
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ġekil 3.14. Bölünmeye hazırlanan bir Bacillus subtilis ATCC 6634 hücresinde FtsZ proteinlerinin 

     kutuplara doğru gidiĢine ait FM mikrografı X400. 

 

Micrococcus luteus ATCC 9341 bakterisinde de, diğer örneklerde olduğu 

gibi, FtsZ proteinini iĢaret eden ıĢıma sitoplazmada dağılmıĢ ve zaman zaman zara 

bağlanmıĢ bir Ģekilde görüldü (ġekil 3.15.). Buna ek olarak diğer tüm örneklerden 

daha fazla miktarda FtsZ proteini ıĢıması gözlendi. M. luteus ATCC 9341 hücresinde 

FtsZ proteinlerinin kutuplarda ve zara yakın olarak birikmesi, hücrenin kok Ģeklini 

kaybetmesi ve bölünme aĢamasına geçtiğinin bir göstergesi olarak dikkat çekici 

bulunmuĢtur (ġekil 3.16.). 

 

 

ġekil 3.15 Micrococcus luteus ATCC 9341 hücrelerinin FtsZ proteinlerine ait FM mikrografı X400. 
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ġekil 3.16. Bölünmeye hazırlanan bir Micrococcus luteus ATCC 9341 hücresinde FtsZ proteinlerinin 

  kutuplara doğru gidiĢine ait FM mikrografı X400. 
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4. TARTIġMA VE SONUÇ 
 
 

Ökaryotik hücresel sistemler Ģekillerini koruyabilmek, dıĢ etkenlerden 

korunabilmek, bölünme gibi hayati iĢlevleri yerine getirmek ve hücre içi trafiği 

yönlendirmek için iskelet sistemi diye adlandırılan, hem hücre kararlılığı/morfolojisi, 

hem de hücre dinamiği yönünden anahtar elemanlar olan filament Ģekilli bir sınıf 

proteini içerir. Hücre iskelet elemanları, gerçekleĢtirdikleri göreve göre oldukça 

dinamik veya statik olabilen önemli yapılar oluĢtururlar (Graumann, 2007). 

 

Ökaryotik hücreler, hücre iskeletini oluĢturan üç değiĢik filament sistemi 

bulundurur. Bu üç filament çaplarına göre: kalın mikrotübüller (25 nm), ince aktin 

filamentleri (7 nm) ve ara filamentler (IF) (10-12 nm) olarak adlandırılırlar (Alberts 

ve ark., 2002; Lutkenhaus, 2003). Prokaryotlarda ise iyi tanımlanmıĢ karmaĢık bir 

hücre iskeletinin varlığı bulunamamıĢtır (Mayer, 2003). Uzun yıllar ökaryotlar için 

vazgeçilmez olan hücre iskeletinin eksikliği, prokaryotların tanımlayıcı 

özelliklerinden biri olarak kabul edilmiĢtir (van den Ent ve ark., 2001). Ġlk olarak, Bi 

ve Lutkenhaus (1991), elektron mikroskobu ile tübülin homoloğu, filamentleĢen ısıya 

duyarlı protein Z‟nin (FtsZ) bölünme alanında bir halka yapısı oluĢturduğunu 

göstermiĢlerdir (Bi ve Lutkenhaus, 1991). Böylece prokaryotlar için yeni bir dönem 

baĢlamıĢtır. Bu zamandan sonra, bakteri hücrelerinin içinin büyük sayıda organize 

hücre iskeletine ait atasal proteinleri içerdiği fark edilmeye baĢlanmıĢtır (Shih ve 

Rothfield, 2006). Aequorin ve yeĢil floresan proteininin (GFP) keĢfedilmesi ve 

immünofloresanın kullanılabilmesi, bakteriyel hücre bölünmesi araĢtırmalarını 

oldukça değiĢtirmiĢtir (Brooks, 2005; Buddelmeijer ve Beckwith, 2002). Floresan 

görüntüleme tekniklerinin kullanılması bakterilerde geniĢ ve karmaĢık bir iç 

organizasyonun varlığını göstermiĢtir (Møller-Jensen ve Löwe, 2005). Bu sayede, ilk 

kez, 2001‟de Jones ve arkadaĢları GFP kullanarak Bacillus subtilis‟te bakteriyel aktin 

homologlarının, hücre Ģekli düzenlenmesinde anahtar roller oynayan, uzun sarmal 

yapılar halinde organize olduklarını göstermiĢlerdir (Jones ve ark., 2001). 

 

Ökaryotik ve prokaryotik hücre iskelet sistemleri arasında en önemli farklılık 

prokaryotlara özel en azından bir temel bakteriyel hücre iskeleti elemanı grubunun 

(MinD/ParA grubu) varolduğunun bulunması ve analog fonksiyonların, sıklıkla, 
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ökaryot ve prokaryotlarda farklı hücre iskelet sınıfları tarafından ve çoğu kez farklı 

mekanizmalar kullanılarak gerçekleĢtirildiğinin bulunmasını içerir (Carballido-

López, 2006; Grauman, 2007; Lewis, 2004; Shih ve Rothfield, 2006). Bakteriyel 

hücre iskelet yapıları, hücre içinde uzun menzilli düzenlemeler gösteren ve kendi 

kendilerine, in vitro da, uzun polimerik yapılar halinde birleĢebilen tek bir sınıf 

proteinin polimerlerine dayanan, filament halindeki yapılar olarak tanımlanabilir 

(Shih ve Rothfield, 2006). 

 

Tübülin hücre iskeleti, ökaryotik hücrelerin bölünme düzlemini belirlemede 

önemli bir rol oynar ve tübülin homoloğu olan FtsZ, bakterilerde bölünme düzlemini 

belirler (Margolin, 1998; van den Ent ve ark., 2001). FtsZ, çoğu bakteride temel bir 

hücre bölünmesi proteinidir. Bölünme makinesinin hücre ortasına yönelen bilinen ilk 

elemanıdır ve bütün bölünme proteinlerinin lokalizasyonu FtsZ‟ye bağlıdır. Bi ve 

Lutkenhaus (1991), bölünmeyen hücrelerin sitoplazmasında FtsZ proteinlerinin tek 

tip küçük parçacıklar olarak dağıldığını, ancak bölünmenin baĢlamasından hemen 

önce, FtsZ proteininin bölünme bölgesindeki bir halkada yoğunlaĢtığını, septumun 

içe bükülen ucunda bulunduğunu göstermiĢlerdir (Bi ve Lutkenhaus, 1991). Benzer 

Ģekilde immünofloresan mikroskobunun kullanılması ile FtsZ‟nin, daha hücre 

belirgin bir içe bükülme göstermezken bile, hücre ortasında bir halka oluĢturduğu 

ortaya çıkarılmıĢtır (Addinall ve Lutkenhaus, 1996; Graumann, 2007). Septal 

invajinasyon ilerlerken FtsZ, içeri büyüyen septumun iç ucuna bağlı kalmasına 

rağmen, kasılma iĢleminde doğrudan bir rol oynayıp oynamadığı bilinmemektedir 

(Shih ve Rothfield, 2006). Daha sonra FtsZ, baĢka hücre bölünmesi proteinleri ile 

iliĢki içinde, septal PG sentezi ile eĢ zamanlı olarak, hücreyi bölmek ve iki yeni 

yavru hücre oluĢturmak üzere daralır (Lewis, 2004). Floresan teknikleri FtsZ‟nin 

hücrede polimerler oluĢturduğunu açıkça göstermiĢtir;
 
fakat FtsZ polimerleri hiçbir 

zaman bakterilerin iĢaretlenen ince kesitlerinde elektron mikroskobu ile 

gösterilememiĢtir (Margolin, 1998). Stricker ve arkadaĢlarının çalıĢmaları (2002), 

hücredeki FtsZ‟lerin sadece  %30‟unun Z-halkasına dahil olduğunu göstermiĢtir. 

FtsZ‟lerin geri kalanı, muhtemelen serbest sitoplazmik alt üniteler veya küçük 

bileĢikler olarak hücre boyunca dağılmıĢtır. Bu sonuçlar, herhangi bir zamanda, 

halka içine girmeye hazır büyük bir FtsZ havuzu bulunduğu anlamına gelmektedir. 

Aynı çalıĢmada, Z-halkasının, ortalama altı ile yedi protofilament kalınlığında 



 76 

olduğu ileri sürülmüĢtür. Bu da Z-halkasının ince kesit elektron mikroskobunda 

neden hiçbir zaman görülemediğini açıklar (Stricker ve ark., 2002). 

 

Yukarıda literatür bilgisinde verilen GFP ile yapılan çalıĢmalardan farklı 

olarak bu tez çalıĢması kapsamında bakteriyel hücre iskelet yapısına ait FtsZ 

proteinlerinin tanıma-tutunma mekanizmasına dayalı olarak özgül immünofloresan 

ile iĢaretlenmesi, belirlenmesi ve bunun mikroskobik olarak gösterilmesi 

hedeflenmiĢtir. Bu amaçla literatür taraması ile özgül bir antikor araĢtırılmıĢtır. 

AraĢtırma sonucu, FtsZ‟ye özgül bir Western blot antikoru olan Anti-FtsZ‟ye 

(Agrisera) ulaĢılmıĢtır. ġimdiye kadar floresan mikroskobunda bu amaçla 

kullanılmamıĢ ürün, özgül bir immünofloresan boyama prosedürü oluĢturularak 

kullanılmıĢtır. FtsZ proteinine özgül immünofloresan iĢaretleme yöntemi baĢarı ile 

uygulanmıĢtır. Yapılan çalıĢmada E. coli JM 109 negatif örneği ile 

karĢılaĢtırıldığında (ġekil 3.1.A), E. coli JM 109 pozitif örneği de (ġekil 3.1.B) dahil 

olmak üzere iĢaretlemelerimiz, Escherichia coli K92 ATCC 35860 (ġekil 3.3.A ve 

B), E. coli JM 109 pUC19-ST (ġekil 3.5.), E. coli JM 109 pUC19-ST M2 (ġekil 

3.6.), E. coli JM 109 pUC19-ST M3 (ġekil 3.8.), E. coli ATCC 8739 (ġekil 3.10.), E. 

coli ATCC 29998 (ġekil 3.11.), Bacillus subtilis ATCC 6634 (ġekil 3.12.) ve 

Micrococcus luteus ATCC 9341‟i de (ġekil 3.15.) içeren tüm örneklerimizde özgül 

bağlanma baĢarılı olmuĢ ve gösterilmiĢtir. Mikrograflarda özgül iĢaretli FtsZ proteini 

hücre içine dağılmıĢ ve zaman zaman da hücre zarına tutunmuĢ olarak görülmüĢtür. 

Bu sonuç, bölünme durumunda olmayan hücrelerde FtsZ‟lerin serbest sitoplazmik alt 

üniteler veya küçük bileĢikler olarak hücre boyunca dağıldığını ve hücrede herhangi 

bir zamanda, halka içine girmeye hazır büyük bir FtsZ havuzu bulunduğuna dair 

Stricker ve arkadaĢlarının (2002) çalıĢmasını desteklemekte ve doğrulamaktadır 

(Stricker ve ark., 2002). Aynı zamanda bu veriler Klint ve arkadaĢlarının (2005) 

siyanobakteri hücrelerinin sitoplazmasında FtsZ bulunması sonucunu da destekler. 

Aynı çalıĢmada FtsZ‟nin siyanobakteride ikili bir görevi olduğu bildirilmiĢtir. Bu 

fikir, FtsZ proteininin ayrı bir kısmı vejetatif hücrelerin sitoplazmasında sürekli 

bulunduğu ve hücre iskeleti rolü gördüğü düĢüncesi ve bölünmede görev aldığı verisi 

ile araĢtırıcı tarafından desteklenmiĢtir. FtsZ‟nin, hücre farklılaĢma yetisi olan 

filamentöz siyanobakteri dahil prokaryotlar arasında korunmuĢ bir görevi olduğunu 

ve muhtemelen bir de hücre iskeleti bileĢeni olarak sitoplazmada da görev aldığını 

göstermiĢlerdir (Klint ve ark., 2005). Bizim sonuçlarımızda da farklı Ģekillere sahip 
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bakterilerde özgül iĢaretli FtsZ proteini sitoplazmada dağınık bulunmakta ve 

siyanobakteriler ile yapılan bu çalıĢmayı desteklemektedir. 

 

Hücre sitoplazmasında yer alan FtsZ miktarının değiĢken olabileceği 

düĢünülmüĢtür. Bu amaçla yapılan çalıĢmalarda kok Ģekilli, MreB‟siz hücrelerin 

normal çomak Ģekilli hücrelerden daha büyük bir çapa sahip olması nedeni ile Z-

halkasını tamamlamak için daha fazla FtsZ‟ye ihtiyaç duydukları bildirilmiĢtir. Aynı 

çalıĢmada yuvarlak Ģekilli MreB‟siz anormal B. subtilis hücrelerinin sıklıkla 

tamamlanmamıĢ Z-halkalarına sahip olduğunu görmüĢtür. FtsZ‟nin fazla üretimi, bu 

nedenle, bu hücrelerin hücre bölünmesini devam ettirmelerini sağlamıĢ ve anormal 

hücre Ģekline rağmen yavaĢ da olsa çoğalmalarına izin vermiĢtir (Kruse ve ark., 

2005). Buna rağmen, Caulobacter crescentus‟da yapılan bir diğer çalıĢmada 

bölünme düzlemi ve MreB halkalarının oluĢumu FtsZ varlığı ve miktarına bağlı 

bulunmuĢtur (Carballido-López, 2006). Bizim tez çalıĢmamızda da kok-kokobasil, 

basil ve kok formunda bakteriler kullanılarak hücre morfolojisi ile FtsZ proteini 

iliĢkisi irdelenmiĢ ve farklı morfolojilerde bakterilerin sitoplazmalarında yer alan 

özgül iĢaretli FtsZ protein miktarına göre karĢılaĢtırılması mümkün olmuĢtur. Genel 

olarak bakıldığında kok formunda bir bakteri olan Micrococcus luteus ATCC 

9341‟in (ġekil 3.16.); kokobasil formundaki Escherichia coli JM 109 (ġekil 3.1.B), 

E. coli K92 ATCC 35860 (ġekil 3.3.A ve B), E. coli JM 109 pUC19-ST (ġekil 3.5.), 

E. coli ATCC 8739 (ġekil 3.10.), E. coli ATCC 29998‟den (ġekil 3.11.) daha fazla 

FtsZ proteini içerdiği gözlenmiĢtir. Benzer Ģekilde basil formundaki Bacillus subtilis 

ATCC 6634 (ġekil 3.12.) bakterilerinin kokobasil formundaki bakterilerden daha az, 

kok formundaki bakteriden ise çok daha az FtsZ proteini içerdiği, ıĢımalara bakarak 

gözlenebilmektedir. Bu sonuç bölünme halkası oluĢumunda morfolojiye bağlı çapın 

önemini irdeleyen yukarıda adı geçen referansları desteklemektedir. 

 

FtsZ halkası, C. crescentus‟ta hücre duvarı uzamasının ciddi bir bölümünü 

yönlendirir ve bu da FtsZ halkasına hücre bölünmesi ile iliĢkili olmayan yeni bir 

fonksiyon ekler. FtsZ, temel lipid II peptidoglikan (PG) hücre duvarı prekürsörünü 

üreten MurG proteinin yerleĢimini düzlemsel olarak düzenleyerek hücre uzamasında 

temel bir rol oynar, çünkü hücre uzaması sırasında MurG, FtsZ halkası ile birlikte 

yerleĢir (Aaron ve ark., 2007; Pichoff ve Lutkenhaus, 2007). Hücre uzaması, 

kutuplar dıĢında yanal duvarlar boyunca, varolan polimere yeni PG materyalinin 
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dağınık sarmal halde girmesi ile meydana geldiği düĢünülmekteyken, hücre 

bölünmesi, bölünme alanında lokalize olmuĢ PG sentezi ile ilerler (Aaron ve ark., 

2007; de Pedro ve ark., 1997). FtsZ‟nin hücre bölünmesi sırasında septal PG 

büyümesini yönlendirme rolü de Pedro ve arkadaĢları (1997) tarafından E. coli için 

geliĢtirilen D-sistein metodu ile oldukça iyi belgelenmiĢtir. Hücre bölünmesinin 

baĢlangıcında potansiyel bölünme bölgelerinde murein sentezinin FtsZ‟ye bağımlı 

bir aktivasyonu vardır (de Pedro ve ark., 1997). Diğer bir deyiĢle FtsZ proteinleri zar 

ve zar metabolizmasında görev alan bileĢen ve enzim sistemlerinden etkilenmektedir. 

Bu veri FtsZ‟nin bir noktada çekirdekleĢip sonra bir yay olarak polimerize 

olduğunun gözüktüğü E. coli‟nin küresel bir mutantı üzerine Addinall ve Lutkenhaus 

(1996) tarafından yapılan çalıĢmayı güçlü bir Ģekilde desteklemektedir (Addinall ve 

Lutkenhaus, 1996). Yaptığımız bu tez çalıĢmasına da temel oluĢturan bir önceki 

çalıĢmada (Y. Mater Doktora Tezi) sialik asit transferinde görev alan sialiltransferaz 

mutant genlerini taĢıyan E. coli JM 109 pUC19-ST M2 ve E. coli JM 109 pUC19-ST 

M3 hücrelerinde görülen hücre Ģekli ve zar Ģekli bozuklukları, hücre içinde vakuoller 

oluĢumlar ve mezozom benzeri birikintiler ökaryotlardaki hücre iskeleti stres 

fibrilleri birikimlerine benzerlik göstermiĢtir. Bu hücrelerle yaptığımız 

immünofloresan çalıĢmada E. coli JM 109 pUC19-ST M2 (ġekil 3.7.A,B,C) ve E. 

coli JM 109 pUC19-ST M3 (ġekil 3.9.) benzer hücre morfolojisi bozuklukları 

göstermiĢlerdir. Buna ek olarak yukarıdaki literatürlerde bildirildiği gibi FtsZ 

proteini, hücre merkezinde bir birikme ve yığılma sergilemiĢtir. Hücrelerde görülen 

Ģekil bozuklukları da FtsZ proteini yığılması ve/veya dağılımıyla ilgili olabilir. Bu 

sonuç, bakterilerde PG sentezi, murein sentezinde FtsZ ile yapılan de Pedro ve 

arkadaĢlarının (1997) sonuçlarını ve sialiltransferaz enzimi-hücre zarı iliĢkisine 

yönelik Mater (2004) doktora tezi sonuçlarını desteklemektedir. Sağlıklı Escherichia 

coli K92 ATCC 35860 (ġekil 3.3.B) hücrelerinde zara bağlı toplanmıĢ FtsZ 

proteininin dıĢarı doğru bombe yapmıĢ olması FtsZ‟nin hücre uzamasında MurG 

proteininin yerleĢimini düzenleyerek Ģekil üzerine 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‟ın (ġekil 3.4.), E. coli 

JM 109‟un (ġekil 3.2.), Bacillus subtilis ATCC 6634‟ün (ġekil 3.14.) bölünme 

aĢamasında ve Micrococcus luteus ATCC 9341‟in (ġekil 3.16.) bölünme öncesi 

uzamasında FtsZ proteinlerinin sitoplazmada ve hücrenin kutuplarında yoğunlaĢtığı 

ve hücre Ģeklini sanki iki uçtan çekercesine uzattığı görülmektedir. Benzer Ģekilde 
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patlamıĢ Bacillus subtilis ATCC 6634 (ġekil 3.13.) hücresinden yayılan materyal 

içinde FtsZ miktarı fazladır. Bu FtsZ proteinlerinin hücre zarının Ģeklini korumasında 

etkili olduğunu düĢündürmekte ve bu konuya yönelik yukarıda adı geçen 

literatürlerle uyumlu görülmektedir. 

 

Bölünme alanında, Z-halkasını oluĢturmasına ilaveten, FtsZ, hücre iskelet 

proteinleri MreB, Mbl, MreBH ve MinD tarafından oluĢturulan sarmal yapılara 

benzeyen, hücrenin uzun ekseni çevresine sarılan geçici sarmal dizileri oluĢturur 

(Nanninga, 1998; Shih ve Rothfield, 2006). E. coli‟de Z-halkası oluĢumunun yerinin 

belirlenmesinde iki temel negatif düzenleyici vardır: nükleoid ve min sistemi. Min 

sistemi proteinleri tarafından Z-halkası oluĢumu, sonradan septum oluĢumu için 

istenen bölgede kısıtlanır; Ģöyle ki, MinC hücre kutuplarına yakın FtsZ 

polimerleĢmesini engeller (Amos ve ark., 2004; Errington ve ark., 2003; Graumann, 

2004; Löwe ve ark., 2004; Margolin, 2000; Norris ve ark., 2004). Nükleoid ise 

bölünme iĢlemi için fiziksel bir engel teĢkil eder (Nanninga, 1998). Nükleoid 

oklüzyon, nükleoidler boyunca bölünmeyi engeller ve bölünmeyi, normalde, ayrılan 

nükleoidler arasındaki hücre ortası bölgeye veya kutup bölgesine yönlendirir 

(Errington ve ark., 2003; Lafontaine ve ark., 2007). Z-halkası, orta hücrede oluĢmak 

yerine, ayrılmamıĢ nükleoid kütlesinin kenarlarında da oluĢur. Orta hücredeki birincil 

bölgenin bloke olduğu durumlarda bu bölge, FtsZ oluĢumu için uygun bölgedir (Sun 

ve Margolin, 2001). Sporulasyona yönelik yapılan bir çalıĢmada benzer asimetrik 

bölünmede hücre ortası halkasının kaybolmasını takiben, yeni Z-halkalarının her iki 

kutupta da görüldüğünü, FtsZ-GFP füzyonu kullanarak Ben-Yehuda ve Losick 

(2002) göstermiĢtir (Ben-Yehuda ve Losick, 2002). Bizim çalıĢmamızda bölünme 

aĢamasında kok-kokobasil Ģekline sahip E. coli K92 ATCC 35860 (ġekil 3.4.) ve E. 

coli JM 109 (ġekil 3.2.), basil Ģekline sahip Bacillus subtilis ATCC 6634 (ġekil 

3.14.) ve kok Ģekline sahip Micrococcus luteus ATCC 9341 (ġekil 3.16.) 

örneklerinde; daha önce özgül yeĢil-sarı floresan iĢaretli FtsZ proteinleri ile yapılan 

çalıĢmalarda (Amos ve ark., 2004; Errington ve ark., 2003; Graumann, 2004; Löwe 

ve ark., 2004; Margolin, 2000; Norris ve ark., 2004) bildirilenlerin tersine FtsZ 

proteininin bölünme aĢamasında boğumlanma alanında değil, boğumlanmanın ters 

yönünde özellikle hücre kutuplarında ve sitoplazmada yoğunlaĢtığı görülmüĢtür. Bu 

bulgu daha çok spor oluĢturan bakterilerde FtsZ‟nin kutuplarda bulunduğunu 
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belirleyen çalıĢmaya (Ben-Yehuda ve Losick, 2002) benzerlik göstermiĢtir ve çok 

dikkat çekici bulunmuĢtur. 

 

Elde edilen sonuçları özetlersek; bu tez çalıĢmasında; örnekler özgün FtsZ 

antijeni kullanılarak iĢaretlenmiĢtir. Ġlk kez üç farklı bakteriyal hücre Ģekline sahip 

bakteride ve karĢılaĢtırmalı olarak bu iĢaretleme yapılmıĢtır. ĠĢaretleme protokolü 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- 

II.pdf) modifiye edilerek oluĢturulmuĢ, özgün bir immünofloresan çalıĢma 

protokolüdür ve ilk kez uygulanmıĢtır. Böylece hızlı sonuç veren, özgün bir 

iĢaretleme yöntemi geliĢtirilmiĢtir. Bu sayede prokaryotlarda, hücre iskeleti 

çalıĢmalarında, FtsZ proteinine özgül immünofloresan iĢaretlemede, farklı 

morfolojilere sahip hücrelerde kolayca uygulanabilecek bir yöntem oluĢturulmuĢtur. 

FtsZ proteini genel olarak her üç hücre formunda sitoplazmada dağılmıĢ halde ve 

zaman zaman hücre zarına bağlı olarak bulunmuĢtur. Hücre Ģeklinin korunmasında 

görevli olduğu gözlenmiĢtir. Tüm bu bilgiler kısmen ve/veya tamamen referanslar ile 

desteklenmiĢ ve uyumlu görülmüĢtür. Buna ek olarak elimizdeki bazı referansların 

tersine özgül antikorla iĢaretli FtsZ proteini bölünme aĢamasında bölünme halkasında 

veya boğumlanma bölgesinde değil, boğumlanma, bölünme bölgesinin tam ters 

yönünde hücrenin kutuplarında, hücre zarına bağlı ve/veya hücre sitoplazmasında 

küçük birikintiler halinde gözlenmiĢtir. 

 

Yapılan çalıĢma, hücre zarı tanıma-tutunma mekanizmasında rol oynayan 

sialik asit transferaz (sialiltransferaz) mutant hücrelerde düzensiz dağılımlar 

göstermesi nedeni ile FtsZ proteini ve sialik asit metabolizması arasında bir etkileĢim 

olabileceği düĢüncesini desteklemiĢtir. FtsZ ve/veya benzeri proteinler ile hücrede 

sialiltransferaz etkinliği ya da bozulmuĢ etkinliğine bağlı yapılanma arasındaki 

bağlantının belirlenmesi amacıyla ileriye yönelik çalıĢmalara, hücre zarı ve hücre 

Ģekli arasındaki bağlantılara yönelik çalıĢmalara, sadece bakterilerde bulunan ve 

özgül bir hücre iskelet elemanı proteinleri olan MinD/ParA sistemi çalıĢmalarına 

öncülük edebilir. 

http://www.biology.wustl.edu/levin/protocols/microscopy/Gluteraldehyde=Paraformaldehyde.pdf
http://www.biology.wustl.edu/levin/protocols/microscopy/Gluteraldehyde=Paraformaldehyde.pdf
http://www.biology.wustl.edu/levin/protocols/microscopy/Gluteraldehyde=Paraformaldehyde.pdf
http://www.biology.wustl.edu/levin/protocols/microscopy/IFM-%20II.pdf
http://www.biology.wustl.edu/levin/protocols/microscopy/IFM-%20II.pdf
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