T.C.
NECMETTIN ERBAKAN
UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

FARKLI AZOT KAYNAKLARI
KULLANILARAK COGALTILAN
CEREIBACTER SPHAEROIDES 0.U.001’IN
RNA-Seq BAZLI TRANSKRIPTOM PROFILi

MERVE BASTUTAN
YUKSEK LiSANS TEZi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Nisan-2025
KONYA
Her Hakki Sakhdir




TEZ KABUL VE ONAYI

Merve BASTUTAN tarafindan hazirlanan “Farkli Azot Kaynaklar1 Kullanilarak
Cogaltilan Cereibacter sphaeroides 0.U.001'in RNA-Seq Bazli Transkriptom Profili”
adl1 tez galismas1 18/04/2025 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Necmettin
Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali’nda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Imza

Baskan
Prof. Dr. Ozlem DARCANSOY ISERI ...

Damisman
Prof. Dr. Gokhan KARS

Uye
Dr. Ogretim Uyesi Merve OZCAN TURKMEN  .......................

Fen Bilimleri Enstitlisii Yonetim Kurulu’nun ..../.../20.. giin ve ........ sayill
karariyla onaylanmistir.

Prof. Dr. Havvanur UCBEYIAY
FBE Miidiiri

Bu tez ¢alismas1 Necmettin Erbakan Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii
tarafindan 23YL15004 nolu proje ile desteklenmistir.



TEZ BILDIiRiMi

Bu tezdeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ergcevesinde elde
edildigini ve tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu g¢alismada bana ait

olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

DECLARATION PAGE

| hereby declare that all information in this document has been obtained and
presented in accordance with academic rules and ethical conduct. | also declare that, as
required by these rules and conduct, I have fully cited and referenced all material and

results that are not original to this work.

Merve BASTUTAN

Tarih: 18.04.2025



OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

FARKLI AZOT KAYNAKLARI KULLANILARAK COGALTILAN
CEREIBACTER SPHAEROIDES 0.U.001’IN RNA-Seq BAZLI
TRANSKRIiPTOM PROFILI

Merve BASTUTAN

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Gokhan KARS
2025, 123 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Gokhan KARS
Prof. Dr. Ozlem DARCANSOY ISERIi
Dr. Ogretim Uyesi Merve OZCAN TURKMEN

Fotosentetik bakteri grubunda yer alan ve mor kiikiirt icermeyen (PNS) gram negatif bir bakteri
olan Cereibacter sphaeroides O.U.001 (Rhodobacter sphaeroides 0.U.001) gesitli fizyolojik sartlarda
yasamini devam ettirebilir. Genellikle géllerde ve sulak alanlarda bulunan bu bakteri hidrojen (Hz), B12
vitamini, koenzim Q10, poli-B-hidroksibutirat (PHB) iiretimi ve azot (N) fiksasyonu gibi ¢ok yonli
metabolizmaya sahiptir. Atmosferin ¢ogunu olusturan N2 gazi bir¢ok organizma tarafindan dogrudan
kullanilamaz. Diazotroflarda bulunan nitrojenaz enzimi ATP kullanarak N2’nin erisebilir olan amonyaga
(NHs) indirgemesini katalizler. Canlilarda molibden (Mo), vanadyum (V) ve sadece demir (Fe) iceren
nitrojenaz olmak {tizere ii¢ gesit nitrojenaz enzimi mevcuttur. Bu ¢alismanin amaci, C. sphaeroides’in
diazotrofik kosullar altindaki transkriptomik profilini analiz ederek, gen ekspresyon diizeylerindeki
farkliliklarin karsilastirmali olarak belirlenmesidir. Bu kapsamda ii¢ farkli azot kaynagi (glutamat, N, ve
NH.) iceren besiyerlerinde ¢ogaltilan C. sphaeroides’ten RNA izolasyonu yapilarak RNA-seq tabanl
kargilagtirmali transkriptom analizleri yapildi. Transkriptomik analiz sirasinda her bir transkript iizerindeki
okuma sayilar1 ve ardindan ilgili transkriptin uzunluguna gore normalize edilerek “Reads Per Kilobase”
(RPK) degerleri elde edildi. Bu degerler ardindan toplam okuma sayisina gore tekrar normalize edilerek
“Transcripts Per Million” (TPM) degerleri gikarildi. Caligma kapsaminda istatiksel olarak anlamli sonuglar
elde etmek igin 3 farkli grup iginde 9 farkli numunenin RNA dizilemesi gerceklestirildi. Numuneler
arasinda gen ekspresyon analizine yoOnelik profil benzerliklerin anlasilmasi igin temel bilesen analizi
(Principal Component Analysis, PCA) ve oOrnekler arasinda en fazla varyasyon gosteren genlerin
ekspresyon profillerini gostermek igin 1s1 grafigi (heatmap) olusturuldu. Normalize edilmis okuma sayilari
iizerinden, deney gruplar1 arasindaki istatistiksel olarak anlamli ekspresyon degisikliklerini tespit etmek
i¢in ii¢ ayr1 test grubu icin diferansiyel ekspresyon analizi yapilmistir. Her bir test grubu i¢in tiim genlerin
logFC ve “False Discovery Rate” (FDR) degerlerine gore dagilimlart volkan gosterimi ile gorsellestirildi.
Son analiz olarak en diisiikk FDR degerine sahip genlerden normalize edilmis okuma degerlerine gore kutu
dagilim grafikleri gosterildi. Ayrica transkriptomik analizi desteklemesi adina bu {i¢ farkli kosulda
cogaltilan C. sphaeroides ‘teki nifH gen ekspresyon seviyesi gPCR ile tespit edildi. qPCR sonuglarina gore
nifH geninin ekspresyonu glutamat kosuluna kiyasla N> kosulunda 1.5 kat bir artis, glutamat kosuluna
kiyasla NH4 kosulunda 0.01 kat artis ve NH4 kosuluna kiyasla N, kosulunda 150 kat bir artis elde edildi.
Transkriptomik ve qPCR sonuglarina gore dzellikle azot fiksasyonundan sorumlu genlerin N fiksasyon
kosulunda agir1 ifadesi meydana gelirken NH, kosulunda ise bu genlerde baskilanma meydana geldigi tespit
edildi.

Anahtar Kelimeler: Azot; Cereibacter sphaeroides; Nitrojenaz; RNA-Seq; gPCR
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Cereibacter sphaeroides 0.U.001 (Rhodobacter sphaeroides O.U.001), a gram-negative and
purple non-sulfur bacteria bacterium classified among photosynthetic bacteria is capable of surviving under
various physiological conditions. Commonly found in lakes and wetlands, this bacterium possesses a
versatile metabolism, enabling the production of hydrogen (H:), vitamin Bi2, coenzyme Q10, poly-B-
hydroxybutyrate (PHB), and the fixation of nitrogen (N2). Although N2 gas constitutes the majority of the
atmosphere, it cannot be directly utilized by most organisms. In diazotrophs, the enzyme nitrogenase
catalyzes the ATP-dependent reduction of N2 to its bioavailable form, ammonia (NHs). There are three
types of nitrogenase enzymes in living organisms, classified based on their metal cofactors: molybdenum
(Mo), vanadium (V), or iron (Fe). The aim of this study is to analyze the transcriptomic profile of C.
sphaeroides under diazotrophic conditions and to comparatively assess differential gene expression levels.
To this end, C. sphaeroides was cultured in media containing three different nitrogen sources (glutamate,
Nz, and NH4"), and total RNA was extracted for RNA-seq-based comparative transcriptomic analysis.
During the transcriptomic analysis, the read counts mapped to each transcript were normalized based on
transcript length to obtain Reads Per Kilobase (RPK) values. These values were further normalized to the
total read count, yielding Transcripts Per Million (TPM) values. To ensure statistically significant results,
RNA sequencing was performed on 9 different samples across 3 experimental groups. Principal Component
Analysis (PCA) was used to assess the expression profile similarities among samples, and a heatmap was
generated to visualize the expression profiles of the most variably expressed genes. Differential expression
analysis was conducted for each of the three comparison groups using normalized read counts to identify
statistically significant changes in gene expression. For each comparison, volcano plots were generated
based on the log fold change (logFC) and False Discovery Rate (FDR) values of all genes. Additionally,
boxplot distributions were generated for selected genes with the lowest FDR values based on their
normalized read counts. To support the transcriptomic data, the expression level of the nifH gene was also
quantified using gPCR in C. sphaeroides cultured under the three different nitrogen conditions. According
to gPCR results, nifH expression increased 1.5-fold under N2 conditions compared to glutamate, 0.01-fold
under NH+" compared to glutamate, and 150-fold under N> compared to NH.4" conditions. Both
transcriptomic and gPCR analyses revealed that genes responsible for nitrogen fixation were highly
upregulated under Nz conditions, while being repressed under NH4" conditions.

Keywords: Cereibacter sphaeroides; Nitrogen; Nitrogenase; RNA-Seq; gPCR
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1. GIRIS

Cereibacter sphaeroides kat1 gida atig1 ve gida isleme atik sularindan elde edilen
biyohidrojen tiretebilen alfaproteobakterilerin a-3 mor kiikiirtsiiz bakteriler grubunda yer
alan gram negatif bir 6bakteridir (Jeong vd., 2020; Leidenfrost vd., 2020). C. sphaeroides,
cesitli organik bilesikleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilmektedir. Metabolik
olarak ¢esitli ¢evre kosullarinda biiyiiyebilen mor kiikiirtsiiz bakterilere bir 6rnektir (Yu
vd., 2023). Ayrica C. sphaeroides ¢evreden gelen ¢ogu strese de cevap vermektedir. Bu
sayede strese karst olusturulan transkriptom tepkileri ve biiylime evresindeki
transkriptom karsilastirilmasina olanak saglar (Bathke vd., 2019).

C. sphaeroides’in anaerobik ¢ogalabilmesi i¢in besiyeri ortam pH’nin 6.8-9
araliginda ve sicakligin 29-30°C'de olmasi gerekir. C. sphaeroides gibi anaerobik veya
aerobik ortamlarda biiyliyebilen bakteriler yapilarinda bulunan pigmentlere gore
ortamlarda farkli renkte goriiniirler. C. sphaeroides'in anaerobik kiiltiirleri kahverengi
renktedir ve acik kirli yesilimsi yesilden koyu kahverengiye degisen tonlarda goriiliir.
Oksijen varliginda biiyiidiiglinde ise organizmalar pembe-kirmizi bir renkte goriintirler.
Mor kiikiirtsiiz bakteri grubundaki (Purple non-sulfur, PNS) bu bakteri tiirleri farkli
karbon ve nitrojen kaynaklari kullanabilir (Basak & Das, 2009).

Azot (N), amino asitlerin, niikleik asitlerin ve diger biyomolekiillerin bir bileseni
olan ve tiim canli organizmalar i¢in 6dnemli bir elementtir. Bununla beraber inert N2’yi
¢ogu canli organizma dogrudan metabolize edemez (Ribbe vd., 2022). Bunun yerine ¢gogu
organizma, N2'yi amonyak (NHz3) veya nitrat (NO3") gibi sabit formlardan elde etmelidir.
N2’nin NHz’e doniistiiriilmesi N2 fiksasyonu olarak bilinmektedir ve biyojeokimyasal N
dongiisti i¢in 6nemli bir basamaktir (Hoffman vd., 2014). Azot fiksasyonu sirasinda
nitrojenaz, katalitik bir protein ve dinitrojen fiksasyonu i¢in gerekli elektronlar saglayan
elektron transfer eden bir rediiktaz proteini i¢eren karmasik bir oksidorediiktaz enzim
olarak gorev almaktadir (Milton & Minteer, 2019). Su an tanimlanan ii¢ tip nitrojenaz
(nif, vnf, anf) oldugu bilinmektedir. Bunlar molibden (Mo), vanadyum (V) ve sadece
demir (Fe) iceren nitrojenazlardir. En ¢ok bulunan ise Mo-nitrojenaz enzimidir. Mo-
nitrojenaz, nifHDK genleri tarafindan kodlanir ve diazotroflarda yaygin olarak bulunur
(Kars vd., 2006; Ribbe vd., 2022).

Mor bakterilerde fotosentez (PS) diizenlemesinin molekiiler mekanizmalarina
aciklik getirilmistir. (i) RegB/RegA (PrrB/PrrA) iki bilesenli diizenleyici sistem, (ii)

aerobik baskilayici PpsR ve (iii) anaerobik aktivator FnrL sistemi olmak iizere 3 6nemli



diizenleyici sistemi kesfetmisler ve karakterize etmislerdir. PpsR proteinleri PS
diizenlemesinde 6nemli rol oynarken kiiresel diizenleyici proteinler olan RegB/RegA ve
FnrL sistemleri daha geri planda kalmaktadir (Elsen vd., 2005). RegB-RegA (PrrB/PrrA)
iki bilesenli diizenleyici sistem, C. sphaeroides ve Rhodobacter capsulatus da karbon
fiksasyonu, nitrojen fiksasyonu, hidrojen kullanimi, fotosentez, denitrifikasyon, elektron
tasinmasi, anaerobik solunum gibi enerji iireten ve kullanan islemlerde yer alan genleri
regiile etmektedir (Bauer & Wu, 2008).

RNA-seq, transkriptlerin genom ¢apinda Ol¢iilmesinin yani sira tek niikleotid
¢Oziiniirliigl sayesinde transkriptlerin dogru sekilde haritalanmasina imkan verir. RNA-
seq, haritalanmis okumalar1 farkli 6rneklerle kiyaslayarak gen ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesinde kullanilan giliglii  bir yontemdir. Bu sayede ¢evresel kaynakli
degisikliklere yanit olarak ya da incelenmekte olan genin ekspresyonunda meydana gelen
degisikliklere yanit olarak farkli sekilde eksprese olan genlerin tanimlanmasini saglar
(Broglia vd., 2023). RNA-Seq arastirmalarinda yapilan ilk adim dizilerin kalitesini
kontrol etmektir. RNA seq dizilerinin kalitesi FASTQC programi kullanilarak kontrol
edilir. Iyilestirilmis ve kaliteli okumalar elde edildiginde veri analizi ile yapilacak ilk
islem transkripsiyon ve transkriptom yapisini ortaya ¢ikarip kisa RNA-Seq okumalari
atamaktir (Jazayeri vd., 2015).

Bu ¢aligma kapsaminda ii¢ farkli azot kaynagi igeren besiyerinde (glutamat, N2 ve
NH3) cogaltilan C. sphaeroides O.U. 001’in RNA-Seq tabanl transkriptomik analizi ve
transkriptomik analizi destekleyecek nitelikte qPCR analizi yapilmistir. Protein kodlayan
her bir genin ii¢ farkli kosuldaki ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Tez ¢alismasinin
hipotezi “Besiyeri ortamina N2 gazi verildiginde bakteriler azot fiksasyonu yapacagi igin
nitrojenaz fiksasyonunda goérev alan genlerin transkripsiyon seviyelerinde degisimler
olacaktir ve bdylece bakteride azot fiksasyonunda gorev alan genler tanimlanabilecektir”
seklinde olusturulmustur. Calisma sonunda nitrojenaz enziminin regiilasyonu ve
nitrojenaz enzim metabolizmasinda gorev alan genler ortaya ¢ikarilmis olunacaktir. Azot
kaynagi olarak NHa"iin bulundugu kosullarda ise, hiicre azotlu bilesigin varligim
algilayarak nitrojenaz gen ekspresyonunu baskilar ve bdylece NH4"’iin nitrojenaz enzimi

tizerindeki negatif transkripsiyonel regiilasyonu ortaya konmus olur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Cereibacter sphaeroides (Rhodobacter sphaeroides) O.U.001

Rhodobacter sphaeroides’in giincel adi Cereibacter sphaeroides olarak onerilir
ve NCBI veritabaninda bu cins adi ile de yer alir (H. Wang vd., 2021). C. sphaeroides
kat1 gida atifi1 ve gida isleme atik sularindan elde edilen biyohidrojen {iretebilen
filogenetik olarak alfaproteobakterilerin a-3 mor kiikiirtsiiz bakteriler grubun da yer alan
gram negatif bir 6bakteridir (Jeong vd., 2020; Leidenfrost vd., 2020). C. sphaeroides’in
genomu iki kromozom, kromozom | (CI; ~3.2 Mb) ve kromozom |1 (CII; ~0.9 Mb) ve
bes endojen plazmitten olugsmaktadir (Peters vd., 2012). Tablo 2.1°de C. sphaeroides’in

sistematik olarak siniflandirilmasi gosterilmistir.

Tablo 2.1 Cereibacter sphaeroides’in simiflandirilmasi

Alem Bacteria
Sube Pseudomonadota
Simf Alphaproteobacteria
Takim Rhodobacterales
Aile Paracoccaceae
Cins Cereibacter
Tiir Cereibacter
sphaeroides

C. sphaeroides, cesitli organik bilesikleri karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanabilmektedir. Metabolik olarak ¢esitli c¢evre kosullarinda biiyliyebilen mor
kiikiirtsiiz bakterilere bir 6rnektir (Yu vd., 2023).

Bazi mor kiikiirtsiiz bakteriler anaerobik, aerobik veya fermantatif sekilde
bliyiiyebilmektedir. Bazi bakteriler anaerobik solunum metabolizmasini kullanarak
karanlik ortamda biiyiiyebilirken bazi bakteriler ise karanlikta aerobik sekilde
biiytiyebilmektedir. Mor kiikiirtsiiz bakterilerden biri olan C. sphaeroides, CO.'yi
indirgemek i¢in siilfidi elektron donérii olarak mor kiikiirt bakterileri kadar verimli
kullanamaz. Bunun nedeni, mor kiikiirtsiiz bakterilerin siilfiir bilesiklerini oksitleme
kapasitelerinin daha smirli olmasidir. (Dubbs & Tabita, 2004). C. sphaeroides'in tiim
dogal suslari, en az bir endojen plazmit igerir ve bazi suslarin boyutlar1 42-140 kb arasinda
degisir (Suwantot & Kaplan, 1992)(Peters vd., 2012).

Hareketli bakteriler ortamin alkali hale gelmesiyle ve yasla birlikte
hareketliliklerini kaybederler. Cubuk seklinde bulunan C. sphaeroides aerobik



biiylimeden sonra fotoheterotrofik biiylimeye gectigi zaman ¢ubuk seklinden kokobasile
doniismektedir. Hiicrelerin boyutlar1 da degiskendir; ¢aplart 0.5 ila 1.5 pm arasindadir.
C. sphaeroides'in elektron mikroskobu goriintiisii Sekil 2.1.'de gosterilmektedir (Niel,
1944).

Anaerobik kosullar altinda solunum, fermantasyon ve fotosentez ile biiyiiyebilir.
Fotosentez iki sekilde gergeklesebilir hem karbon hem de indirgeyici kaynak olarak
organik bilesikleri kullanilarak ya da tek karbon kaynagi kullanarak karbondioksit ve
indirgeme kaynagi olarak da hidrojen kullanilarak fotoototrofik olabilir (Mackenzie vd.,
2001). C. sphaeroides, hidrojen iiretimi ve terpen biyosentez analizi i¢in kullanilir ve
uyumlu metabolizmaya sahip oldugu i¢in endiistriyel uygulamalarda ¢ok yonli gorev
alan bir bakteridir. (Mougiakos vd., 2019; Orsi vd., 2021). Ayrica C. sphaeroides
cevreden gelen ¢ogu strese de cevap olusturabilmektedir. Bu sayede strese karsi
olusturulan  transkriptom  tepkileri ~ve biiyiime evresindeki transkriptom

karsilagtirilmasina olanak saglar (Bathke vd., 2019).

Sekil 2.1 Cereibacter sphaeroides (Seifert vd., 2012)

Genellikle gollerde ve durgun su kiitlelerinde bulunan kiikiirtsiiz mor (PNS)
fotosentetik bakterilerin katma degerli iirlin {iretme yetenegi vardir; Ornegin, 5-
aminolevulinik asit (5-ALA), hidrojen, B12 vitamini, koenzim Q10, poli-B-
hidroksibutirat (PHB) ve karotenoidler bunlara 6rnektir (Camarena & Dreyfus, 2020;
Kars & Alparslan, 2014).



C. sphaeroides’in anaerobik sekilde ¢ogalabilmesi i¢in sicakligin 29-30 °C,
besiyeri pH’nin ise yaklasik 6.8-9 araliginda olmasi gerekir. C. sphaeroides gibi
anaerobik veya aerobik ortamlarda biiyiliyebilen bakteriler yapilarinda bulunan
pigmentlere gore ortamlarda farkli renkte goriiniirler. C. sphaeroides'in anaerobik
kiiltiirleri kahverengi renktedir ve agik kirli yesilimsi yesilden koyu kahverengiye degisen
tonlarda goriiliir. Oksijen varliginda biiyiidiiglinde ise organizmalar pembe-kirmizi bir
renkte goriiniirler. Bu bakteri tiirleri farkli karbon ve nitrojen kaynaklar1 kullanabilir
(Basak & Das, 2009).

Cesitli substrat kullanma kabiliyeti sayesinde genis bir metabolik araligina sahip
prokaryotlar arasinda bulunmaktadir ve diger bir avantajlart ise ortamda nitrojen
kaynaklar1 eksildigi zaman N fiksasyonu yapabiliyor olmalaridir (Kars & Alparslan,
2013; Niel, 1944; Porter vd., 2011). C. sphaeroides anaerobik ortam kosullarinda organik
asitlerden nitrojenaz-hidrojenaz enzim sistemini kullanarak hidrojen iretebilen

tanimlanmis en iyi mor kiikiirtsiiz bakterilerden birisidir (Geng, N., 2009).

2.2. Nitrojenaz Enzim Sistemleri

Azot (N), amino asitlerin, niikleik asitlerin ve diger biyomolekiillerin bir bileseni
olan ve tiim canli organizmalar i¢in 6nemli bir elementtir. Atmosferin %78'ini olusturan
azot (dinitrojen, N2) gazi, atmosferde en ¢ok bulunan nitrojen kaynagidir. Bununla
beraber inert N2’yi ¢ogu canli organizma dogrudan metabolize edemez (Ribbe vd., 2022).
Bunun yerine ¢ogu organizma, N»'yi amonyak (NHs3) veya nitrat (NOs") gibi "sabit"
formlardan elde etmelidir. N2’nin NHs’e doniistiiriilmesi Nz fiksasyonu olarak
bilinmektedir ve biyojeokimyasal N dongiisii igin 6nemli bir basamaktir (Hoffman vd.,
2014).

Nitrojenaz, katalitik bir protein ve dinitrojen fiksasyonu i¢in gerekli elektronlar
saglayan elektron transfer eden bir rediiktaz proteini iceren karmasik bir oksidorediiktaz
enzimatik sistemidir (Milton & Minteer, 2019). Bu islem bir [4Fe-4S] kiimesi, bir sekiz
demir P kiimesi ve FeMo-kofaktorii, substrat indirgeme bolgesi dahil olmak iizere {i¢

redoks aktif metal iceren kofaktorii igerir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Nitrojenaz proteinleri ve kofaktorleri. Fe proteini (sol) ve MoFe proteininin bir a8-birimi (sag)
ile birlikte iki ATP molekiilii, Fe proteininin [4Fe-4S] kiimesi ve MoFe proteininin P kiimesi ve FeMo-
kofaktorii gosterilmektedir (Seefeldt vd., 2012)

Nitrojenazlar hem arkelerde hem de bakterilerde bulunur (Xuan vd., 2023).
Diazotroflar olarak adlandirilan mikroorganizmalarda bulunan nitrojenazin en 6nemli
islevi ise ATP'leri kullanarak mikroorganizmalarin dogrudan erisemedigi atmosferik
dinitrojenin (N2) biyolojik agidan erisilebilir amonyaga (NH3) indirgenmesini katalize
etmektir. Indirgemek icin ATP’lerden hari¢ Fe—S kiimelerini de kullanir. Genel reaksiyon

formiilii asagidaki gibidir.

N2+ 8H " +8e + 16ATP — 2NHz + H2+ 16ADP + 16P

Su an tanimlanan ti¢ tip nitrojenaz (nif, vnf, anf) oldugu bilinmektedir. Bunlar
molibden (Mo), vanadyum (V) ve sadece demir (Fe) iceren nitrojenazlardir.
Mikroorganizmalarin ¢ogu yalnizca Mo-nitrojenaz enzimini kodlar iken baz1

N> sabitleyici mikroorganizmalar ise Mo-nitrojenaz enzimi ile birlikte V-nitrojenaz ve



Fe-nitrogenaz kodlamaktadir. Methanosarcina acetivorans, Azotobacter
vinelandii ve Rhodopseudomonas palustris gibi tiirler ise {i¢ nitrojenazin hepsini
kodlar. C. sphaeroides sadece Mo- nitrojenazi kodlarken Anabaena tiirleri ise Mo- ve V-
nitrojenazlar1 kodlar (Xuan vd., 2023).

Mo- nitrojenaz, Azotobacter vinelandii’den izole edilen iki alt birimden olusan ve
bir ATP arasinda bir [FesS4] kiimesi ve bir y2-dimer olan Fe proteininden (veya NifH)
olusur. Mo-nitrojenaz, nifHDK genleri tarafindan kodlanir ve diazotroflarda yaygin
olarak bulunur (Kars vd., 2006; Ribbe vd., 2022).

Mo-, V- ve Fe-nitrojenaz kodlayan genlerin ifadesinden sorumlu olan ana
diizenleyici genler nifA, vnfA ve anfA'dir. Mo varliginda, nifA transkripsiyon aktivatorii,
nif kodlayan genleri eksprese ederken vnfA ve anfA'nin ikisinin de transkripsiyonel ifadesi
baskilanir. Mo'nun yoklugunda ve V'nin varliginda, vnfA ifade edilir fakat nif- ve anf-
kodlayan nitrojenaz genlerini baskilanir. Hem Mo hem de V'nin yoklugunda anfA geni,
Fe-nitrogenaz sentezini aktive eder. Mo-, V- ve Fe-nitrojenaz kodlayan genlerin
ifadesinden sorumlu ana diizenleyici genler olan nif, vnf ve anf operonlarindan ilgili gen
tirtinlerinin  fonksiyonu Tablo 2.2°de verilmistir (Jasniewski vd., 2020). Bu iig
nitrojenazin formunun yapist ve genetik semasi ise asagida verilen Sekil 2.3’te

gosterilmistir.
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Sekil 2.3 Mo-V-Fe nitrojenazin yapist. (&) A. vinelandii Mo-nitrogenaz enzim kompleksinin yapist
(NifHDK) ve V-nitrogenaz FeV protein bileseni (VnfDGK), (b) A. vinelandii Mo-nitrogenazin, (¢) V-
nitrogenazin ve (d) Fe-nitrogenazin yapisini gostermektedir (Garcia vd., 2020)



Tablo 2.2 nif, vnf ve anf operonlarindan ilgili gen {iriinlerinin fonksiyonu (Jasniewski vd., 2020)

GEN Gen iiriinii etiketi Bilinen fonksiyonu
nifH nifH, dinitrogenaz Katalitik doniisiim sirasinda ATP'ye bagli elektron transferinin
rediiktaz, bilesen 2, aracilik etmesi, NifDK {izerinde P-kiimesinin olusumunu
rediiktaz bilegeni, y alt | kolaylastirir, Mo ve R- homositratin eklenmesi yoluyla NifEN
birimi, Fe proteini iizerinde L-kiimesinin M-kiimesine doniisiimiinii kolaylastirir.
nifD,K NifDK, dinitrogenaz, Aktif kofaktor bolgesinde N2'nin NHs'e kimyasal
bilesen 1, katalitik doniistimiinii kolaylastirir.
bilesen, MoFe proteini
nifL - nif genlerinin negatif transkripsiyon diizenleyicisi olarak gérev
yapar.
nifA - nif genlerinin pozitif transkripsiyon diizenleyicisi olarak gorev
yapar.
nifF NifF, flavodoksin Kataliz ve/veya montaj sirasinda elektronlarin nitrojenaza
transferinde rol oynar.
nifS NifS, sistein desiilfiiraz | Kii¢iik FeS kiimelerinin bir araya getirilmesi i¢in kiikiirtii
NifU'ya aktarir.
nifu nifu Kiigiik FeS kiimelerinin bir araya getirilmesi i¢in bir iskele
gorevi goriir ve daha sonra M ve P kiimelerinin bir araya
getirilmesi igin kullanilabilir.
nifB nifB M-kiimesinin Mo/homositrat icermeyen onciisiiniin olusumuyla
es zamanli olarak karbonun radikal SAM'a bagli eklenmesini
aracilik eder.
nifg,N nifg,N M kiimesinin olgunlagmast i¢in bir iskele gérevi goriir;
NifDK'nin yapisal/iglevsel bir homologu.
nifv NifV, homositrat M-kiimeleme montaj1 i¢in R -homositrat sentezler.
sentaz
nifZ nifz NifDK'daki P kiimelerinin kademeli olgunlagmasinda, bir
saperon benzeri iglev araciligiyla 6nemli bir faktor olarak hizmet
eder.
nifM NifM, peptidil- Fe proteininin olgunlagmasinda rol oynar.
proil cis-
trans izomeraz
nifxX nifxX M-kiimeleme montajinda 6nerilen ara tasiyici.
nify nify M-kiimeleme montajinda 6nerilen ara tasiyici.
nafY nafY M-kiimeleme montajinda dnerilen ara tasiyici.
nifw nifw Nitrojenazin oksijen hasarindan korunmasinda rol oynar.
nifO nifO Islevi bilinmiyor, ancak tiyoredoksine benziyor.
nifT nifT Fonksiyonu bilinmiyor.
vnfH VnfH, dinitrojenaz nif sistemine benzer sekilde vnfDGK kofaktorlerinin
rediiktaz, bilesen 2, biyosentezine katilir ancak bu gosterilmemistir.
rediiktaz bileseni, y alt
birimi, Fe proteini
vnfD,G,K | VnfDGK, dinitrogenaz, | Aktif kofaktor bolgesinde N2'nin NHs'e ve
bilesen 1, katalitik CO/CO2'nin hidrokarbonlara kimyasal dontigtimiinii
bilesen, VFe proteini kolaylagtirir.
VnfE,N VnfE,N nifEN'e benzer sekilde V-kiime biyosentezinde katilir.
vnfA - vnf genlerinin pozitif transkripsiyon diizenleyicisi olarak gorev
yapar , ayrica anf genlerinin ifadesiyle de iligkilidir.
vnfX vnfX Fonksiyonu bilinmiyor.
vnfY vnfY Fonksiyonu bilinmiyor.
vnfO vnfO Fonksiyonu bilinmiyor.
vnfU vnfU Fonksiyonu bilinmiyor.
anfH AnfH, dinitrogenaz Katalitik devir sirasinda ATP'ye bagli elektron transferinin

rediiktaz, bilesen 2,
rediiktaz bileseni, y alt
birimi, Fe proteini

aracilik eder, AnfDGK kofaktorlerinin biyosentezine katilabilir
ancak gosterilmemistir.




anfD,G,K | AnfDGK, dinitrogenaz, | Aktif kofaktor bolgesinde N2'nin NHs'e kimyasal
bilesen 1, katalitik doniistimiinii kolaylastirir.
bilesen FeFe proteini
anfA - anf genlerinin pozitif transkripsiyon diizenleyicisi olarak gorev
yapar.
anfo anfo Fonksiyonu bilinmiyor.
anfR anfR Fonksiyonu bilinmiyor.
anfu anfu Fonksiyonu bilinmiyor.

2.2.1. Mo-Nitrojenaz

Amonyak prokaryotlar ve bitkilerde tercih edilen bir azot kaynagidir. Birinci tip
nitrojenaz olan Mo- nitrojenaz tiim diazotroflarin nifHDK genleri tarafindan kodlanir
(Einsle & Rees, 2020) ve inert dinitrojenin (N2) amonyaga (NHs) indirgenmesini
katalizler. Enzim yalnizca N ; fiksasyonlu (diazotrofik) bakteriler ve arkeler tarafindan
sentezlenir; dkaryotlar tarafindan sentezlenmez (Demtroder vd., 2019).

Azotobacter vinelandii, Klebsiella pneumoniae ve Clostridium pasteurianum‘dan
izole edilen Mo- nitrojenaz, bu enzim ailesinin iginde en iyi karakterize edilen tiyesidir
(Y. Hu & Ribbe, 2015). Mo-nitrojenaz, iki asamada sentezlenir; bunlarin
ilki nifH, nifB, nifN ve nifE genlerini i¢eren FeMo-co biyosentezi, ikinci asama ise
nitrojenaz enziminin yapisal genleri olan nifH, nifD ve nifK tarafindan olusturulan
katalitik birim (Paya-Tormo vd., 2024).

Mo-nitrojenaz enzimi Fe proteini ve MoFe proteini olarak adlandirilan iki alt
birimli proteinden olusur. Bunlar bir rediiktaz bileseni (NifH) ve katalitik bilesen
(NifDK)’dir. Mo nitrojenazin bilesen proteinleri, nifDK genleri tarafindan kodlanan o[
tetramer olan MoFe proteini ve nifH tarafindan kodlanan bir y2> dimer olan bir Fe
proteinidir. nifH tarafindan kodlanan Fe proteini bir homodimeridir ve ~ 60 kDa’dir. Fe
proteini, her alt birim iizerinde bir tane olmak tizere iki ATP baglama bdlgesine ve iki
Ozdes alt birimi kopriileyen tek bir Fes-S4 kiimesine sahip homodimerik bir proteindir
(Seefeldt vd., 2013). Tiim kaynaklardan izole edilen MoFe proteinleri ~ 220 kDa'lik bir
a2f32- tetrameridir ve a- ve B -alt birimleri sirastyla nifD ve nifK tarafindan kodlanir. Sekil
2.4°te Mo-nitrojenaz yapisi gosterilmektedir (Eady, 1991; Hu & Ribbe, 2013, 2015).
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Sekil 2.4 Molibden nitrojenaz enzim yapis1 (Seefeldt vd., 2009)

MoFe proteininde koordineli olarak FeMo kofaktorii ve P-kiimesi olarak
adlandirilan iki metal kiimenin her birinin iki kopyasi vardir. Islevsel olarak FeMo
kofaktorii, substrat indirgeme bolgesini temsil ederken P-kiimesi Fe proteininden gelen
elektronlarin ilk alicisi olarak hizmet eder (Einsle & Rees, 2020).

Fe-protein, N2 indirgenmesinin gergeklestigi MoFe-proteine zorunlu elektron
vericisi olarak hizmet eder. Fe-protein elektronlari birer birer iletir ve her Fe-protein
dongiisti iki MgATP molekiilii tiiketir. Diger tim molibdoenzimlerin aksine, Mo-
nitrojenaz  benzersiz demir-molibden kofaktérii FeMoco'yu igerir. FeMoco'nun
biyosentezi NifS, NifU, NifB, NifE, NifN, NifQ, NifV ve NifH proteinlerinin aktivitesini
ierir. Ilk adimda, sistein desiilfiiraz NifS ve iskele proteini NifU, S-adenozil-metionin
bagiml protein NifB'ye aktarilan (4Fe-4S) kiimeleri iiretir. ikinci adimda, NifB, iskele
proteini NifEN'e aktarilan bir (8Fe-9S-C) Onciisii olusturur. Burada, 6ncii Mo dondrii
NifQ, homositrat sentaz NifV ve nitrojenaz rediiktaz NifH'yi igeren FeMoco'ya son olarak
apo-nitrojenaz NifDK eklenir (Demtroder vd., 2019).

Molibden kofaktorleri Moco ve FeMoco'nun biyosentezi GTP'den (guanozin
trifosfat) baslayan Moco biyosentezi, ara maddeler cPMP (siklik piranopterin
monofosfat) ve MPT (molibdopterin) {izerinden ilerler. MogA aracili MPT
adenilizasyonundan sonra, Mo, MoeA tarafindan eklenir ve bdylece Moco olusumu
tamamlanir. Mo-nitrogenaz hari¢ tiim molibdoenzimler Moco veya bir Moco tiirevi igerir.
FeMoco biyosentezi, FeMoco, FeVco ve FeFeco'nun (8Fe-9S-C) dnciisii olan NifBco'nun

NifB aracili sentezi i¢in temel modiiller olarak gorev yapan (4Fe-4S) kiimelerinin


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/mmi.14152#mmi14152-fig-0002
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olusumuyla baslar. FeMoco montaji i¢cin Mo mobilizasyonu NifQ tarafindan aracilik
edilir. VFeco ve FeFeco yapisal olarak FeMoco'ya benzer ancak birkag yonden farklidir.
Molibden yerine, VFeco ve FeFeco sirasiyla vanadyum veya demir igerir. Ayrica,

VFeco'da FeMoco'ya kiyasla bir siilfiir iyonu yoktur (Demtréder vd., 2019).

A GTP Cysteine + Fe”

Moak Nifs
MoaC Mifu
L 4 L
| aFe-45
MoaD
MoaE MifB
MoeB k3 v
| MPT | | NifBco
. — NifEN VnfEN AnfOGK
MogA | MoeA +— | MoD.” | — Nifg | NifH VnfH AnfH
¥ : : ¥ Nifv + Nifv + Nifv

Moco FeMoco FeVco

| I 1 ]

All molybdoenzymes Mo-nitrogenase V-nitrogenase Fe-nitrogenase
except Mo-nitrogenase

Sekil 2.5 Moco, FeMoco, FeVco ve FeFeco biyosentezi (Demtroder vd., 2019)

FeMoco'nun biyosentezi hedef MoFe proteininin polipeptitlerinin {iretiminden
bagimsiz olarak gergeklesir. Bu sentez sirasinda
nifS, nifU, nifB, nifE, nifN, nifV ve nifH gen {irtinlerinin katilimi gereklidir. Bu sentezde
Fe ve S akis1, NifU ve NifS'den baslar ve sirayla NifB yapis1 ardindan da NifEN sonras1
MoFe protein yapisi olusumu ile bu sentez devam eder. Bu sentez akisi sirasinda NifB’nin
yapisinda bulunacak Fe/S cekirdek yapisi ([Fe2S2] ve [FesS4]) tiretilmis olur. FeMoco
biyosentezi i¢in onemli olan ve katalitik elektron dondrii olarak rol alan Fe proteini
nifH tarafindan kodlanir. NifB, Fe/S ¢ekirdek yapisi ile birlesir ve bu birlesim sayesinde
yeni olusan FeMoco NifEN {izerinde doniisiim i¢in molibden (Mo)- ve homositrat (HC)
icermeyen bir Oncliye islenir ve olgunlagsmasini tamamlar. Bu birlesim sonucu FeMoco,
NIifEN'den MoFe proteinine aktarilir. MoFe proteini ise hedeflenen baglanma bdlgesine
baglanir. Sekil 2.6’da FeMoco’nun biyosentezi gosterilmistir (Y. Hu & Ribbe, 2011).
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Sekil 2.6 FeMoco'nun biyosentezi (Hu & Ribbe, 2011)

2.2.2. VV-Nitrojenez

Ikinci tip nitrojenaz olan V-nitrojenaz, Azotobacter chroococcum ve Azotobacter
vinelandii'den izole edilmistir. Enzimin katalitik alt biriminde molibden yerine vanadyum
bulunur. Enzim Mo-nitrojenaza benzer fakat V nitrojenazda Fe proteini ve vanadyum-
demir (VFe) proteininden olusan iki bilesenli bir enzim sistemi vardir. Vanadyum
nitrojenaz i¢in vnf gen kiimesi ayr1 bir Fe proteini (VnfH) ve vnfG geni tarafindan
kodlanan ek bir alt birim igeren bir katalitik VFe proteini igerir (Sekil 2.7) (Sippel &
Einsle, 2017). nifH veya vnfH kodlu Fe-protein katalitik bilesene yani nifDK kodlu MoFe-
protein veya vnfDGK kodlu VFe-protein ATP'ye bagiml elektron transferini igeren bir
katalitik mekanizma kullanir (Lee vd., 2010).



13

Fe Protein (vnfH)

substrat

ardn

VFe Protein (vnfDGK)

Sekil 2.7 VV-nitrogenazin katalitik tinitesinin sematik gosterimi (Y. Hu vd., 2011). Created in BioRender.
Bastutan, M. (2025) https://BioRender.com/v15k887

Kiiglik alt birim, y2 -dimerik Fe proteini olusturmak tizere vnfH tarafindan
kodlanir. vinfDGK tarafindan kodlanan 2252 -hekzamerik VVFe proteini biiyiik alt birimi
olusturur. VVFe proteini Fe proteini ile kompleks olusturarak biitiin enzimi olusturur.
Kompleks olusumunda elektronlar P kiimesi tizerinden oncelikle [FesSa] kiimesinden
FeVco'ya aktarilir ve substrat indirgenmesi olusmaktadir. (Y. Hu vd., 2011).

Optimal olarak, A. chroococcum'dan saflastirilan VFe proteini, bir azB202-
hekzamerik bilesim ile tutarli olan ~240 kDa'lik bir molekiiler agirliga sahiptir. Fakat A.
vinelandii'den saflastirilan o2f204-0ktamerik halde bulunan VFe proteini ~ 270 kDa
olarak hesaplanmustir (Y. Hu vd., 2012; Y. Hu & Ribbe, 2015). VVFe proteinleri, 250 000
Da'lik hekzamerik yap1 (a2P202) olusturan MoFe proteininde bulunmayan ekstra & alt
birimine sahip olmalarindan dolay1 MoFe proteinlerinden farklilik gostermektedir. Enzim
vnfHDGK genleri tarafindan kodlanmaktadir (Eady, 1996). Sekil 2.8’de Vanadyum-

nitrojenaz enzim yapisi gosterilmektedir.


https://biorender.com/v15k887
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Sekil 2.8 Vanadyum nitrojenaz enzim yapisi (Sippel & Einsle, 2017)

2.2.3. Fe-Nitrojenaz

Ucgiincii tip nitrojenaz olan Fe-nitrojenaz A. vinelandii, Rhodospirillum rubrum ve
Rhodobacter capsulatus'tan izole edilmistir. Enzim Mo- ve V- enzimleri gibi Fe proteini
ve demir-demir (FeFe) iceren iki bilesenli alt birimlerden olusmaktadir. Yalnizca Fe
iceren nitrojenazin FeFe proteini, Mo- veya V- nitrojenazin MoFe veya VFe proteinine
benzerlik gostermektedir. Fe ve MoFe protein katalitik dongiileri iistte Fe proteini i¢in 3
durumlu dongii ve altta MoFe proteini i¢in 8 durumlu bir dongii gosterilmektedir (Sekil
2.9). Fe proteini igin, 2+ oksitlenmis durumda (Ox) ya da [4Fe-4S] kiimesi +1 indirgenmis
durumda bulunabilir. Fe proteini ya iki Pi'li iki MgADP'ye (ADP+Pi) ya da iki MgATP
molekiiliine (ATP) sahiptir. Dongiiniin en altinda bulunan MoFe proteiniyle birlesmesiyle
bir elektron degisimi meydana gelir. Bu dongiide MoFe proteinin art arda indirgenmesi
En ile ifade edilir. Burada bulunan n degeri Fe proteini tarafindan indirgenen elektron
sayisini gosterir. Asetilen (C2H2), Ez'ye baglanirken N», Ez ve Es’e baglanir ve N>
baglanmasindan sonra Hz yer degistirir. Dongiiniin devaminda 2 tane NH3 (amonyak)’in
sirastyla E durumlarindan ayrildig: gosterilmektedir (Sekil 2.9) (Seefeldt vd., 2009).

Mo-, V- ve Fe-nitrojenazlarin sematik diyagramlari ve aktiviteleri ise Sekil
2.10°da gosterilmistir. FeFe proteini de sirasiyla anfD, anfK ve anfG tarafindan kodlanan
a-, B- ve 6 -alt birimlerinden olusur ve azP202-heksamerik alt birim bilesimine sahiptir. a-
, B ve 6 alt birimleri sirasiyla 61, 58 ve 15 kDa degerlerine sahiptir (Y. Hu & Ribbe, 2015;
Lopez-Torrejon vd., 2021). Dinitrojenaz rediiktazin, alt birimleri anfH tarafindan

kodlanirken, dinitrojenazin a- ve P-alt birimleri sirasiyla anfD ve anfK tarafindan
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kodlanir. Fe-nitrojenaz enzimi anfHDGK tarafindan kodlanir (Yang vd., 2014) (Y. Hu
vd., 2011).

ATP
ADP + Pi

Fe Protein
Cycle

/)NHg

MoFe Protein
Cycle

A N2

Sekil 2.9 Fe ve MoFe protein katalitik dongiileri (Seefeldt vd., 2009)

Mn-nitmgenase V—nltrogenase Fe-nilrogenase

Component 2

Mitrogenase reductase
Fe-protein
I E_ ] !_ l E_

Component 1

Mitrogenase
MoFe/VFe/Fefe-protein

Mo-nitrogenase: N, + 8e” + BH' — 2NH, + H,
V-nitrogenase: N, « 12" & 12H* — 2NH; + 3H,

Fe-nitrogenase: Ny + 24 + 24H° — 2ZNH; + 9H;

Sekil 2.10 Mo-, V- ve Fe-nitrojenazlarin sematik diyagramlari ve aktiviteleri (Demtréder vd., 2019)
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2.3. Cereibacter sphaeroides ile N2 Fiksasyonu ve Gen Kontrol Mekanizmasi

Azot, yasamin gereksinimleri i¢in ihtiyag duyulan ve ¢ogu biyomolekiilde de
bulunan temel elementlerden biridir. Azot, atmosferde dinitrojen (N2) gazi seklinde
bulunmaktadir. Fakat ¢ogu organizma N»'yi metabolize edemez. Bunun yerine
organizmalar, nitrojen fiksasyonunu kullanir (Hoffman vd., 2014). Nitrojen fiksasyonu,
arke ve bakteride bulunan molibden bagimli nitrojenaz tarafindan katalizlenir (Shi vd.,
2020). Dinitrojeni amonyaga doniistiiren nitrojenaz enzimi ATP enerjisini de kullanarak
azotu (N) amonyaga (NHz3) ya da nitrat (NO3z") gibi formlarina indirgeyebilir. Azotun
amonyak ya da nitrat gibi sabit formlar1 ¢okeltilerde tutulur ve metabolizma igin
kullanilamaz hale getirir. Hatta siirekli N2'ye doniistiiriildiikleri i¢in nitrifikasyon ve
denitrifikasyon araciligiyla yasami yalnizca dinitrojenin (N2) amonyaga (NH3) dontigiimii
ile siirdiiriilebilir hale getirir (Hoffman vd., 2014).

Mor kiikiirtsiiz (PNS) ve fakiiltatif anoksijenik fototrof grubu mikroorganizmalar
metabolik agidan ¢ok yonliidiir. Anoksijenik fotosentez, aerobik veya anaerobik solunum
ve fermantasyon yoluyla biiyiiyebilirler. Fotoototrofik ve kemoototrofik biiylime
sirasinda  PNS  bakterileri, CBB-Benson-Bassham (CBB) dongiisiinii  kullanarak
CO:2 indirgeme sirasinda sabitlenmis karbon elde ederken elektron donorii olarak H»
kullanarak biiyiirler. Fotosentez veya organik bilesiklerin oksidasyonu sonucu iiretilen
bazi indirgeyiciler, elektron tastyicilart araciligiyla sisteme aktarilir. Bu elektronlar, ATP
sentezi, CO: fiksasyonu ve N: fiksasyonu gibi temel biyokimyasal siirecleri destekler.
Indirgeme islemi sonrasinda ise CO: ve N fiksasyonu sayesinde elektronlar Oz, CO: veya
N:'ye yonlendirilir. (Dubbs & Tabita, 2004b).

Mor bakterilerde fotosentez diizenlemesinin molekiiler mekanizmalar1 hakkinda
cesitli ¢alismalar yapilmigtir (Elsen vd., 2005). Bu calismaalrda (i) RegB/RegA
(PrrB/PrrA) iki bilesenli diizenleyici sistem, (i1) aerobik baskilayici PpsR ve (iii)
anaerobik aktivator FnrL sistemi olmak tizere 3 6nemli diizenleyici sistem kesfedilmis ve
karakterize edilmistir. PpsR proteinleri fotosentez diizenlemesinde 6nemli rol oynarken
kiiresel diizenleyici proteinler olan RegB/RegA ve FnrL sistemleri daha geri planda
kalmaktadir (Elsen vd., 2005).

RegB-RegA (PrrB/PrrA) iki bilesenli diizenleyici sistem, C. sphaeroides ve
Rhodobacter capsulatus da karbon fiksasyonu, nitrojen fiksasyonu, hidrojen kullanimi,

fotosentez, denitrifikasyon, elektron taginmasi, anaerobik solunum gibi enerji lireten ve
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kullanan islemlerde yer alan proteinleri kodlayan genlerin regiilasyonunda gorev alir
(Bauer & Wu, 2008).

RegB/RegA (PrrB/PrrA) iki bilesenli diizenleyici sistem, anaerobik kosullar
altinda fotosentez genlerinin ifadesini aktive eden kiiresel diizenleyici bir sistemdir.
AppA/PpsR sistemi aerobik kosullar altinda fotosentez gen ifadesinin  bir
baskilamaktayken FnrL sistemi anaerobik kosullar altinda PS gen ifadesini
indiiklemektedir. AppA/PpsR sistemi, AppA ve PpsR olmak {iizere iki proteinden
olusmaktadir. Oksijenin yiiksek seviyede seyrettiginde fotosentez genlerinin yukari
bolgesine baglanan PpsR  bu genlerin ifadesini inhibe etmektedir. C.
sphaeroides'te fotosentez olusumunda gerekli proteinleri kodlayan fotosentez genlerinin
baskilanmasi ve indiiksiyonu 151k ve redoks sinyallerine de baglidir (Bauer & Wu, 2008).

Anaerobik kosullar altinda FnrL sistemi PrrB/A ile destekli sekilde fotosentez
genlerinin ifadesini aktive eder fakat aerobik kosullar altinda bu ifadeyi inhibe eder. Diger
bir iki bilesenli diizenleyici sistem PrrB/A, zara bagh histidin kinaz PrrB ve yanit
diizenleyici PrrA'dan olusmaktadir. PrrB, anaerobik sartlarda otofosforile olur ve fosforil
gruplarimi PrrA’ya aktarmaktadir. Fotosentez genlerinin promotoriine fosforile olmus
PrrA baglanir ve genleri aktive eder. PrrB’nin kinaz aktivitesi aerobik kosullar altinda
cbb3-oksidaz tizerinden gegen elektron ile inhibe olur ve fosfataz aktivitesi artar. Fosfataz
ifadesinin artmasiyla fotosentez gen ifadesinin aktivasyonu PrrA tarafindan engellenmis
olur. AppA sistemi ise PpsR'nin aktivitesini iki sekilde diizenlemektedir; (1) PpsR'nin
oksitlenmis formunun indirgenmesiyle, (2) indirgenmis PpsR ile indirgenmis AppA'nin
kompleks olusturmasiyla (AppA-PpsR2). Bu kompleks ayrica mavi 151k aydinlatmasi ile
de engellenmektedir (Sekil 2.11) (Pandey vd., 2017).

RegB-RegA (PrrB/PrrA) olarak isimlendirilen sistem PrrB/PrrA, zara bagh
histidin kinaz PrrB (RSP1520) ve yanit diizenleyici PrrA'dan (RSP1518) olusan iki
bilesenli diizenleyici bir sistemden olusmaktadir. cbbs sitokrom ¢ oksidaz yoluyla
PrrB'nin elektron akigina dolayli olarak katilimini saglar. Ayriyeten oksijen gerilimine
yanit olusturmaktadir. RegB-RegA (PrrB/PrrA), fotosentezle birlikte ayni zamanda
CO. fiksasyonu, Hz metabolizmasi ve N> fiksasyonu ve ayrica birden fazla fonksiyonda

gorev alarak genlerin ekspresyonunu kontrol eden iki bilesenli diizenleyici bir sistemdir
(Arai vd., 2007).
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Sekil 2.11 Cereibacter sphaeroides'te AppA/PpsR, PrrB/A ve FnrL tarafindan fotosentez genlerinin

redoks ve 151k bagimli diizenlenmelerinin gésterimi (Pandey vd., 2017)

Sabitlenmis azot kaynaklarina yanit olarak nitrojen fiksasyonu ve bu diizenlemeye
ek olarak klasik ntr sistemleri de aracilik eder. Nitrojen siirlayici sartlarda ON bagimli
aktivatdr ailesinin bir {iyesi olan nif tiimii olmasa da ¢ogu diazotrof bakteride nitrojen
fiksasyon (nif) genlerinin ekspresyonunu saglar ve aktivator protein NifA tarafindan
aktive edilir. Aktive olan NifA'nin ifadesi ve aktivitesi hiicresel azot durumuna yanit
olarak diizenlenebilir. Ifade ve aktivite diizenlemeleri organizmadan organizmaya degisir
(Merrick & Edwards, 1995).

nifA’nin  diizenlenmesinden sorumlu ntrBC genleri bazi bakteri tiirlerinde
kesfedilmistir. Bunlar arasinda Azotobacter, Vibrio, Proteus, Thiobacillus, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Agrobacterium, Rhodobacter ve Azospirillum tiirleri yer
alir. Bu bakteriler de NtrB tarafindan NtrC uyarilir (Merrick & Edwards, 1995). NtrC ise
nifAl ve nifA2 transkripsiyonunu aktive eder (Hoffmann vd., 2014). NtrC ayrica amonyak
ve Mo'ya yanit olarak Fe-nitrojenaz aktivitesinin kontrol noktalarindan biri olan anfA'nin
transkripsiyonunu aktive eder. Bu sayede NtrC'nin arttirict bolgeye baglanmasi ile nifA
ve anfA’nin (nif ve anf) gen transkripsiyonu aktive olur (Maeda, 2022). Sekil 2.12’de gen

kontrol mekanizmalar1 gdsterilmistir.
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Sekil 2.12 Gen kontrol mekanizmalari. Elektron tasima zincirinin cbb 3 dalindan gegen elektron akiginin
hacmi ve kinon havuzunun redoks durumu, Cereibacter sphaeroides'te fotosentez gen ekspresyonunu
diizenleyen sinyaller iiretir. Cbb 3 sitokrom ¢ oksidazin katalitik alt birimi seviyesinde bir inhibitor sinyal
tiretilir ve membran lokalize PrrC polipeptit yoluyla, tepki olarak fotosentez genlerinin ¢ogunun
ekspresyonunu kontrol eden PrrBA (RegA/RegB) iki bilesenli aktivasyon sistemine iletilir. Hup SLC
geninden sonraki basamakalar hidrojenazlarin hidrojen oksidasyonunun katalize edilmesinden sorumlu
genleri igerir (Oh & Kaplan, 2001). Created in BioRender. Bastutan, M. (2025)
https://BioRender.com/i26s301

2.4. Gen ifade Analiz Yoéntemleri

Gen ifadesi, basta transkripsiyon olmakla birlikte translasyonu ve proteinlerin
dontisiimiinli igeren bir siiregtir. Transkripsiyon, epigenetik isaretler, transkripsiyon
faktorleri ve kromatin topolojisi ile kontrol edilmektedir. mRNA islenmesi (6rnegin;
cikarma, ekleme, modifikasyonlar ve poliadenilasyon), translasyon boyunca taginmasi ve
bozunmasi, kodlamayan RNA’lar ve RNA baglayic1 proteinler ile diizenlenmektedir
(Buccitelli & Selbach, 2020). Gen ifadelerinin kontrolii, hiicre farklilagsmasi ve hiicresel
stres tepkileri, organizma gelisimi, bagisiklik ve doku homeostazini da kapsayan farkli
temel biyolojik siireglerde onemli bir rol alir (Pope & Medzhitov, 2018). Gen ifade
caligmalar1 belirli bir genin haberci RNA (mRNA) seviyelerini ortaya ¢ikartmakla rol alir.
Giiniimiizde, RNA'nin kantifikasyonu i¢in ¢ok fazla yeni teknikler gelistirilmistir ve
kullanilmaya baslanmistir. Bu yeni tekniklere 6rnek olarak yaygin sekilde kullanilan

teknikler mikrodiziler, qPCR ve transkriptom analizi icin RNAseq'tir (Segundo-Val &


https://biorender.com/i26s301
https://www.nature.com/articles/s41576-020-0258-4#Glos3
https://www.nature.com/articles/s41576-020-0258-4#Glos3
https://www.nature.com/articles/s41576-020-0258-4#Glos3
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Sanz-Lozano, 2016). Arastirmacilar organizmadaki genlerin ayn1 zamanda farkli kosullar
altinda, farkli dokularinda ve farkli gelisim evrelerindeki transkripsiyon seviyeleri
Olctilerek genomdaki her bir genin isleyisi hakkinda bilgi edinmeye olanak tanir ve “gen
ekspresyon profilleri” olusturabilir. Gen ifade analizlerinde kullanilan yontem ve

teknikler asagida kisaca verilmektedir.
2.4.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, genetik materyallerin belirli bir bolgesi igin
tasarlanmis primerlerin  baglanip genetik materyalin logaritmik bir sekilde
amplifikasyonunu icerir. Polimeraz zincir reaksiyonu, gerekli sicakliklarda ve gerekli
dongii sayilarinda ii¢c dongilisel basamakta gerceklesir. Bu basamaklar; denatiirasyon,
primer hibridizasyonu ve uzamadir. Sekil 2.13’te bu basamaklarin sematik gosterimi

verilmistir (Kozera & Rapacz, 2013).
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Sekil 2.13 Polimeraz zincir reaksiyon dongiisii. Created in BioRender. Bastutan, M. (2025)
https://BioRender.com/z95h976

2.4.2. RT-PCR

Gergek zamanli revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR),

amplifikasyon sonucu olusan iiriinlerinin her amplifikasyon dongiisii sirasinda mMRNA


https://biorender.com/z95h976
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mikatarinin dogrudan izlendigi gen ifade analizini ifade eder. Bu zamana kadar kantitatif
gen ifade caligmalarinda dizi teknikleriyle beraber ger¢ek zamanli PCR 6nemli bir yer
almaktadir (Tichopad vd., 2003). RT-PCR, niikleik asit miktarinin veya kopya sayisinin
Olctlilmesi i¢in, belirli bir floresans degerindeki numunelerin Ct degerlerinin, standarttan
elde edilmis benzer verilerle (housekeeping genlerle) standart bir egri olusturularak
karsilastirilmastyla gergeklestirilmektedir. Esigin lizerinde tespit edilen floresan
sinyalinin her bir 6rnek icin esik dongiistinii (Ct) tanimlamakta kullanilir ve sinyalin
gercek oldugu varsayilmaktadir (Artika vd., 2022). Sekil 2.14’te RT-PCR analiz

basamaklar1 gosterilmistir.

Positive

Fluorescence

Cycles

x
K

Sekil 2.14 RT-PCR analiz adimlar1 (Engstrom-Melnyk vd., 2015). Created in BioRender. Bastutan, M.
(2025) https://BioRender.com/i42h426

2.4.3. Mikrodizin (Mikroarray)

Gen ifadesinin transkript diizeyde izlenip, incelenebilmesi DNA mikrodizi
teknolojilerinin ortaya ¢ikmasi ve gelisimiyle miimkiin hale gelmigtir. DNA Mikroarray’i
destek malzemelerinden olan plastik, silikon ¢ip veya cam gibi kati1 olan bir yiizeye

tutturulur (DNA Mikroarray Teknolojisi). Bu kat1 yiizeyler, niikleik asitlerin daha kolay


https://biorender.com/i42h426
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baglanmasini saglamak i¢in spotlama dncesi bazi islemlerden gegirilerek ¢esitli maddeler
ile kaplanir ve bu islem immobilizasyonu saglamlastirmaktadir. Problar, yiizeye
tutturulan DNA parcalarina (genellikle 20-100 niikleotid uzunlugunda) denir. Cok fazla
test bolgelerine sahip mikrodizilerin boyutlar1 10-500 mikron arasinda degisebilir (DNA
Mikroarray Teknolojisi; Heller, 2003).

DNA mikroarray analizi, hassasiyet ve secicilik agisindan iyi bir performans
sunmasiyla birlikte binlerce genin ifade diizeyini ayni anda analiz etme firsati sunar (Abd-
Elnaby vd., 2021). Genomik, proteomik, hiicresel analiz alanlarinda, yeni transkriptlerin
haritalanmasinda, gen ekspresyon modellerinin profillenmesinde, sekans delesyonlarinin
ve mutasyonlarinin saptanmasinda ve transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerinin
bulunmasinda kullanilir (Bertone & Snyder, 2005; Kumar vd., 2005). Binlerce genin
ifade diizeyini analiz etmesi prokaryotik biyolojisinin de ¢esitli yonlerinin arastirilmasina
imkan sunar. Ciinkii bakterideki tiim genlerin ekspresyonunun es zamanli olarak
izlenmesine imkan sunar. Birgok kullanim alani vardir fakat yaygin bir sekilde gen
ekspresyon analizlerinde kullanilir (Ehrenreich, 2006; Rashid vd., 2014). Sekil 2.15’te
mikroarray analiz basamaklar1 gosterilmistir. Bu teknikte ayni anda birden fazla DNA
fragmaninin tanimlanmasi saglanir. Analizler hassas, spesifik ve hizli bir sekilde

sonuglanir (Govindarajan vd., 2012).
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Sekil 2.15 Mikrodizilerle transkripsiyon analizinde ana adimlar (Ehrenreich, 2006)
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2.5. RNA Dizileme (RNA-Seq)

"RNA-Seq" terimi hem tiir hem de miktar agisindan dokuda, organda, hiicrede,
toplulukta, ekosistemde ve tiim organizmada RNA'nin tiim transkriptom profillerini elde
etmek, miktarin1 belirlemek ve incelemeler yapmak icin kullanilan yontemlerden bir
tanesidir (Jazayeri vd., 2015). Verimi yiiksek olan yeni nesil dizilemelerin (NGS)
gelistirilmesi, tamamlayict DNA'nin (cDNA) dizilenmesi ardindan RNA analizinin
yapimini saglayarak transkriptomik analizine izin verir (Kukurba & Montgomery, 2015).
Son yillarda, RNA-Seq gen ifadesini incelemek, yeni RNA tiirlerini belirlemek ve
transkriptom profillemesi i¢in tercih edilen giiglii bir teknolojidir (Hrdlickova vd., 2016).

RNA-seq, transkriptlerin genom capinda Olclilmesinin yani1 sira hemde tek
niikleotid ¢6ziiniirliigii sayesinde transkriptlerin dogru sekilde haritalanmasina da imkan
verir. RNA-seq, haritalanmis okumalar1 farkli 6rneklerle kiyaslayarak gen ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Bu sayede g¢evresel kaynakli
degisikliklere yanit olarak ya da incelenmekte olan genin ekspresyonunda meydana gelen
degisikliklere yanit olarak farkli sekilde eksprese olan genlerin tanimlanmasina imkan
sunar (Broglia vd., 2023). RNA-seq teknolojisi mikroarrayden farkli olarak referans
transkriptomun onkosul bilgisine bagh kalmadan analiz yapma imkan1 sunar (Kogenaru
vd., 2012). Farkliliklar arasinda en 6nemlisi ve dikkat ¢ekeni ise RNA-Seq transkript
izoformlarinin analizi ve bilinmeyen genlerin dizilerinin sonucunu verir (Hrdlickova vd.,
2016). RNA-seq veri analizi bazi adimlardan olusur. Bunlar, kalite kontroliiniin
saglanmasi, okumalarin hizalamasi, gen ve transkript ifade diizeylerinin kantifikasyonu,
farkli gen ifadesinin analizi ve tespiti, normalizasyon, fonksiyonel analiz, alternatif
eklemenin karakterizasyonun saglanmasi ve gen fiizyon tespiti gibi durumlarda yer alir
(S. Zhao vd., 2020). RNA-Seq’in 3 ¢esidi vardir; Single-cell RNA-Seq, Bulk RNA-Seq
ve Spatial RNA-Seq (X. Li & Wang, 2021).

2.5.1. Single-cell RNA-Seq

Transkriptom heterojenitesini ve transkriptomik analizlerini incelemek igin
2017'den itibaren tek hiicreli RNA dizileme scRNAseq, aktif bir sekilde kullanilan
araclardan biri haline gelmistir. Bu teknoloji ile RNA biyolojisinde incelemeler, gen
ekspresyon seviyelerinde hizli analizler yapilir ve gen ifadelerinin yiiksek bir

¢oziliniirliikte incelenmesi saglanmistir (X. Li & Wang, 2021). Son yillarda bir¢ok
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SCRNA-seq protokolleri gelistirilmistir. Bunlar Sekil 2.16’da  gdsterilmektedir
(Hrdlickova vd., 2016). Gelisimleri devam eden scRNA-seq protokolleri daha yiiksek
verimli, daha hassas, otomatik ve maliyeti uygundur. Protokollerin gelistirilmesiyle
beraber scRNA-seq verimliligi, dogrulugu ve duyarliligi artmaktadir. Protokollerin
avantaj ve dezavantajlari vardir. Her protokoliin performansi ve 6zelligi farklilik gosterir.
Her scRNA-seq 3 basamaktan olusmaktadir: (1) ters transkripsiyon (2) cDNA
amplifikasyonu ve (3) dizileme kiitiiphanesinin hazirlanmasi (Kolodziejczyk vd., 2015).
Sekil 2.17°de is akis semasit gosterilmistir. Toplu(bulk), scRNA-seq ile
karsilastirildiginda scRNA-seq degisken ve karmasik veriler {iretir. Bu sebeple, analitik
yaklagim secerken scRNA-seq verilerinin degisken ve karmasik veri iiretimlerine dikkat

edilmelidir (AlJanahi vd., 2018; Chen vd., 2019).
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Sekil 2.16 Single-cell RNA-Seq (Hrdlickova vd., 2016)
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Sekil 2.17 Tek hiicreli RNA dizileme (scRNA-seq) is akis1 (Ding vd., 2020)

Tek hiicre (single-cell) diizeyinde gen ifadesini anlamak, hiicrelerdeki gen
diizenlemesini tam anlamiyla elde etmek i¢in Onemlidir. Tek hiicre analizinde bazi
zorluklar yer almaktadir. Bunlar tek hiicrelerden izolasyon yapmak, ¢ok diisiik RNA
sonuglari ile cDNA kiitliphaneleri hazirlamak i¢in daha hassas yontemler kullanmak ve

tek hiicre analizi i¢in kullanilan hesaplamali yontemlerdir (Ziegenhain vd., 2017).

2.5.2. Bulk (toplu) RNA-Seq

Global gen ekspresyonunu Bulk RNAseq inceler ve RNA tiirlerine gore bu analiz
iki tir kitapligin dizilenmesini igerir. Bunlar rRNA hari¢ tim RNA tiirlerini igeren
kitaplik ve yalnizca mRNA kitapligini iceren dizilemedir. Sekil 2.18’de kitapliklarin ana
hatlar1 gosterilmistir. Dizileme tipleri arasinda en ¢ok kullanilan bulk RNAseq’tir. Bu tiir
dizileme basit ve uygun maliyetlidir, bliyiik 6l¢lide yalnizca mRNA'ya odaklanir. Bulk
RNAseq analizinde, baslangi¢ basamaginda bir doku veya hiicre popiilasyonu kullanilir

(Li & Wang, 2021).
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Sekil 2.18 Iki tiir Bulk RNAseq kitapliginin ana hatlar1 (Li & Wang, 2021)

2.5.3. Spatial (Uzamsal) RNA-Seq

Doniistiiriicti olarak islev goren spRNAseq teknolojisi, RNA aktivitelerini spatial
(uzamsal) olarak inceler ve yeni nesil RNA dizilemesini temsil eder. Tiim transkriptom
verilerinin uzamsal bilgilerini hibridizasyon ve global transkripsiyonel analizi
birlestirerek yapilan transkriptom analiz verileri verir. Uzamsal RNAseq teknolojisi i¢in
su an ticari olarak iki yontem kullanilmaktadir. Bunlar 10X uzamsal transkriptomik ve
GeoMx Dijital uzamsal profil olusturucudur (X. Li & Wang, 2021). Sekil 2.19 ve 2.20°de

is akis semalar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.19 10X uzamsal transkriptomiklerin is akis1 (Li & Wang, 2021)
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Sekil 2.20 GeoMx dijital uzamsal profil olusturucunun is akis1 (Li & Wang, 2021)

2.5.4. RNA dizileme (RNA-Seq) is akis1

RNA-Seq yonteminde ilk adim, RNA'nin biyolojik bir numuneden (6rnegin,
hiicreler, dokular) izolasyonudur (Total RNA ekstraksiyonu). RNA, dizileme i¢in bir
kitaplik olusturmaya yetecek kalitede olmalidir. RNA-Seq yontemi i¢in kaliteli RNA’lar
elde etmek 6nemlidir. Ikinci adim, total RNA’dan spesifik RNA tiirlerinin izolasyonudur.
Bunun i¢in iki protokol uygulanir; ilki poliadenilatlanmis transkriptleri zenginlestirmek
icin poli-A kuyrugu eklemek, ikincisi rRNA’lar hari¢ tiim RNA tiirlerini igeren tiim
transkriptom kitapligi i¢in izolasyon gerceklestirilir. rRNA transkriptleri genel derinligini
azalttig1 i¢in kitaplik yapimindan once ¢ikarilir. Daha sonra ters (reverse) transkripsiyon
ile tamamlayict DNA (cDNA)’ya doniistiiriiliir. Ana mRNA sarmalini ve tamamlayicisini
temsil eden kitapliklar olusturulmus olur. Olusan cDNA fragmanlarinin uglarina dizileme
adaptorleri baglanir. PCR ile amplifikasyon ger¢eklestikten sonra RNA-Seq kitaplig1 i¢in
hazirdir ve hesaplamalar yapilip analizler sonuglandirilir (Kukurba & Montgomery,
2015). Sekil 2.21°de RNA-Seq analiz adimlar1 verilmistir.
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Sekil 2.21 RNA dizileme (RNA-Seq) analiz basamaklar1 (Kukurba & Montgomery, 2015)

2.5.5. RNA-Seq biyoinformatik analiz araglar

Biyoinformatik, hiicresel RNA'nin spesifik analizlerini elde etmek i¢in kullanilan
analiz araglardir. RNA-Seq analizleri; okumalari kirleten kontaminantlari, kalitesi diisiik-
kiiglik ve karmasik okumalari kesip, diizenleyip ve temizlemek, okumalar1 genomla veya
transkriptomla haritalamak, okumalar1 hizalayip birlestirmek, genleri ve ekzonlari
Olcmek ya da gen ekspresyonlari elde edilmis verilerin analizini yapmak i¢in ¢calismanin
amacina gore kullanilir. RNA-Seq arastirmalarinda yapilan ilk adim dizilerin kalitesini
kontrol etmektir. RNA seq dizilerinin kalitesi FASTQC programi kullanilarak kontrol
edilir. ITyilestirilmis ve kaliteli okumalar elde edildiginde veri analizi ile yapilacak ilk
islem transkripsiyon ve transkriptom yapisini ortaya c¢ikarip kisa RNA-Seq okumalari
atamaktir. RNA-Seq verilerini birlestirmek ve hizalamak i¢in kullanilan iki yaklasim
vardir. ilki De novo assembly (birlestirici) ikincisi referans genomu kullanarak
haritalamadir (Jazayeri vd., 2015).

Bir RNA-seq deneyine baslamadan oOnce kullanilacak en uygun platform
secilmelidir. Uygulanan her RNA dizileme platformlarindan gelen veriler degisiklik

gosterir ve degisiklikler ise deneylerin yorumlanmasini etkilerler. Bu yilizden numune
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hazirlama protokolleri de farklilik gosterir. Deney sonuglarinin basarist kullanilacak
platformun dogru se¢imine baglidir (Chu & Corey, 2012).

2004-2005’ten bu yana bir¢ok NGS dizileme platformlar1 ¢aligmalara sunulmus
ve kullanilmistir. Giiniimiizde yaygin bir sekilde kullanilan dizileme platformlar1 arasinda
2004 yilinda piyasaya ¢ikmis Roche pyrosequencing tabanli 454 sistemini 2006 yilinda
[Nlumina (San Diego, CA) tarafindan gelistirilen Solexa GA (Genom
Analizorii)/HiSeq/MiSeq/NextSeq baz sentezi ile dizileme yontemi, 2007 yilinda
ligasyonla dizileme SOLID (oligoniikleotid ligasyonu ve tespiti) sistemi, 2010 yilinda
yar1 iletken ¢ip tabanli, su anda Life Technologies'e (Grand Island, NY) ait olan
lonTorrent sistemi, Helicos ™ kat1 faz tabanli genetik analiz platformu ve tek molekiillii
gergek zamanl dizileme tabanli yaklasim Pacific Biosciences (Menlo Park, CA)
tarafindan yapilan PacBio RSII sistemi ve Oxford Nanopore'un (Eid) izlemistir (Wolf,
2013). Bu dizileme gelisimleri Sekil 2.22°de gosterilmistir. Ancak bu platformlarin
neredeyse higbiri Sanger dizilemeye dayanmamaktadir. Bu platformlarin her birinin
okuma uzunluklari da degiskenlik gostermektedir. SOLID sistem 75 bp'ye kadar
(eslestirilmis ug), [llumina Solexa GA (Genom Analizorii)/HiSeq/MiSeq/NextSeq 300 bp
(iist iiste binen eslestirilmis uc), lon Torrent 400 bp (¢ift yonlil), Roche pyrosequencing
tabanli 454 sistemi 700 bp (eslestirilmis ug) ve PacBio sistemleri 8500 bp uzunluguna
kadar okuma yapabilmektedir. NGS calismalarinda ¢calisma basina okuma sayisi 1 milyon

ile 5000 milyon arasinda degigsmektedir (Jiang vd., 2015).
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Sekil 2.22 Molekiiler biyoloji tarihi boyunca dizileme gelisimi (Athanasopoulou vd., 2022)
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2.5.5.1. Illumina MiSeq/HiSeq/GA baz sentezi ile dizileme yontemi

[llumina MiSeq/HiSeq/GA teknolojisi, 2006'dan giliniimiize kadar okuma
uzunlugu ve okuma sayisinda artiglar gostererek gelmistir. Illumina sekanslamasi, "koprii
amplifikasyonu" olarak bilinen bir teknige dayanir (McGettigan, 2013; Slatko vd., t.y.);
DNA fragmanlar1 koprii PCR tarafindan tekrarlanan amplifikasyon reaksiyonlari ile
gerceklestirilir. Daha sonra tersinir sonlandirma ile dizileme yapmak igin tersinir
terminatér (RT) niikleotidi kullanilir. RT niikleotidi, 3'-OH gruplarinda (2-siyanoetil)
floresanla etiketlenerek korunur. Flow hiicresine RT niikleotit karisiminin eklenmesiyle
DNA polimeraz, DNA ipligine modifiye edilen niikleotitleri ekler (Sekil 2.23). Tersine
cevrilebilir sonlandirma ile dizilemedeki her dongii li¢ basamaktan olusur, i) flow
hiicresine bagli DNA sarmalina tamamlayict RT niikleotidinin mutant DNA polimeraz
tarafindan dahil edilmesi, ii) farkli floresans sinyallerinin dort baz i¢in ayri1 ayri
saptanmasi ve iii) son islem olarak sonlandirict parcay1 ve raportér molekiilii ayirarak
3'OH grubunun iyilestirilmesi. Bu dongiiniin tekrarlart DNA kalibinin dizilenmesini
saglar. RT niikleotidi dahil edilip ve goriintiilenmesi sekanslama sirasinda meydana gelir.
Floroforlarin ve sonlandirict bazlarin ¢ikarilmasi ardindan da 3'OH grubundaki
korumanin uzaklastirilmasi ile aktive edilir ve bagka bir niikleotid birlesmesi saglanir. Bir
seferde tek bazin dahil edilmesinden kaynakli olusan homopolimer dizileme hatasi1 bu
teknik sayesinde giderilebilir. Ciinkii bagka bir baz sonlandiricinin eklenebilmesi igin
once digerinin ¢ikartilmasi gerekir. Dort kanalli siralama sistemleri Illumina HiSeq ve
MiSeq'te kullanilir ve goriintii tarafindan her baz ayr1 algilanir. Illumina sayesinde dort
bazi belirlemek i¢in yalnizca iki goriintii ve iki kanal gerektiren sentez yoluyla dizileme
(Sequencing by synthesis, SBS) teknolojisine sahip NextSeq 500 bulunmustur. Bu yeni
teknoloji yiiksek dogruluk ve kalite saglarken dongili sayisinda, goriintii yakalama
stiresinde, siralama maliyetinde ve veri isleme icin gereken siireyi azaltarak farkli

avantajlar sunar (Ambardar vd., 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5061697/#CR18
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Sekil 2.23 Illumina yontemi is akig semast (Zhang vd., 2021)
2.5.5.2. Roche 454 sistemi

Ticari olarak ilk yeni nesil sistem Roche 454’tiir. Bu sistemde pirosequencing
siralama teknolojisi kullanir. Pyrosequencing teknolojisi, zincir amplifikasyonunu
sonlandirmak i¢in dideoksintikleotitleri kullanmak yerine niikleotid birlesimi sirasinda
salinan pirofosfatin tespit edilmesine dayanir. 454'e 6zgii adaptorlere sahip kiitiiphane
DNA'lar1, denatiire edilir ve emiilsiyon PCR tarafindan izlenilen amplifikasyon
boncuklar ile yakalanir. Daha sonra bir pikotiter plakasinda dNTP'den (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) biri, ATP siilfiirilaz, lusiferin, lusiferaz, DNA polimeraz ve adenozin 5'
fosfosiilfat (APS) ile kalip ipligin bazlarmmi tamamlayip ve dahil edilen niikleotid
miktarina esit olan pirofosfati (PPi) salgilar. PPi'den doniistiiriilen ATP, lusiferini
oksilusiferine yonlendirir ve goriiniir 151k {iretir. Ardindan pyrosequencing reaksiyonunu
tekrarlamak icin reaksiyon sistemine baska bir ANTP eklenir. Is akis semasi sekil 2.24°te
gosterilmistir. 2005 yilinda Roche 454 sistemi 100—-150 bp okuma uzunluguna sahipti.
2008 yilinda 454 GS FLX Titanium sisteminin One siiriilmesiyle okuma uzunlugu,
filtreden sonra 700 bp'ye kadar ulasabilir hale geldi. 2009'un sonlarinda ise Roche, GS

Junior't 454 sisteminde birlestirdi. Bu iki sistemin birlestirilmesi kitaplik hazirlanmasin



32

ve verilerin islenmesini basitlestirdi. Bu sistemin en biiyiikk avantaji hizli olmasidir.
Dizileme baslangic ve bitis arasi 10 saattir. Okuma uzunlugu da diger NGS sistemlerine
kiyasla daha fazladir. Fakat reaktiflerin maaliyeti yliksektir. Eksikliklerinden bir digeri
de 6 bp’den uzun poli-bazlar i¢in yiiksek hata oranlar1 vermesidir (Liu vd., 2012).
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Sekil 2.24 Roche 454 sistemi is akist (Zhang vd., 2021)

2.5.5.3. SOLID sistem

Applied Biosystems tarafindan SOLID (Oligo Ligation Detection ile Siralama)
sistemi 2006 yilinda satin alinmigtir. Sekanslama teknolojisi ligasyon sekanslamaya bagli
iki bazli sekanslamaya dayanir. Bir SOLID sistemi flow hiicresinde kitapliklar; ligasyon
bolgesi (birinci baz), béliinme bolgesi (besinci baz) ve 4 farkhi fliioresan boya (son baza
bagli) igeren 8 baz prob ligasyonundan olusur (Sekil 2.25). Floresans sinyalleri, kalip
ipligi tamamlayan problarin varliginda kaydedilir daha sonra problarin son 3 bazinin
ayrilmasiyla sinyaller kaybolur. Ladder primerler kullanilarak 5 tur sekanslamadan sonra
fragment dizileri ¢ikartilabilir. SOLID sistemi ilk baslarda 35 bp okuma uzunluklarina
sahipti. Gelistirilen iki tabanli dizileme yontemi ile yiiksek dogruluk verir. ABI, ilk
SOLID sistemini 2007’nin sonunda piyasaya ¢ikarmistir. SOLiD 5500x1 dizileme sistemi
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ise 2010 yilinin sonlarinda ¢ikarilmistir. SOLiD 5500x1 dizileme sistemi, 85 bp okuma
uzunlugu sahiptir. Bir ¢alisma 7 giinde tamamlanabilir (Zhang vd., 2021).
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Sekil 2.25 SOLID sistem is akis semasi1 (Zhang vd., 2021)

Bu sistemin de okuma uzunlugunun az olmasi ve yalnizca uygulamalarda yeniden
siralama yapiyor olmasi ve hesaplamalarin pahali olmasi gibi eksiklikleri vardir. SOLID
sistemi, hedeflenen bdlgeyi yeniden dizileme, tim genomu yeniden dizileme, epigenom
caligmalar1 (metilasyon ve ChIP-Seq) ve transkriptom arastirmalar1 (gen ekspresyon

profili olusturma, kiiciilk RNA analizleri vs.) i¢in kullanilir (Liu vd., 2012).

2.5.5.4. lon Torrent sistemi

Ion Torrent sistemi, 2011 yilinda piyasaya siiriilmiistir. SBS tabanli bir
yaklasimdir ve sentez sirasinda dahil edilen niikleotidlerin dizilerini olusturarak pH
Olctimleri kullanilir. Niikleotit dizilerinden olusan protonlar tespit eder ve yar iletken
teknoloji giiciinden de yararlanir. Ton Torrent sisteminin sekans okuma uzunluklar
degiskenlik gosterir. lon Torrent cihazi, bir parcanin her iki u¢ bolgesinden de sekanslama
olusturamaz (Quail vd., 2012).

Ion Torrent sistemi, 3 mikron ¢apli iyon kiire pargacikli boncuklarin ylizeyine 6zel

adaptor sekanslart bulunan DNA fragmanlar1 emiilsiyon PCR ile baglanir. Baglanan
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DNA fragmanlar1 bu yiizeyde klonal bir sekilde c¢ogaltilir. Silikon levhasi {izerinde
iretilen proton algilayict kuyucuklara kalip boncuklar yiiklenir. Adaptor dizisindeki
belirli konumlar iizerinden dizileme baslatilir. Sekanslama meydana geldik¢e yeni bir baz
sirayla eklenir. Bazlarin eklenmesiyle protonlar salinir ve eklenen baz sayilarina orantili
bir sekilde sinyal algilanir (Pervez vd., 2022). Sekil 2.26’da is akis semasi1 gosterilmistir.
Dort farkli Ton Torrent sistemi vardir; GeneXus sistemi, iki temas noktasina sahip is akist
kullanir ve bir giin icerisinde analiz sonucu verir. Diislik 6rnek girisleri i¢cin maliyeti
uygundur. lon GeneStudio S5 sistemi Olgeklenebilir, diisiik maliyetli ve verimli bir
sekilde dizileme sistemidir. Kisa zaman i¢inde tek seferde 2-130 M arasinda okuma
yapar. Bu sistemin 5 ¢esidi vardir. PGM Dx sistemi, in vitro teshisler ve diizenlenmis
laboratuvarlar i¢in uygundur. Entegre bir sistemden olusur veri analizi ve dizileme i¢in
reaktifler, sarf malzemeleri, NGS cihazlar1 ve yazilim araglarini kullanir. Ton Chef

sistemi, lon GeneStudio S5 sistemlerinin gelistirilmis halidir (Quail vd., 2012).
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Sekil 2.26 Ton Torrent sisteminin basamaklar1 (Zhang vd., 2021)

2.5.5.5. Helicos™ tek molekiil dizileme sistemi

Tek molekiil dizilemeye yénelik ilk girisim Helicos ™, 2009 yilinda piyasaya

stiriilmiistiir ve SeqLL, LLC tarafindan pazarlanan HeliScope Genetic Analysis System
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platformunda yapilir. Helicos dizilemede kitaplik hazirhigi igin ligasyon ve
amplifikasyona ihtiya¢ yoktur. Bu ylizden diger dizileme teknolojilerine gore kolaylik
saglar. Bunun yerine kalibin kisa DNA fragmanlarma (100-200 nt) kesilmesinin ardindan
terminal transferaz ve bir dideoksiniikleotid kullanilarak DN A uzantisini bloke etmek i¢in
3' OH poli-A ile kuyruklanarak kesilir. Poli-A kuyruklu DNA, sentez ile dizilemenin
baslatilmasi i¢in 25 kanal igeren tek kullanimlik flow-cell yiizeyinde immobilize edilen
oligo-dT igeren primerlerine hibridize edilir. Son olarak, HeliScope siralayici poli T
kuyruklar1 araciligiyla baglanan DNA dizisinin tanimlanmasi ic¢in floresans etiketli
niikleotitler eklenir ve goriintiileme ile tespit edilen 15181n yayilmasiyla dizi belirlenir.
Sekil 2.27°de tek molekiil dizileme sisteminin basamaklar1 gosterilmistir. Tek molekiil
floresan dizileme kullanilarak yapilan ilk ticari ara¢ TGS'dir. Ayn1 zamanda, flow
hiicresine dogrudan RNA hibridizasyonu gergeklestirip RNA molekiillerinin de cDNA'ya
dontistiiriillmeden dizilisine ve miktarinin belirlenmesine izin verir. Bu yontem kiitiiphane
hazirlama siirecini kolaylastirmis olsa da PCR amplifikasyon basamaklarinin olmamasi,
maliyetinin yiiksek olmasi, hata oranlarinin fazla olmas1 ve kisa okuma uzunlugu (24-70
baz) iiretimi olmasi gibi nedenlerden dolay1 dezavantaj gosterir (Ambardar vd., 2016;
Athanasopoulou vd., 2022).
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Sekil 2.27 HelicosTM tek molekiil dizileme sistemi basamaklari (Ambardar vd., 2016)

2.5.5.6. Pasific Biosciences (PacBio) sistemi

2010 yilinda Pacific Biosciences, tek molekiil siralamasi i¢in nanoteknoloji ile
molekiiler biyolojiyi birlestiren bir nanosensdr tabanli teknolojidir. Bu teknolojide DNA
kalibina bagli DNA polimeraz molekiilleri sifir modlu dalga kilavuzlar1 (ZMW'ler) olarak

isimlendirilen hapsetme yapisi igine sabitlenir. Nanofotonik hapsetme yapisina sahip sifir
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modlu dalga kilavuzu (ZMW), seffaf bir silika substrat {izerinde biriktirilmis bir
aliminyum ile kaplanmis dairesel bir delikten olusur. Sifir modlu dalga kilavuzlar1 ~70
nm ¢apinda ve ~100 nm derinligindedir. Her bir sekanslama sirasinda DNA polimeraz
floresans etiketli niikleotitleri birlestirir ve y-fosfat DNA sentezi sifir mod dalga
kilavuzunda (ZMW) izlenilmesine izin verilir. Sifir mod dalga kilavuzunun (ZMW)
genisligi 151810 dalga boyunca ilerleyemeyecegi sekildedir. Fakat enerji niikleotitlere
bagl floroforlar1 uyarabilir. Her bazin eklenmesiyle gercek zamanli olacak sekilde
floresans 1simalar takip edilir. Sekil 2.28’de Sifir modlu dalga kilavuzu (ZMW)
gosterilmistir. PacBio sistemi, ~40 Kb okuma uzunluguna sahiptir. Fakat dogrulugu

ikinci nesil dizileyicilerden daha diisiiktiir (Ambardar vd., 2016; Quail vd., 2012).
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Sekil 2.28 Sifir modlu dalga kilavuzu (ZMW) (Ambardar vd., 2016)

2.5.5.7. Oxford Nanopore sistemi

Doérdiincii nesil gen dizileme teknolojisinin Oxford Nanopore Teknoloji (ONT)
baslangicini isaret eder. Dordiincii nesil gen dizileme teknolojisi, bilgisayar destekli
teknoloji ile gen miihendisligi teknolojisinin birlesimidir. Oxford Nanopore dizileme
teknolojisi (ONT), DNA nanopordan gecerken temel dizileri bozulmadan belirlemek igin
nanopore teknolojisini kullandi. Nanopore teknolojisi, nanopordan daha kiiciik yiikle
yiiklii biyolojik molekiillerin potansiyel degisikligini tespit etmek i¢in delikten gegerken
ince bir zar yapisina gémiilii nano 6lgekli delikler anlamina gelir. Nanoporlar DNA veya

RNA’nin fragman analizlerini yapabildigi i¢cin uzun okuma uzunluguna sahiptir. Okuma
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uzunluklart ise direkt DNA veya RNA fragmanlarinin uzunluklartyla iligkilidir (Lu vd.,
2016). ONT’nin okuma uzunlugu PacBio'nunkine benzerlik gosterir. ONT okumalarinin,
PacBio okumalarindan daha yiiksek hata oranlar1 vardir (Lin vd., 2021). Nanopore
dizileme, ger¢ek zamanli dizileme ile goriintiilenebilir. Dizilemenin baglamasiyla birlikte
veri ve deneysel analizler elde edilebilir, dizilemenin durumunu goézlemleyebilir ve
yeterli veri elde edilince islemi durdurabilir. ONT nanopore dizileme teknolojisi, uzun
okuma uzunluklari, tek molekiil dizileme, dizileme verilerinin ger¢cek zamanli izlenmesi
ve hizli dizileme hizlar1 dahil olmak iizere bircok avantaji sunar. ONT dizileme
teknolojisi, tek zincirli DNA veya RNA molekiillerinin tanimlanmasi i¢in hassas bir
platformdur. ONT nanopore dizileme diger dizileme teknolojilerinden farkli olarak
niikleotitleri optik sinyaller yerine elektrik sinyallerini kullanarak tanimlar. Bu teknoloji
bir zar iizerinde kanal (nanogdzenek) olusturabilen bir proteine dayanir. Membranin iki
tarafina da farkli voltajlar uygulanir. DNA veya RNA gibi negatif yiiklii biyomolekiillere
elektronegatif kuvvetlerin uygulanmasiyla biyomolekiiller nano gézeneklerden gegerek
gbzenek boyunca akimin giiciinii etkiler. Bazlar gectikce farkli elektrik sinyalleri iiretilir
ve kaydedilir. Son adim olarak tiim DNA/RNA dizilerinin analizinde sinyal hatalarini ve
dizileme yanlishigini ortadan kaldirmak i¢in derin 6grenme kullanilir (Sun vd., 2022).

Sekil 2.29°da sistem basamaklari gosterilmigtir.
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Sekil 2.29 Oxford nanopore dizileme sistemi basamaklar1 (Zhang vd., 2021)
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alismada, yabanil tip diazotrofik mor kiikiirtsiiz C. sphaeroides O.U.001
(DSM5864) kullanilmigtir. Calismanin  amaci, Nz gazinin amonyaga (NHz3)
doniistiiriildiigii veya sabitlendigi sartlarda C. sphaeroides O.U.001’deki gen ifade
diizeylerini arastirmaktir. Calisma siirecinde C. sphaeroides O.U.001 ¢ farkli azot
kaynakli sivi besiyerinde biiyiitiilmiistiir. Ug diizenekte de farkli azot kaynaklari
kullanilirken karbon kaynaklar1 sabit olup malat kullanildi.

C. sphaeroides 0.U.001’in aktiflestirilmesi i¢in 6ncelikle kat1 besiyerlerine ekim
yapildi. C. sphaeroides’in ¢ogaltilmasinda kullanilacak kati besiyerleri, Biebl ve
Pfenning (B&P) minimal besiyerine otoklavdan oOnce agar (%]1,5’luk) eklenerek
hazirlandi. Otoklavdan sonra kati besiyer igerisine demir siilfat, eser element ve vitamin
cozeltileri eklenip karigtirtldi ve homojen bir ¢ozelti hazirlandi. Elde edilen agarli B&P
minimal besiyeri petri kaplarina dokiilerek katilagmasi beklendi. -80°C"de stoklanmis C.
sphaeroides’ten ilk 6nce hazirlanan agar besiyerlerine ekim yapildi. Agar besiyerlerine
ekim yapilan bakteriler acrobik olarak ve 1siksiz veya 1s1kli ortamda 30£1°C (96 saat)
etiivde aktiflestirildi. Ardindan kati besiyerden tek koloni alinarak hazirlanan B&P
minimal s1v1 besiyerine aktiflestirmek ve stok i¢in ekim yapildi. Ekim sonrasi inkiibatorde
bekletilip aktiflestirilen C. sphaeroides Sekil 3.1°de gosterilmistir. -80°C"de stoklanmis

C. sphaeroides’in katidan siviya ekim semasi ise Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Sekil 3.1 Cereibacter sphaeroides’in agar besiyerinde goriintiisii
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Sekil 3.2 Cereibacter sphaeroides’in katidan siviya ekim semasi. Created in BioRender. Bastutan, M.
(2025) https://BioRender.com/c68g879

C. sphaeroides’in gogalabilmesi i¢in minimal besiyerinde azot kaynagi olarak
glutamat ve karbon kaynagi olarak malat i¢eren besiyeri kullanild1 (Biebl ve Pfenning,
1981). Bu dogrultuda tez kapsaminda farkli azot kosullarin saglandigi ti¢ ayr1 besiyeri
tasarlandi. Biebl ve Pfenning (B&P) minimal besiyerinin hazirlanis igerigi Tablo 3.1°de
verilmistir. Besiyeri hazirlandiktan sonra 5M NaOH kullanilarak pH 6.8'e sabitlendi.
Tablo 3.1°de belirtilen ¢ozelti hazirlandiktan sonra besiyerinin sterilizasyonu igin 121

°C’de 15 dakika otoklavlama iglemi ile saglandi.

Tablo 3.1 Biebl ve Pfenning (B&P) minimal besiyeri igerigi

icerik g/L
K2HPO4 0,5
MgS0..7H>0 0,2
L- Malik Asit 2
Na Glutamat.H,O 0,37
NaCl 0,4
CaCl,.2H,0 0,05
Vitamin ¢ozeltisi 1mL
Eser element ¢ozeltisi 1mL
Demir sitrat 5mL

B&P besiyeri otoklavlandiktan sonra sogumaya birakildi. Ardindan demir siilfat
(2X), 500 mg Fe(lll) citrate hydrate tartilip 0,1 L suda ¢oziilerek hazirland1 ve
otoklavlandi. Tablo 3.2’de belirtilen sekilde eser element (20X) ¢6zeltisi de hazirlanip
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otoklavlandi. Daha sonra sogutulan B&P besiyeri igerisine bu ¢ozeltiler eklendi.
Ardindan vitamin ¢ozeltisi (20X) Tablo 3.3’te belirtilen sekilde hazirlandi ve yiiksek
sicaklikta vitaminlerin yapisi zarar gorecegi i¢cin 0,22 um capinda filtreden gegirilerek

sterilizasyonu yapilip ardindan soguyan besiyeri igerisine vitamin ¢ozeltisi de eklendi.

Tablo 3.2 Eser element (20X) ¢6zeltisinin igerigi

Icerik mg/L

ZnCl; 70
MnCl,.4H,0 100

H3BO3 60
CoCl2.6H0 200
CUCI».2H:0 20
NiCl2.6H.0 20

Na,Mo004.2H,0 40
HCI (%37 [v/v]) 0,675 mL

Tablo 3.3 Vitamin (20X) ¢ozeltisinin igerigi

Vitaminler mg/500 mL
Thiamin 250
Nikotinik asit (Niasin) 250
Biotin 7,5

3.1. Cereibacter sphaeroides Kiiltiir Ortamlar:

Azot (N2) gazi ile biiytime kosullari, bakterinin azot (N2) gazini amonyuma (NHa)
dontistiirebildigi kiiltiir ortamidir. N2 ortaminda bakterinin ¢ogalmasi igin B&P besiyeri
iceriginde bulunan glutamat ¢ikarilip onun yerine azot kaynagi olarak N2 gazi kullanildi.
Diger tiim ¢o6zelti icerikleri ise ayni kaldi (Tablo 3.4). Besiyeri sivist ve kiiltiir ortaminin
N2 gazi ile doygunluga ulasabilmesi i¢in penisilin sisesinde bulunan kiiltiir ortam1 igne
ucu tamamen besiyeri i¢erisine daldirilarak 5 dakika boyunca N2 gazi1 ile muamele edildi.
Bu sekilde bakteriler karbon kaynagi olarak malat kullanirken azot kaynagi olarak
glutamat ile degistirilen N2 gazimi kullanildi (Sekil 3.3). Glutamat ve NH4 besiyerinde
biiytitiilecek bakteriler ise ilk dnce aerobik sekilde biiyiitiildii. Daha sonra aerobik olarak

biliyliyen bakteriden %10’luk anaerobik stok elde etmek i¢in; hazirlanan B&P
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besiyerinden ve modifiye edilmis NHs besiyerinden penisilin sisesine 90 mL besiyeri
alind1 ve izerine 10 mL stok aerobik bakteriden ekim yapildi. Besiyeri ortamini anaerobik

sekilde elde etmek igin ise besiyeri 3 dakika argon gazi ile muamele edildi (Sekil 3.4).

Sekil 3.3 N, gazi ile muamele Sekil 3.4 Argon gazi ile muamele

Tablo 3.4 N i¢in tasarlanan B&P besiyeri

Icerik g/L
K2HPO, 0,5
MgS04.7H20 0,2

L- Malik Asit 2

N> (5 dk boyunca)
NaCl 0,4
CaCl2.2H:20 0,05
Vitamin ¢ozeltisi 1mL
Eser element ¢ozeltisi 1mL
Demir sitrat 5mL

NHa’un nitrojenaz enzim iizerindeki represyon etkisini ortaya ¢ikarmak i¢in, azot
kaynag1 olarak NH4CI’iin kullanilacagi B&P minimal besiyeri hazirlandi. B&P minimal
besiyeri iceriginden glutamat ¢ikarilip yerine azot kaynagi olarak NH4Cl kimyasali

kullanildi. Diger tiim ¢ozelti igerikleri ise ayni kald1 (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5 NH; i¢in tasarlanan B&P besiyeri

icerik g/L
K;HPO, 0,5
MgS0a4.7H20 0,2
L- Malik Asit 2
NH,4CI 3mM
NaCl 0,4
CaCl2.2H20 0,05
Vitamin ¢ozeltisi 1mL
Eser element ¢ozeltisi 1mL
Demir sitrat 5mL

Ucg farkli azot kaynaginda ¢ogaltilan bakteriler 151k altinda anaerobik kosullarda
inkiibe edilerek saglandi. Isik kaynagi 60 Watt veya 100 Watt tungsten filamentli akkor
lambalarla saglandi. Bu sekilde bakterilerin biiylimesi 151k altinda gergeklesmis oldu.
Bakteri kiiltiirleri i¢in optimum sicaklik 30=1°C de etiivde bekletildi. Tez ¢alismasindaki
deneyler, 100 mL’lik penisilin siseleri kullanilarak {i¢ tekrar (n=3) halinde
gerceklestirildi. Sekil 3.5, 3.6, ve 3.7°de ii¢ farkli azot kaynaginda ¢ogaltilan bakterilerin

24 ve 48. saat gorselleri verilmistir.

Sekil 3.5 A) Glutamat 24. Saat gorseli B) 48. saat gorseli
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Sekil 3.6 A) N2 24. Saat gorseli B) 48. saat gorseli

Sekil 3.7 A) NH. 24. Saat gorseli B) 48. saat gorseli

3.2. Biiyiime Egrilerinin Olusturulmasi

C. sphaeroides glutamat, N2 ve NH4 besiyerlerinden %10’luk ekimler yapilarak
bakteriler  biiyiitiildi.  Biiyliyen  bakterilerin  hiicre  yogunluklari  UV-Vis
spektrofotometrede (Agilent, Cary 60 UV-Vis) her 24 saatte bir 2000 uL (2 mL) 6rnek
aliarak OD 660 nm’de hiicre yogunluklari 6l¢tildii. Hiicre biiytimesi, 6liim ya da duragan
fazlarina kadar takip edilerek 6l¢iildii. Hatali OD 6l¢iim degerlerinin 6niine gecmek igin
hiicre kiiltiirleri blankleri ile seyreltilerek ol¢iimler alindi ve bu sekilde OD okuma
degerleri 0,8’in tlizerine ¢ikmadi. Sonuglarin istatistiksel agidan anlamli olmasi igin

Olctimler ti¢ tekrarli olarak yapildi.
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3.3. pH Egrilerinin Olusturulmasi

C. sphaeroides’in glutamat, N2 ve NHs besiyerlerinde biiyliyen bakterilerin

bliytime sirasinda pH degisimleri 6l¢iildii. Biiyiiyen bakterilerden her 24 saatte bir 2000

uL (2 mL) 6rnek alinarak pH metre ile pH degerleri 6lgiildii. Tez kapsaminda sonuglarin

istatistiksel olarak anlamli sonuglar vermesi i¢in 6l¢iimler ii¢ tekrarli sekilde yapildi. pH

degisiklikleri 6liim ya da duragan fazlarina kadar takip edilerek ol¢iildii.

3.4. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu manuel bir sekilde gergeklestirildi. izolasyon igin asagidaki

basamaklar izlendi. Basamaklarin sematik ¢izimi sekil 3.8’de gosterildi.

Steril 1,5 mL’lik ependorf tiipiine 1,5 mL bakteri eklendi ve 2 dakika boyunca
13.000 rpm'de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant atildi.

Pelet tizerine 200 pl hazirlanan Liziz Buffer ve 4 pl Proteinaz K eklendi ve pipetaj
yapild.

Karigim 3 saat boyunca 37 °C'de inkiibe edildi. Ardindan 5 dakika boyunca 13000
rpm’de +4 °C’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonras! siipernatant yeni ependorfa aktarildi. Uzerine 1:2 oraninda saf
1sopropanol eklendi ve pipetaj yapildi.

Gece boyu -20 °C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 ependorf alt iist edildi ve 20 dakika boyunca 13000 rpm’de
+4 °C’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi stipernatant atildi ve pelet tizerine 300 pnl %70’lik etanol eklendi.
5 dakika boyunca 13000 rpm’de +4 °C’de santrifiij edildi.

Stipernatant atildi. Kurutma kagidi iizerinde ependorflar agzi agik ve yan
yatirilarak kondu. Pelet kurutuldu.

Pelet iizerine 50 pl steril su ilave edildi ve pipetaj yapildi. DNA’nin ¢dziinmesi
i¢in 15 dk +4 °C’de inkiibe edildi.

Izole edilen DNA daha sonra jelde gériintiilendi ve -20 °C’de saklandu.
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Sekil 3.8 DNA izolasyon basamaklarinin sematik gosterimi. Created in BioRender. Bastutan, M. (2025)
https://BioRender.com/u08p604

3.5. Primerlerin Tasarim ve Tiir Validasyonu

3.5.1. Primerlerin tasarimi

Ug farkli azot kaynaginda biiyiitiilen bakteriler gen ekspresyon caligmalarinda
nitrojenaz enzim sistemlerinde gorevli nifH geni ve hem hiicrede ekspresyonu saglanan
hem de evrensel olarak kabul edilen (housekeeping gen) 16S rRNA geni kullanildi. Analiz
sirasinda referans gen olarak 16S rRNA geni kullanildi. C. sphaeroides’e ait genler (nifH
ve 16S rRNA) NCBI (National Center for Biotechnology Information) Gen Bankasi’ndan
gen dizileri elde edilerek primer tasarimi gergeklestirildi. Tasarlanan primerler firmaya
gonderilerek sentez islemi gerceklestirildi. Tasarlanan primerler ise PCR ve gPCR
islemlerinde kullanildi. Primerlerin temel bilgileri ve dizileri Tablo 3.6’da bulunmaktadir.


https://biorender.com/u08p604
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Tablo 3.6 Tasarlanan primerler

Primer Adlar Niikleotit Dizileri Tm GC Oranlan (%) Uzunluk
(W9 (bo)
nifH L Primer 5’-GCCAACAACATCGCCAAGG-3* 60,08 57,89 19
nifH R Primer 5’-TCGGTCTTGCGCTCGTTG-3’ 60,73 61,11 18
16S rRNA L 5-GATGGTTCCTTCAGTTCGGC-3° 58,91 55,00 20
Primer
16S rRNA R 5-CAGTTTCCCTAGAGTGCCCA-3* 59,02 55,00 20
Primer

3.5.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR, DNA Polimeraz enzimi kullanilarak DNA’nin ¢ogaltilmast islemidir. PCR
islemi 3 ayr1 dongii asamasindan olusur. ilk basamakta DNA’nin yiiksek sicaklikta
denatiirasyonu meydana gelir. Denatiirasyon, ¢ift sarmalli DNA’nin tamamlayici
baglarinin ayrilmasi islemidir. Bu islem genellikle 95°C sicaklikta gergeklesir. Ikinci
basamak baglanma (annealing) asamasidir. Bu basamakta denatiire olmus baglarin
yeniden renatiire olmasi saglanir. Son basamakta ise DNA polimeraz enzimi kalip DNA
zincirinin karsisina tamamlayici bolgeler baglanir ve yeni zincir sentezlenir.

PCR igin izole edilen DNA, tasarlanan nifH ve 16S rRNA primerlerinin galisip
calismadiginin kontrol edilmesi i¢in Tablo 3.7°de verilen miktarlarda reaksiyon iiriinleri
kullanilarak PCR islemi gergeklestirildi. 16S rRNA primeri igin Tablo 3.8’de verilen
dongiiler nifH primeri i¢in ise Tablo 3.9°da verilen PCR déngiileri kullanildi.

Tablo 3.7 PCR igerigi

Icindekiler Hacim (pl)
10X Tampon 5
dNTP mix 0,5
ileri Primer 1

Geri Primer 1
DNA 06rnegi 1

Pfu polimeraz 0,5

Su 41

Son hacim 50
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Tablo 3.8 16s rRNA PCR dongiisit

Dongii ismi Sicaklik (°C) Zaman Dongii sayisi
Ilk Denatiirasyon 95 5dk 1
Denatiirasyon 95 30sn 30
Baglanma 57 30sn 30
Sentez 72 60 sn 30
Son sentez 72 10 dk 1

Tablo 3.9 nifH PCR dongiisii

Dongii ismi Sicaklik (°C) Zaman Dongii sayisi
[k Denatiirasyon 95 5 dk 1
Denatiirasyon 95 30 sn 30
Baglanma 55 30sn 30
Sentez 72 30sn 30
Son sentez 72 5 dk 1

3.5.3. Agaroz jel elektroforezi

Genomik DNA’y1 ve kalip olarak izole edilen genomik DNA kullanilarak yapilan
PCR deneyi ve sonrasi olusan PCR iirtinleri, %1,5’luk (w/v) agaroz jel hazirlanarak
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi. 1,5 g agaroz tartilip 100 ml 1X TAE
tamponuna eklenerek %1,5’1uk jeli elde edildi. Ardindan mikrodalga firinda homojen bir
¢ozelti olusuna kadar agarozun erimesi beklendi. Hazirlanan agaroz jel ¢ozeltisi bir
miktar sogutulduktan sonra 25x20 cm ebatlarinda jel tankina dokiiliip kuyucuklarin
olusmasi igin tarak yerlestirildikten sonra jel sogutulmustur. Jel katilagtiktan sonra tarak
cikartilip jel bulunan tank orneklerin yiiklenmesi i¢in elektroforez cihazina yerlestirildi.
PCR iiriinlerinin takibini yapabilmek i¢in 3,5 ul GeneDirex Novel Juice yiikleme boyasi
5 ul PCR iiriinleri ile karigtirilip jelde olusan kuyulara yiiklendi. istenilen PCR iiriinlerinin
boyunu anlamak i¢in 6rneklerden hemen onceki kuyucuga GeneRuler™, 100 bp -1 kb
DNA merdiveni yiiklendi. Elektroforez cihazinin bir kutbu pozitif bir kutbu negatif
yukliidiir. DNA ise negatif ylklii bir yapiya sahip oldugu ic¢in negatif kutuptan pozitif
kutba dogru ilerler. PCR iiriinlerinin boylar1 ise orneklerle beraber yiiriitilen DNA
merdiveni ile hesaplanir. Ornekler jelde 70 dakika 90V olacak sekilde yiiriitiildii.

Yiriitme islemi sonrasinda bantlar goriintiileme cihazi transilliiminator ile goriintiilendi.
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3.6. PCR Uriinlerinin Piirifikasyon ve Ekstraksiyonu

Elde edilen 16S rRNA PCR iriinleri i¢in GenelJet PCR piirifikasyon Kiti

kullanilarak piirifikasyon islemi gergeklestirildi. Piirifikasyon i¢in asagidaki basamaklar

izlendi.

1,5 mL’lik bos ependorf tiiplere PCR iiriinleri birlestirildi.

PCR iiriiniine 1:1 oraninda Binding Buffer eklendi ve pipetaj yaparak tamamen
karigtirildi.

16s rRNA primeri 500 bp altinda oldugu i¢in (146 bp) karisim iizerine 1:2
oraninda isopropanol eklendi.

Bu karisimin tamami Genelet Piirifikasyon kolonuna aktarildi. 1 dakika 12 000
G’de oda sicakliginda santrifiij edildi. Alt tiipte toplanan siv1 kisim dokiildii.
Kolona 700 ul Wash Buffer eklendi. 1 dakika 12 000 G’de oda sicakliginda
santrifiij edildi. Alt tiipte toplanan s1v1 kisim dokiildii.

Wash Buffer kalintilarindan tamamen kurtulmak icin aymi kosullarda tekrar
santrifiij edildi.

Piirifikasyon kolonu temiz steril 1,5 mL’lik yeni bir ependorfa alindi. Uzerine 50
ul Elution Buffer eklendi ve 1 dakika 12 000 G’de oda sicakliginda santrifii
edildi.

Piirifikasyon isleminin gergeklestigini gérmek igin iirliniin 3 pl’si agaroz jele

yiiklenerek goriintiillenmesi gergeklestirildi.

Elde edilen nifH PCR iriinleri i¢in ilk dnce Na-Asetat ile presipitasyon islemi

gerceklestirildi. Ardindan GeneJet Gen ekstraksiyon kiti kullanilarak ekstraksiyon islemi

gerceklestirildi. Na-Asetat presipitasyon i¢in asagidaki basamaklar izlendi.

1,5 mL’lik bos ependorf tiiplere PCR firtinleri birlestirildi. PCR {iriinlerinin
tizerine onceden hazirlanmis 3M pH:5.2 Na-Asetat eklendi.

Ardindan 3 voliim %96’lik EtOH eklendi ve pipetaj yapilarak karigtirildi.
Karisim 1 saat boyunca -20 °C’de bekletildi. Daha sonra 10 dakika 13 000 rpm’de
oda sicakliginda santrifiij edildi. Bu basamakta pelet goriildii.

Stipernatant atildi. Pelet tizerine 1,5 mL %70’lik EtOH eklendi ve 3 dakika 13 000
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rpm’de oda sicakliginda santrifiij edildi.
e Siipernatant dikkatli bir sekilde pelete dokunulmadan atildu.
e Pelet laminer kabin igerisinde 15-20 dakika kurutuldu.
e Pelet 10 pl steril suda ¢ozdiiriildii.
e Jelden ekstraksiyon yapmak icin presipitasyonu yapilmig {iriin agaroz jele

yuklenerek goriintiilemesi yapildi.

Presipitasyon sonrasi asagidaki basamaklar izlenerek agaroz jelden DNA
fragmentinin bulundugu alan kesilerek ardindan GeneJet Ekstraksiyon kiti
kullanilarak ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Ekstraksiyon i¢in asagidaki

basamaklar izlendi.

e Presipitasyonu yapilmis 6rnek jele yiiklendi.

e Jelden DNA fragmentinin bulundugu kisim jel bigag: ile dikkatli bir sekilde
kesildi ve daras1 alinmig bos 1,5 mL’lik ependorf tiipe koyuldu.

e Jel agirhiginca 1:1 oraninda Binding Buffer eklendi.

e Bir behere 50-60 °C’ye gelecek sicaklikta su ayarlanip ependorf, kopiige
yerlestirilip ¢ozdiiriildii. Ardindan kisa bir siireligine vorteks yapildi.

e nifH primeri 500 bp altinda oldugu i¢in (90 bp) Binding Buffer ile 1:1 oraninda
%1001tk isopropanol eklendi ve iyice karistirildi.

e Soliisyonun 800 pl’si kolona yiiklendi. 1 dakika 12 000 G’de oda sicakliginda
santrifiij edildi. Alt tiipte toplanan s1v1 kisim dokiildii ve kolon ayni tiipe tekrar
konuldu.

e  Uriin sekansa gidecegi i¢in optimal segenek uygulandi. Tekrardan 100 pl Binding
Buffer eklendi. 1 dakika 12 000 G’de oda sicakliginda santrifiij edildi. Alt tiipte
toplanan s1v1 kisim dokiildii ve kolon ayni tiipe tekrar konuldu.

e 700 ul Wash Buffer eklendi ve 1 dakika 12 000 G’de oda sicakliginda santrifiij
edildi. Alt tiipte toplanan s1v1 kisim dokiildii ve kolon ayni tiipe tekrar konuldu.

e Wash Buffer kalintilarindan tamamen kurtulmak i¢in ayni kosullarda tekrar
santrifiij edildi.

e Kolon temiz steril 1,5 mL’lik yeni bir ependorfa alindi. Uzerine 50 pl Elution
Buffer eklendi ve 1 dakika 12 000 G’de oda sicakliginda santrifiij edildi.

e Elde edilen iiriiniin 5 pl’si agaroz jele yiiklenerek goriintiilenmesi gergeklestirildi.
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3.7. Transkriptom Analizi i¢cin RNA izolasyonu

Transkriptom analizi ve nifH qPCR analizlerinde kullanilmak tizere glutamat, N>
ve NHjs besiyerlerinde ¢ogaltilan C. sphaeroides 'ten erken log fazinda geng hiicrelerden
toplam RNA izolasyonlar1 yapildi. RNA izolasyonu igin 48. saatte biiylitiilen glutamatl
ornek ve 24. saatte biiylitiilen N2 ve NH4 o6rnekleri (OD degerleri 0.5-0.6 olacak sekilde)
kullanildi. 5 mg lizozim i¢eren TES Buffer- lizozim ¢6zeltisi hazirlandi1 ve bakterilerin
pargalanmast i¢in ilk asamada kullanildi. izolasyon igin asagidaki basamaklar izlendi.

Basamaklarin sematik ¢izimi 3.9’da gdsterilmistir.

e OD degeri 0.5-0.6 araligina olan bakteriden steril 1,5 mL’lik ependorf tiipiine 1,5
mL bakteri eklendi ve 13000 rpm +4 °C’de 4 dakika santrifiijlendi ardindan pelet
hareket ettirilmeden dikkatli bir sekilde slipernatant atildi.

e Her bir tiipteki pellete hazirlanan Lizozim+TES Buffer karisimindan 25 pl eklendi
ve karistirildi.

e Karigim oda sicakliginda 15 dakika bekletildi ve karisima 5 dakikada bir pipetaj
yapild.

e Karnigim igerisine 1 mL TRI-Reagent eklenip, pipetaj yapildi ve karigim oda
sicakliginda 5 dakika bekletildi.

e Ardindan karisim igerisine 200 pl kloroform eklenip 15 saniye hafifce
karistirildiktan sonra (alt ist ederek) 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e Sonrasinda, karisim 13000 rpm +4 °C’de 17 dakika santrifiij yapildi.

e Siipernatant RNA icermektedir. Siipernatant steril yeni bir 1,5 mL'lik ependorf
tiipline aktarildi.

e Siipernatanta esit hacimde ethanol (%95-100) eklendi ve iyice karistirildi.

e NOT: 7. Basamakta genellikle 700 pl slipernatant toplanip iizerine 8. basamakta
700 pl ethanol eklendigi icin total hacim 1400 pl olacagindan 9. Basamak 2 kez
tekrarlanir.

e ZYMO-spin IICG kolonuna karisimdan 700 pl alind1 ve 13000 rpm +4 °C’de 5
dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi flow arasinda kalan sivi dokiildi.

e Onerilen: DNazl

e 1. Kolona 400 puL. RNA Wash Buffer eklendi ve 13000 rpm 26 °C’de 5 dakika
santrifiijlendi.
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2. Steril bir ependorf tiipiine 5 uL. DNazI ve 75 uL DNA Digestion Buffer eklendi
ve karistirildi. Karigim dogrudan kolon matrixine eklendi (bir 6rnek i¢in totalde
80 uL karigim kolon matrixine eklendi).

e 3. Ardindan 15 dakika oda sicakliginda oda sicakliginda bekletildi.

e Onerilen 3. adimdan sonra kolona 400 uL Directzol-RNA PreWash eklendi ve
13000 rpm 26 °C’de 5 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi flow arasinda kalan
stv1 dokiildii ve bu adim tekrarlandi.

e Kolona 700 uL. RNA Wash Buffer eklendi ve 13000 rpm 26 °C’de 5 dakika
santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi kolon dikkatlice steril bir ependorf tiipe aktarildi.

e RNA’y1 saflastirmak i¢in dogrudan kolon matrixine 50 pL. DNaz/RNaz Free

Water eklendi ve 13000 rpm 26 °C’de 5 dakika santrifiijlendi.

Izole edilen RNA 6rnekleri -20 °C’de saklandu.
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Sekil 3.9 RNA izolasyon basamaklariin sematik gosterimi. Created in BioRender. Bastutan, M. (2025)
https://BioRender.com/b20r211
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3.8. NifH Ekspresyon Analizi

Calismanin bu asamasinda ti¢ farkli azot kosullarinda ¢ogaltilan C. sphaeroides
0.U.001’den 16S rRNA geni referans gen olarak kullanilarak nifH gen ekspresyon analizi
yapildi. nifH geni hem FeMoco biyosentezi i¢in katalitik elektron donérii olan Fe
proteinin kodlanmasinda hem de atmosferde serbest halde bulunan N2’nin amonyaga
cevrilmesinde ¢cok 6nemli rol oynamaktadir. Ik asama olarak qPCR analizini yapabilmek
i¢in ti¢ farkli kosuldan izole edilen C. sphaeroides O.U.001, nifH ve referans gen olarak
kullanacagimiz 16S rRNA primerleri kullanilarak cDNAya ¢evrildi. ikinci asamada ise
sentezlenen cDNA’lar kullanilarak qPCR analizi yapildi. Bu asamalarin detaylar1 diger

boliimlerde anlatilmastir.

3.8.1. cDNA sentezi

cDNA sentez kiti olarak Jena Bioscience Script Reverse Transcriptase
kullanilarak yukarida bahsedilen gen ekspresyon analizlerinde kullanilacak nifH ve 16S
rRNA’dan ¢cDNAlar elde edildi. Ug farkli kosulda ¢ogaltilan C. sphaeroides O.U.001’ten
optik yogunluk (OD) degeri 0.5-0.6 araligina geldiginde total RNA izole edilerek cDNA
sentezinde kullanildi. Ug farkli kosuldan izole edilen RNA’larin 260/280 oranindaki
konsantrasyonlari farkli olmasindan kaynakli 1 pg RNA miktarlar1 hesaplanarak cDNA
basamaklar1 gerceklestirildi. Her bir cDNA sentez reaksiyonunda housekeeping
(referans) gen olarak 16S rRNA ve hedef gen nifH primerleri kullanildi. Konsantrasyon
miktarlarina gore reaksiyon icerikleri Tablo 3.10, 3.11 ve 3.12’de belirtilmistir. ilk
asamada RNA’nin yapisinda bulunan katlanmalarin agilip primerlerin baglanabilmesi
icin hesaplanan 1 pg RNA miktarlari tizerine 1 pl nifH primerleri ve gerekli su miktarlar
eklendikten sonra drnekler 70°C’de 5 dakika 1s1 blogunda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda Ornekler iizerine 5X reaksiyon tamponundan 4 pul, 10 mM dNTP
(deoksiniikleotid trifosfat) karisimindan 1 pl, 1 pul DTT (Dithiothreitol) ve Revers
transkriptaz enziminden de 1 pl eklendi ve pipetaj yapildi. Ardindan ilk asamada 6rnekler
50°C’-60 dakika (1 saat) ve daha sonra 70°C-10 dakika boyunca 1s1 blogunda inkiibe
edildi. Ayni islemler referans gen olarak kullanilacak 16S rRNA primerlerine de

uygulanarak cDNA’lar hazirlandi.
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Tablo 3.10 Glutamat igin cDNA igerigi

Icindekiler Hacim (pl)
RNA 06rnegi 12
nifH/16s rRNA Primerleri 1
5x reaksiyon tamponu 4
10 mM dNTP karisimi 1
DTT 1
Revers transkriptaz enzimi 1

Son hacim 20

Tablo 3.11 N3 i¢in cDNA igerigi

Icindekiler Hacim (pl)
RNA 06rnegi 10,5
nifH/16s rRNA Primerleri 1
Su 15
5x reaksiyon tamponu 4
10 mM dNTP karisimi 1
DTT 1
Revers transkriptaz enzimi 1
Son hacim 20

Tablo 3.12 NH4 igin ¢cDNA igerigi

icindekiler Hacim (pl)

RNA 6rnegi 11
nifH/16s rRNA Primerleri
Su

1
1
5x reaksiyon tamponu 4
10 mM dNTP karigimi 1
DTT 1
Revers transkriptaz enzimi 1

Son hacim 20

3.8.2. Ger¢cek zamanh PCR

Gercek zamanli PCR, SYBR Green I dahil olmak iizere 6zel floresan boyalarin

kullanimiyla ¢ift sarmalli DNA'ya baglanan ve floresan yogunlugunda yaklasik 1000 kat
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artisla gozlemlenmektedir. SYBR Green I boyasi, dsDNA'ya baglandiginda floresans
1s1ma yayar ve DNA konsantrasyonlar1 ile orantili olan floresans sinyalindeki artigin
gercek zamanli PCR testlerinde Olglilmesine dayanir. Ayrica tek bir (multipleks)
reaksiyonda birden ¢ok hedef genin saptanmasini ve miktarinin belirlenmesini saglayan
farkli raportor boyalarla etiketlenmis problar kullanilir (Nolan vd., 2006; Y. Wang vd.,
2006). Uzama asamasinda primerler baglanmaktadir ve hedef DNA ¢ift zincirli hale
gelmektedir. PCR’in baslamasi ile DNA’ya baglanan SYBR Green miktarinin
artmasindan dolay1 yayilan floresans miktar1 da bununla birlikte artar. cDNA’ya ¢evirme
asamasindan sonra tasarlanan primerler kullanilarak nifH ve referans gen 16S rRNA
genleri kullanilarak ii¢ farkli kosulda ¢ogaltilan C. sphaeroides i¢in gPCR analizi yapildi.
qPCR igerigi ve qPCR analizindeki program igerigi sirastyla Tablo 3.13 ve Tablo 3.14’te

verilmektedir.

Tablo 3.13 gPCR igerigi

Icindekiler Hacim (pl)
2X SYBR-Green 10
ROX boya 0,4

R Primer 1

L Primer 1
CDNA o6rnekleri 2
dH.0 5,6
Son hacim 20

Tablo 3.14 qPCR program igerigi

Déngii ismi Sicaklik (°C) Zaman Déngii sayisi
ik Denatiirasyon 95 5 dk 1
Denatiirasyon 95 30sn 40
Baglanma 55 15sn 40
Sentez 72 15sn 40
Son sentez 72 5 dk 1

3.9. Numune Kalite Kontrol ve Kiitiiphane Hazirhg:

[zole edilmis RNA materyaline ait kalite kontrol islemlerinde florometrik ve
kapiler elektroforez yontemleri kullanilarak, miktar, saflik ve yapisal biitiinliik tayini

yapildi. Olgiimlerde Qubit 3 florometresi (Thermo Fisher, ABD, #Q33216) ve 2100
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Bioanalyzer (Agilent, ABD, #G2939BA) veya alternatif olarak 4200 TapeStation
(Agilent, ABD, #G2991BA) kullanildi. izole edilmis RNA materyalinin kiitiiphane
hazirliginda, Illumina Total RNA Prep kiti (Illumina, ABD, #20040529) kullanildi.
Kiitiiphane is akis semas1 Sekil 3.10’da verilmistir. Kit, tim RNA igindeki ribozomal
RNA’larin ortamdan arindirilmasi, kalan RNA’larin rastgele pargalanmasi ve ardindan
birincil ve ikincil cDNA zincirlerinin olusturulmasi esasina dayanir. Kiitliphane hazirlik
siirecinde sirasiyla, ribozomal RNA arindirma, parcalama, RNA saflastirma, cDNA
sentezi, index ve barkod dizilerinin eklenmesi ve saflastirma islemleri {iretici firmanin kit

yonergeleri takip edilerek gerceklestirildi.

rRNA azalmasi veya
PolyA secimi

Fragmentasyon cDNA sentezi
S ——

= 7 = QL

Ligasyon &
Amplifikasyon

Sekil 3.10 Kiitiiphane Hazirlig1 Is Akisi. Created in BioRender. Bastutan, M. (2025)
https://BioRender.com/e23a875

Dizileme ¢alismasinda Illumina NovaSeq 6000 yeni nesil dizileme platformu
kullanildi. Bu basamakta 6rnek basi ortalama 30 milyon adet 150 bp uzunlukta ¢ift yonlii
(paired-end) okuma elde edilmesi planlandi. Kiitiiphane 6l¢iimii, seyreltme ve yiikleme

islemleri, tiretici firmanin ilgili yonergeleri takip edilerek gerceklestirildi.


https://biorender.com/e23a875
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3.10. Biyoinformatik Analiz

Dizileme islemi sonrasinda, elde edilen okuma verilerinin kalite kontrolii
amaciyla FASTQC araci kullanildi. Kalite kontrol sonuglarina gore her bir 6rnegin, veri
miktarlari, okuma Kkaliteleri, GC dagilimlari, kmer dagilimlari, olas1 adaptor
kontaminasyonlar1 incelendi. Dizileme siirecinde, ham okuma verilerindeki diisiik
kalitedeki baz okumalar1 ve olas1 adaptor-indeks kontaminasyonlarinin sonraki analiz
basamaklarinda sapmalara neden olmamasi i¢in, okumalardan kirpildi. Kalite degerlerine
gore kirpma islemleri i¢in Trimmomatic (v0.39) aract kullanildi (Bolger, Lohse, and
Usadel 2014).

Kirpma sonrasinda eldeki diziler, Illumina DRAGEN Bio-IT platformu ve RNA
Pipeline is akis1 kullanilarak analiz edildi. Genel siire¢ ve basamaklar Sekil 3.11°de
gosterilmistir. Bu analiz siirecinde, okumalar, segilen genoma kirpilma bolgeleri dikkate
alinarak (splice-aware) hizalama gergeklestirildi. Bu uygulamada referans genom olarak
ilgili organizmanin giincel referans genomu (Cereibacter sphaeroides KD131 genome
assembly ASM2100v1) kullanildi. Hizalama sonrasi anotasyonunda gen, ekzon ve
transkript bilgileri i¢in ASM2100v1 veriseti kullanildi. Bu islem sonrasinda her bir
transkript iizerindeki okuma sayilar1 hesaplanmis ve ardindan ilgili transkriptin
uzunluguna gore normalize edilerek RPK (Reads per Kilobase) degerleri elde edildi. Bu
degerler ardindan toplam okuma sayisina gore tekrar normalize edilerek TPM
(Transcripts Per Million) degerleri ¢ikarildi. Normalizasyon sonrasinda, gruplar arasi
anlatimi1 degisen genleri (Differentially Expressed Genes) belirlemek icin edgeR R
paketi (Robinson, McCarthy, and Smyth 2010) ve Quasi-Likelihood modeli kullanildi.
Gen ontoloji analizinde TopGO paketi (Alexa and Rahnenfuhrer 2021) ve Kolmogorov-
Smirnov (KS) istatistiksel testi kullanildi. Yolak analizlerinde clusterProfiler paketi
kullanildi (Yu vd., 2012). Grup i¢i ve gruplar arasi istatistiksel karsilagtirma
caligmalarinin diizenlenmesi, veri gorsellestirme uygulamalari ve rapor olusturulmasinda

R betikleri kullanildi.


https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
file:///C:/Users/MERVEY~1/AppData/Local/Temp/Rar$EXa13608.4790/RP24-196/report_rna.html%23ref-trimmomatic
file:///C:/Users/MERVEY~1/AppData/Local/Temp/Rar$EXa13608.4790/RP24-196/report_rna.html%23ref-trimmomatic
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000021005.1/
file:///C:/Users/MERVEY~1/AppData/Local/Temp/Rar$EXa13608.4790/RP24-196/report_rna.html%23ref-pmid19910308
file:///C:/Users/MERVEY~1/AppData/Local/Temp/Rar$EXa13608.4790/RP24-196/report_rna.html%23ref-topgo
file:///C:/Users/MERVEY~1/AppData/Local/Temp/Rar$EXa13608.4790/RP24-196/report_rna.html%23ref-Yu2012
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Sekil 3.11 Biyoinformatik analiz is akis1



58

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Biiyiime Egrileri (OD) ve pH Analizleri

4.1.1. Biiyiime egrileri (OD)

Kullanilan azot kaynaginin farkliligina bagli olarak 3 ortamda da biiyiitiilen
bakterilerin biiyiime sirasinda optik yogunluk (OD) degerleri farklilik gosterdi.
Hazirlanan her bir besiyerinde ¢ogaltilan bakteri kiiltiirlerinin optik yogunluklar1 her 24
saatte bir 660 nm’de spektrofotometre ile dlgiildii. Istatistiksel olarak anlamli sonuglar
elde edebilmek i¢in her bir deney seti {i¢ tekrarli yapildi ve hata ¢ubuklari grafiklere
eklendi. Sekil 4.1°de C. sphaeroides O.U.001 (DSM 5864) 'in azot kaynagi i¢in glutamat
karbon kaynag1 olarak malatin kullanildig1 besiyerinde OD degerlerinin grafik egrisi,
sekil 4.2°de azot kaynagi i¢in N2 gazinin karbon kaynagi icin ise malatin kullanildigi
besiyerinde OD degerlerinin grafik egrisi, sekil 4.3’te azot kaynagi i¢in NH4 karbon
kaynagi olarak ise malatin kullanildig1 besiyerinde OD degerlerinin grafik egrisi zamana

bagli olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.1 Zamana bagli Glutamat besiyerinde biiyiitiilen Cereibacter sphaeroides’in biiyiime egrisi (n=3)
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Sekil 4.2 Zamana bagli N besiyerinde biiyiitiilen Cereibacter sphaeroides’in biiylime egrisi (n=3)
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Sekil 4.3 Zamana bagli NH4 besiyerinde biiyiitillen Cereibacter sphaeroides’in biiyiime egrisi (n=3)

Bu {i¢ farkli ortamda biiyliyen bakterilerin optik degerleri karsilastirildiginda
Amonyumlu (NH4) biiyiime ortamlarinda, glutamatli ortama kiyasla daha fazla optik
yogunluk goézlemlendi. Her bir ortamda C. sphaeroides’in maksimum optik yogunluk
degerleri sirasiyla glutamat:1,97+0,04, N2:1,50+0,04 ve NH4:2,08+0,008 kaydedildi.
Optik yogunluk degerleri goz onilinde bulunduruldugunda glutamat besiyerinde ¢cogalan
bakteriler 96. saatten sonra, N2 besiyerinde ¢ogalan bakteriler 192. Saatten sonra ve NHs
besiyerinde cogalan bakteriler 120. Saatten sonra duragan faza girmistir. Sonraki

asamalarda yapilmasi planlanan RNA izolasyonu log fazindaki hiicrelerden segilerek
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yapildi. Biiylime egrileri bu amagla olusturuldu. Log faz1 bakterilerin metabolik olarak en
aktif oldugu faz olup ¢ogunlukla geng hiicrelerden olusmaktadir. Bu hiicrelerden elde
edilecek RNA o6rneklerinin metabolik zenginligi yansitacagi diisiiniilmektedir. Farkli azot
kaynaklarinda biiyiitiilen bakterilerin 660 nm’deki spektrofotometre degerleri géz oniine

alinip optik yogunlugu (OD) 0.5-0.6 araligina ulastiginda RNA izolasyonu yapildi.

4.1.2. pH analizleri

Deney baslangicinda her bir besiyer ortaminin pH’1 6.8 olarak ayarlandi ve
bakterilerin biiylimesi duragan fazdan 6liim fazina gecene kadar her 24 saatte bir 6rnek
alinarak pH metre ile degerleri olgiilerek takip edildi. Tez kapsaminda istatistiksel agidan
anlamlilik olmasi i¢in pH deneyi 3 tekrarli sekilde gerceklestirildi ve hata ¢ubuklar
grafiklere eklendi. Sekil 4.4°te C. sphaeroides O.U.001 (DSM 5864) ’in azot kaynagi igin
glutamat karbon kaynagi i¢cin malatin kullanildig1 besiyerinde pH degerlerinin grafik
egrisi, Sekil 4.5’te azot kaynagi i¢in N2 gazimin karbon kaynagi igin ise malatin
kullanildig1 besiyerinde pH degerlerinin grafik egrisi, Sekil 4.6°da azot kaynag: olarak
NHas karbon kaynagi i¢in ise malatin kullanildigi besiyerinde pH degerlerinin grafik egrisi

zamana bagl olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.4 Zamana bagli Glutamat besiyerinde biiyiitiilen Cereibacter sphaeroides’in pH degerleri (n=3)
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Sekil 4.5 Zamana bagli N besiyerinde biiyiitiilen Cereibacter sphaeroides’in pH degerleri (n=3)
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Sekil 4.6 Zamana bagli NH, besiyerinde biiytitillen Cereibacter sphaeroides’in pH degerleri (n=3)

pH grafik egrileri incelendiginde glutamat besiyerinde pH degerinin ortalama
8,05+0,05’e kadar yiikseldigi, NHa besiyerinde 8,39+0,025’e kadar yiikseldigi ve N>
besiyerinde 8,41+0,10’e yiikseldigi gozlemlendi. Bu sonuglara gére azotun amonyaga
cevrildigi kosulda ve ortam da hazir halde bulunan NH4 kosulunda biriken amonyum

miktar1 glutamat kosuluna gore daha fazladir.
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4.2. DNA lizolasyonu ve Tiir Validasyonu

DNA izolasyonu manuel sekilde gergeklestirildi. izole edilen DNA &rnegi
oncelikle bakterinin C. sphaeroides oldugunu konfirme etmek igin tiir tanimlanmasinda
kullanilmak iizere kullanildi. Dizileme hizmeti Ankara-BM Laboratuvar Sistemlerinden
yapildi. Daha sonra tasarlanan primerlerin validasyonu i¢in PCR yapildi. Elde edilen
DNA’nin saflik ve konsantrasyon olgiimleri Tablo 4.1°de verilmistir. Izole edilen

bakterinin agaroz jel goriintiisii ise sekil 4.7°de gosterilmistir.

Tablo 4.1 Cereibacter sphaeroides’ten elde edilen DNA’nin saflik ve konsantrasyon olgtimleri

Ornek Konsantrasyon 260/280 nm 260/230 nm
(ng/ml)
C. sphaeroides 89,60 1,1440 0,24070

Sekil 4.7 DNA izolasyon sonrasi agaroz jel elektroforez goriintiisii. Siitun 1: DNA M: 10000 bp’lik RNA
markiri

Izole edilen DNA’nin agaroz jelde gériintiilenmesi gergeklestikten sonra bakteri
tiiriiniin validasyonu i¢in PCR asamasina gegildi. Orneklerin konsantrasyonunu artirmak
icin PCR ¢ok tekrarli sekilde yapildi. PCR sonucunda elde edilen {iriinler daha sonra
agaroz jelde goriintiilendi. Jele DNA merdiveni de (SiZer™-100 DNA Marker Solution)
yiiklenerek elde edilen iiriinlerin boyu tespit edildi. Jel goriintii sonuglarina gére nifH
PCR firiinii 90 bp (Sekil 4.8) ve 16S rRNA PCR iiriinii ise 146 bp (Sekil 4.9) de
goriintiilendi ve PCR sonucunda ise her bir PCR {iiriinii beklenen uzunlukta gzlemlendi.
PCR iiriinleri dizileme sonuglarinda 16S rRNA ve nifH PCR iiriinlerinin C. sphaeroides’e
ait oldugu NCBI Blast analizi ile anlasildi. Kullanilan bakterinin C. sphaeroides oldugu
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kesinlestikten sonra RNA-Seq analizi i¢in deneylere baslandi.

Sekil 4.8 nifH PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. Siitun 1, 2, 3, 4, 5: 90 bp M: 100 bp’lik
DNA markir

Sekil 4.9 16s rRNA PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii Stitun 1, 2, 3, 4, 5: 146 bp M: 100
bp’lik DNA markir

Sekil 4.8 ve 4.9 PCR sonuglariyla birlikte tasarlanan primerlerin validasyonu
gerceklestirilmistir ve dogrulanmistir. Bu ¢alismanin amaci, RT-PCR oOncesinde
primerlerin islevselligini dogrulamak amaciyla genomik DNA kullanilarak PCR
yapilmasidir. Dogrulanan primerler son asama olan ii¢ farkli azot kaynaginda biiyiitiilen

C. sphaeroides in nifH ekspresyon analizlerinde kullanili.
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4.3. RNA izolasyonunun Spektrofotometrik Ol¢iim Sonuclar

‘ZYMO Research’ kiti kullanilarak farkli azot kaynaklarinda biiyiitiilen C.
sphaeroides’ten izole edilen RNA’nin miktar ve kalitesi Tablo 4.2°de verilmistir. RNA
konsantrasyon belirleme ¢alismalarinda OD260/OD2go oraninin 1,8 ila 2,1 arasinda olmasi,
saf RNA'nin varligin1 ve protein kontaminasyonunun minimum seviyede oldugunu

gosterir.

Tablo 4.2 Cereibacter sphaeroides’ten izole edilen RNA’nin miktar ve kalitesi

Besiyeri cesitleri  OD2s0/ OD2s0  Konsantrasyon (ng/mL)

Glutamat-3 2,018 36,90
Glutamat-4 2,025 25,96
Glutamat-5 2,025 39,35
N2-1 2,097 61,80
N2-2 1,748 66,37
N2-3 2,061 60,24
NHs-4 2,088 36,98
NH4-7 2,117 36,82
NH4-9 2,076 46,94

4.4. Transkriptom Analizi icin RNA izolasyonu

‘ZYMO Research Direct-zol™ RNA Miniprep Plus’ kiti kullamilarak ii¢ farkl
azot kaynaginda biiyiitiilen C. sphaeroides’ten RNA izolasyonu gergeklestirildi.
[zolasyon sonras1 érnekler jele RNA merdiveni ile (Thermo GeneRuler SM0333-10000
DNA Marker Solution) birlikte yiiklendi ve goriintiilendi. N2 besiyerinde biiyiitiilen
bakterilerden izole edilen RNA oOrneklerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil
4.10°da, NHs (1-2-3 kuyucuk) ve glutamat (4-5-6 kuyucuk) besiyerinde biiyiitiilen
bakterilerden izole edilen RNA orneklerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii ise Sekil

4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.10 N, besiyerinde biiyiitillen bakterilerden izole edilen RNA 6rneklerinin agaroz jel elektroforez
goriintiisii. Siitun 1, 2, 3, 4: N2 6rnegi M: 10000 bp’lik RNA markirt.

POOIEE L [t =

Sekil 4.11 NH, ve Glutamat besiyerinde biiyiitiilen bakterilerden izole edilen RNA 6rneklerinin agaroz jel
elektroforez goriintiisii. Stitun 1, 2, 3: NH4 6rnegi; siitun 4, 5, 6: Glutamat 6rnegi M: 10000 bp’lik RNA
markirt.

Yukarida verilen agaroz jel goriintii sonuglarina gore RNA bantlari istenilen

aralikta elde edildi. Daha sonra transkriptomik analizi i¢in Ankara-RefGen Biyoteknoloji

firmasmdan hizmet alim1 yapildi.
4.5. Transkriptomik Analiz Sonuglari
Izole edilmis RNA materyaline ait kalite kontrol islemlerinde florometrik ve

kapiler elektroforez yontemleri kullanilarak, miktar, saflik ve yapisal biitiinliik tayini

yapildi. Dizileme islemi sonrasinda, ¢alisma kapsaminda 3 farkli kosul i¢in 9 farkh
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numunenin RNA dizilemesi gergeklestirildi. Kalite kontrol sonuglarina gore asagidaki
Tablo 4.3’te ilgili 6rneklerin adlari, deney gruplari, dizileme sonucunda elde edilen
okuma sayilar1 ve bu okumalarin ne kadarinin genoma hizalandig1 yer almaktadir.
“Toplam” siitunu numuneden elde edilen toplam okuma sayisini; “Hizalanan” siitunu
genoma hizalanan okumalarin sayisini; “Hizalanmayan” siitunu genoma hizalanamayan
okumalarin sayisini; “Q30 Kalite Oran1” Q30 ve daha iistiinde Phred kalite skoru alan
okumalarin oranini ve “Hizalama Oran1” siitunu ise genoma hizalanan okumalarin oranini

belirtmektedir.

Tablo 4.3 Calisilan 6rneklere ait grup bilgileri, okuma sayilar1 ve hizalama degerleri

Toplam Hizalanan Hizalanmayan Q30 Kalite Hizalama

Okuma Sayis1  Okuma Sayis1i  Okuma sayisi Orani Orani
Glutamat
Glutamat-3 34.528.868 27.812.875 6.715.993 % 95.60 % 80.55
Glutamat-4 28.372.532 22.635.623 5.736.909 % 95.00 % 79.78
Glutamat-5 51.911.164 42.933.344 8.977.820 % 95.61 % 82.71
N2
N2-1 29.685.228 25.260.824 4.424.404 % 95.57 % 85.10
N2-2 38.189.774 31.658.321 6.531.453 % 95.74 % 82.90
N2-3 29.469.176 24.853.400 4.615.776 % 95.24 % 84.34
NH4
NHs-4 29.789.082 25.939.490 3.849.592 % 95.54 % 87.08
NHz-7 31.076.570 25.882.521 5.194.049 % 95.52 % 83.29
NHz-9 32.294.234 27.163.696 5.130.538 % 95.49 % 84.11

Yukarida verilen tabloya gore en yliksek toplam okuma Glutamat-5 (51.911.164)
ile elde edilmis ve hizalama oran1 %82,71°dir. Bu 6rnegin Q30 kalite oran1 %95,61 ile
diger Glutamat gruplar1 arasinda en yiiksek kaliteye sahip oldugunu gostermektedir.
Genel olarak Glutamat grubu, %95 ve tizerinde Q30 kalite oranina sahip olsa da hizalama
oranlart %79-83 arasinda degismektedir. N2-2, en yiiksek toplam okuma sayisi
(38.189.774) ve %82,90 hizalama oraniyla diger N2 gruplarmma gore yiiksek bir
kalitededir. N2 grubu genelinde Q30 kalite oran1 %95 civarinda ve hizalama oranlari
%82-85 arasinda degisiyor bu da grubun genel olarak yiiksek kalite oranina sahip
oldugunu gostermektedir. NHs grubunda ise en yiiksek toplam okuma NH3s-9
(32.294.234) 6rneginde kaydedildi ve hizalama oran1 %84,11°dir. NH4 grubu, %95,4'in
tizerinde bir Q30 kalite oranina sahip ve hizalama oranlar1 %83-87 arasinda degisiyor. Bu
da grubun yiiksek kaliteli ve iyi hizalanan bir veri sagladigini gostermektedir. Biitiin
gruplar yiiksek Q30 kalite oranlarina (genellikle %95 ve iizeri) sahip ve bu da verinin

giivenilir oldugunu kanitlamaktadir. Burada bahsedilen Q30 kalite orani ise okunmus
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bazlarin veya DNA diziliminin ne kadar dogru oldugunu ifade etmektedir. Q30 hata orani

bir bazin yanlis okuma olasiliginin 1/1000 (yani %0,1) oldugu anlamina gelmektedir.
4.5.1. Filtreleme ve normalizasyon

RPKM (Transkriptin kilobazi basina milyon eslesen okuma sayisi) ve TPM
(Milyon basina transkript sayisi) degerleri bir 6rnekteki her bir genin veya transkriptin
goreceli sekilde coklugunu gosterir. Karsilastirilan ornekler arasinda toplam RNA
miktarinin esit veya RNA tiirlerinin dagilimi birbirine yakin oldugu zaman RPKM ve
TPM'nin dogrudan karsilagtirilmasi anlamli sonuglar vermektedir (S. Zhao vd., 2020).
Genlerin biiyiik ¢ogunlugunun diisiik okuma sayisina sahip oldugu goriilmektedir (Sekil
4.12). Dagilimin ¢ogu, diisik RPK degerlerinde (10 veya altinda) yogunlagmaktadir.
Egrilerin geneli diisiik RPK seviyelerinde benzer bir yogunluk sergilemektedir. Bu da

genlerin biiyiik kisminin diisiik ifadeye sahip oldugunu gostermektedir.

Reads per Kilobase (RPK) Transcripts per Million (TPM)

| - R

Density

\|

10 1K 100K 10 1K 100K

Sekil 4.12 Ham ve normalize edilmis verilerdeki tiim transkriptlerin TPM (Transcripts per million)

dagilimlari

TPM degerleri RPK degerlerine gore daha siki bir sekilde normalize edildiginden
daha belirgin bir pik goriilmektedir. TPM degerlerinin de genellikle diisiik bolgelerde
yogunlastigr goriilmektedir fakat her grupta bulunan gen ifade seviyeleri genellikle
birbirine yakindir. Bu da gruplar arasindaki genlerin benzer ifadelere sahip oldugunu

gostermektedir. Her iki dagilimda da disiik ifadelere sahip transkriptler baskin
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goziikmektedir fakat TPM grafiginde okuma sayilar1 daha normalize edilmis ve diizgiin

bir dagilim sergilemektedir.

4.5.2. Temel bilesen analizi (Principal Component Analysis, PCA)

Biiytik veri kiimeleri cogu disiplinlerde yaygin bir sekilde kullanilir hale gelmistir.
Bu tiir veri kiimelerini yorumlayabilmek icin verilerdeki bilgiyi biiylik 6l¢iide koruyarak
boyut sayisim1 azaltan ve daha kolay yorumlanabilir hale getiren yoOntemler
kullanilmaktadir. Bu amagla veri kiimeleme igin birgok teknik gelistirilmistir fakat temel
bilesen analizi (PCA) eski olmasina ragmen en yaygin kullanilanlardan birisidir. Temel
bilesen analiz (Principal Component Analysis, PCA) grafigi, numuneler arasinda onbilgi
olmadan (unsupervised analysis) benzerlikler ve farkliliklarin gorsellestirilmesini
saglar. Boylece ileri analizler gergeklestirilmeden once diferansiyel ekspresyonun ne
olgiide tespit edilebilecegi hakkinda fikir sahibi edinilir (Jollife & Cadima, 2016).

Sekil 4.13’te analiz edilen 6rneklerde en fazla varyasyon gosteren ilk 500 gen
dikkate alindiginda PCA sonras1 PC1 ve PC2 diizlemindeki Orneklerin dagilimlar

goriilmektedir.
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Diizlemdeki dagilimlar incelendiginde glutamat grubu (Glutamat-3, Glutamat-4,
Glutamat-5) o6rnekleri birbirine olduk¢a yakin goziikmektedir yani bu gruptaki drnekler
gen ifadesi agisindan birbirine ¢ok benzemektedir. Glutamat 6rnekleri gibi N2 grubu (N2-
1, N2-2, N2-3) da kendi i¢inde siki bir kiimelenme gostermektedir yine bu da gruptaki
orneklerin gen ifadesinin oldukg¢a benzer oldugunu gostermektedir. Diger iki grup gibi
NHs grubu (NH4-4, NHs-7, NH4-9) da incelendiginde NHs 6rnekleri de benzer sekilde
kiimelenmis ve bu gruptaki Ornekler arasinda da benzer bir gen ifadesi oldugunu
gostermektedir. Gruplarin kendi iginde kiimelenmesi baslangic RNA 6rneklerinin ve her
bir grup i¢in yapilan islemlerin tutarli oldugunu ispatlamaktadir.

Glutamat, N2 ve NHs gruplari, gen ifadesi bakimindan olduk¢a farklilik
gostermektedir. Her bir grup kendi i¢inde siki bir kiimelenme gosterdigi ig¢in bu li¢
kosulun biyolojik olarak farkli oldugu sonucuna varilabilir. Ozellikle Glutamat ve NHa
gruplart hem PC1 hem de PC2 eksenlerinde oldukga ayr1 bolgelerde yer almaktadir ve bu
da genler arasinda biiyiik farkliliklara isaret etmektedir.

4.5.3. Is1 grafigi (Heatmap)

Is1 haritas1 (heatmap), siitunlar ve satirlarin alt kiimelerinin paylasilmast ile
birbirine benzer ifadeleri ortaya ¢ikarmak ig¢in istatistiksel agidan gorsellik saglamak
adina kullanilan bir yontemdir. Ifadeler arasinda kiimelemeler olusturarak
dendrogramlarin ¢izimine kolaylik saglar (Gu, 2022).

Sekil 4.14°te yer alan 1s1 grafigi (heatmap), 6rnekler arasinda en fazla ekspresyon
ve varyasyon gosteren ilk 50 genin ekspresyon profillerini gostermektedir. Is1 grafiginde
yer alan 3 kosulda da farklilik olusturan genler, profil benzerliklerine gore her iki eksende
kiimelenmis bir sekildedir ve benzerliklerine gore de dendrogramlar ile ayrilarak
gorsellestirilmistir. Bu gruplama 6rneklerin birbirine ne kadar benzer ekspresyon profili
gosterdigine gore ayrildi. Yakin gruplandirilmis ornekler, daha benzer profil
gostermektedir. Benzer sekilde, 1s1 grafiginin sol kisminda yer alan dendrogramda, tiim
ornekler dikkate alindiginda ilk 50 genin birbirine ne kadar benzer ekspresyon profili

gosterdigine gore gruplandirildi. Bu grafikte gosterilen genler protein kodlayan genlerdir.
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Sekil 4.14 Ornekler arasinda en fazla varyasyon gosteren 50 genin ekspresyon profili

Glutamat-5

Bu 1s1 haritas, ti¢ farkli gruptaki (Glutamat, N2, NH4) gen ekspresyon diizeylerini
gostermektedir. Haritadaki her renk tonu, her genin bu ii¢ grup arasindaki ekspresyon
diizeylerini gostermektedir. Haritanin solunda goriilen dendrogram gosterimi ise benzer
ekspresyon profillerine sahip genlerin kiimelendigini ifade etmektedir.

Analiz sonucu, elde edilen 1s1 grafigi farkli azot kaynaklarinin hiicredeki gen ifade
profiline nasil etki ettigini anlamamiza yardimci olmaktadir. Her grubun farkli gen
ifadelerine sahip olmasi, hiicrelerin farkli azot kaynaklari altinda meydana gelen
adaptasyon degisiklikleri hakkinda bilgi vermektedir. Glutamat grubunda bulunan

genlerin ifadesi diger gruplardan farklilik gdstermektedir. Glutamat azot agisindan zengin
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bir ortamdir bu yilizden azot metabolizmasiyla ilgili genlerin ifade seviyeleri diistiktiir.
NH4 (amonyum) ortaminda, hiicrelerin dogrudan amonyum alimi yapmasi nedeniyle azot
fiksasyonuna gerek kalmamaktadir. Bu durumda basta nif genlerinin ifadesi olmak {izere
cogu genin de ifade seviyelerinde diistikliik goziikmektedir. Ciinkii azot zaten
kullanilabilir formdadir. Tam tersi N2 kosulunda ise azot fiksasyonu yapan genler
(6rnegin nif genleri) yliksek ifade seviyesine sahiptir. Cilinkii hiicre atmosferik azotu (N2)
biyolojik olarak kullanilabilir bir form olan amonyaga (NHa4) doniistiirmektedir.
Haritanin saginda bulunan nif genleri (nifS, nifH, nifD, nifg, nifK, nifN, nifV,
nifW), azot fiksasyon siirecinde 6nemli bir rol oynayan nitrojenaz enzim kompleksinin alt
birimlerini ve yardimeci proteinleri kodlamaktadir. Azot fiksasyonunda rol oynayan
genlerin isimleri ve gorevleri Tablo 4.4’te gosterilmistir. Azot fiksasyonunda rol alan

genlerin 3 farkli kosula gore ekspresyon degerleri ise Tablo 4.5’te gdsterilmistir.

Tablo 4.4 Azot fiksasyonunda rol alan genler ve gorevleri

Gen Gorevleri
1. nifw Nitrojenaz dengeleyici/koruyucu protein
2. nifV Homositrat sentaz
3. nifS Sistein desiilfiiraz
4. fdxB Ferredoxin II1, nif'e 6zgii
5. fdxC Ferrodoksin
6. nifx Azot fiksasyon proteini
7. nifN Nitrojenaz demir-molibden kofaktor biyosentez proteini
8. nifE Nitrojenaz demir-molibden kofaktor biyosentez proteini
9. nifk Nitrojenaz molibden-demir protein alt birimi beta
10. nifD Nitrojenaz molibden-demir protein alfa zinciri
11. nifH Nitrojenaz demir proteini
12, nifT Azot fiksasyon proteini
13. nifB Nitrojenaz kofaktor biyosentez proteini
14. nifA Nif-spesifik transkripsiyonel aktivatorii




Tablo 4.5 Azot fiksasyonunda rol alan genlerin 3 farkli kosula gore ekspresyon degerleri

Gen Glutamat N2 NH4
nifw  142.8236667 402.966 2.233666667
nifv 57.778 150.0006667 1.373
nifS 37.56633333 90.63933333 1.460333333
fdxB ~ 225.0063333 635.5936667 5.636
fdxC  40.20233333 64.22933333 7.066666667
nifx 101.5413333 458.562 1.234
nifN 14.10866667 59.95066667 0.257
nifE  21.788 47.615 1.075666667
nifk 769.5326667 2767.926333 7.414
nifD 1040.016333 3327.063 6.096666667
nifH 2187.957667 6923.590333 14.588
nifT  176.1126667 598.36 11.69833333
nifB  18.799 66.64466667 2.298
nifA 126.1353333 252.3943333 63.25566667
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Bu genlerden nifD azot fiksasyonu yapan canlilarda da tespit edilmistir. Ornegin,
Geobacter metallireducens ve Geobacter sulfurreducens’in de azot fiksasyonu
yapabildigi gosterilmistir (Holmes vd., 2004). nifD geni bu bakterinin biitiin tiirlerinde
rastlanmistir ve azot fiksasyonu i¢in 6nemlidir. Azot sinirli ortamlarda ortama uyum
saglama Ozellikleri vardir ve azot fikse etme yetenekleri bakterinin yer altinda bulunan
cesitli metallerin ve organik bilesiklerin biyoremediasyonunda rekabet etmesine olanak
saglar. Incelenen 30 Geobacteraceae tiirlerinde nifD geni bulunurken Shewanella
oneidensis ve Desulfovibrio vulgaris gibi bakterilerin genomlarinda ise nifD geni
bulundurmamaktadir. Bu da bize azot fikse etme oOzelliklerinin olmadigini
gostermektedir. Bu nedenle bu genlerin ifade seviyeleri azot kaynaklarinin degistigi
kosullara bagli olarak artabilmekte veya azalabilmektedir. Ozellikle N2 ortaminda bu
genlerin ifadesinin yiiksek olmasi atmosferik azotun amonyaga doniistiiriilmesi slirecinin
aktif oldugunu gostermektedir (Holmes vd., 2004).

Haritada bulunan nifS geninin ¢ farkli azot kosulundaki ekspresyon
karsilagtirmas1 yapildiginda NHs kosulunda ekspresyonun diisiik oldugunu, glutamat
kosulunda ekspresyonun daha degismeden kaldigin1 N2 kosulunda ise ekspresyonda bir
artts oldugu goziikmektedir bu da nifS geninin azot fiksasyonunda gorev aldiginm

gostermektedir. Li ve arkadaslari ile Zhao ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismalar da buna
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destek verici sekildedir (Li vd., 2021; Zhao vd., 2007). Nitrojenaz enzim sisteminde rol
alan nifS [Fe-S] kiime olusumuna kiikiirt saglamak igin L-sistein yapisinin kikiirtten
uzaklastirmasini katalize eden piridoksal fosfat iceren bir enzimdir. nifU geni ise [Fe-S]
kiimesinin birlesimi i¢in nifS tarafindan yonlendirilen molekiiler bir yap1 gérevi goriir.
Calismada kullanilan Paenibacillus polymyxa WLY 78, gram pozitif ve N sabitleyici bir
bakteridir. Genomunda nifB, nifH nifD, nifK, nifE, nifN, nifX; hesA ve nifV genlerini
bulundurmaktadir fakat nifS ve nifU genlerini bulundurmamaktadir (Paenibacillus
polymyxa WLY78’in nif genlerinin genomik konumu ve Fe—S kiimesinin olusumunda rol
alan genler Sekil 4.15’te gosterilmistir). Bu nedenle c¢alismada nifS benzeri
ve nifU benzeri genlerinin nitrojenaza destek olup olmadig arastirilmistir. Bunun igin
delesyon mutanti (A nifS benzeri) ve bir tamamlayici sus (A nifS benzeri/ nifS benzeri)
olusturulmustur. Yabamil tip ve mutanta ugratilmis P. polymyxa WLY78
karsilastirildiginda A nifS benzeri azotun sinirh oldugu kosullarda neredeyse hig aktivite
gostermemistir. Mutant A nifS benzerinin tamamlayict susu nifS benzeri ile yeniden
tamamlanmasi ile nitrojenaz aktivitesi geri kazandirilmistir. Bu da nifS benzeri genin azot
fiksasyonunda rol aldigimi  gostermektedir. Bu c¢alisma ile Paenibacillus
polymyxa WLY78’de nifS benzeri genin azot fikse etmede gorev aldigi ortaya
koyulmustur (Q. Li vd., 2021; D. Zhao vd., 2007).
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Sekil 4.15 Paenibacillus polymyxa WLY78’in nif genlerinin genomik konumu ve Fe—S kiimesinin

olusumunda rol alan genler (Q. Li vd., 2021)
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NifW'nin, MoFe proteininin FeMo-co olmadan bir apo-formuna baglandigi
bulunmustur fakat biyokimyasal islevleri hala bilinmemektedir. nafY ve nifX’in
proteinleri FeMo-co ve NifB-co’nun sirayla nifDK ve nifEN proteinlerine aktarim
stirecinde rol oynamaktadir. Bu genlerin nitrojenaz enziminin alt birimlerinden birisi olan
FeMo-co sentezinde rol oynamasindan kaynakli analiz sonuglarida incelendiginde N>
kosulunda bu genlerde artis meydana gelirken NH4 kosulunda ise bu genlerin ifadesinde
artis meydana gelmemistir. Yapilan bir ¢alismada ise sirasiyla nifX, nifZ-nifT, nifP-orf84-
dpsA-orf99 ve hesA-hesB-fdxH-feoA-fedB-mop tasiyan kromozomal pargalari silinerek
mutant NK8, NK2, NK7 ve NK9 olusturuldu. Olusturulan mutantlardaki nitrojenazin alt
birimlerinde bulunan gen bozulmalarinin etkisini degerlendirmek i¢in Western blot
analizi yapilmistir. Western blot sonucunda nifH proteininde azalma gbzlemlenmistir.
Ayni sekilde nifD proteinin ifadesinde de azalma meydana geldigi gozlemlenmistir fakat
AnifW de ise herhangi bir degisim gozlemlenmemistir. Nitrojenaz enzimi ile iligkili
proteinlerin (AnifZ, AnifW, AnifX, AnifXnafY ve AnifP) ifade seviyelerinde de azalma
meydana gelmistir (Nonaka vd., 2019). Yapilan bu ¢alisma sonucunda da bu genlerin
nitrojenaz sistemine destek veren genler oldugu kanitlanmaktadir.

nifV geni nitrojenaz sisteminin merkezinde bulunan Fe-Moco’nun diizenlenmesi
icin gerekli olan homositratin olusumunu katalizleyen homositrat sentaz enzimini
kodlayan gendir (Hashimoto vd., 2019). Deneyde N2 kosulunda nifV geninin
ekspresyonunda artiy meydana geldigi goziikirken NHs kosulunda ise bu genin
ekspresyonunda bir azalma oldugu goziikmektedir. Yapilan bir bitki ¢aligmas1 da bunu
kanitlayict niteliktedir. Calismada cift ¢aprazlama yontemi kullanilarak nifV delesyon
mutant1 olusturulmustur. Asetilen indirgeme testi (ARA) kullanilarak nitrojenaz aktivitesi
analiz edilmistir. Calisma deneyinde A. evenia bitkileri azot kaynaginin olmadigi ve
diisiik oksijen gerilimi olan kosullar altinda biiyiitiilmiistiir. Calisma sonunda etilen
olusum kinetigi yabanil tipe gore, A nifV mutantinda 6nemli 6l¢iide bir azalma meydana
gelmistir. Daha sonra bu A. evenia bitkilerine nifV geni plazmitin ORS285 A nifV susu ile
tasinimiyla tekrardan enfekte edilmistir. Bu veriler sonucunda A. evenia ile ORS285
sugsunun simbiyozu sirasinda nifV geninin nitrojenaz aktivitesinde énemli bir rol aldig:
gosterilmistir.  Sekil 4.16’da A. evenia bitkilerinin biiyiimelerinin karsilastirilmasi
gosterilmistir (Nouwen vd., 2017).
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Sekil 4.16 A. evenia bitkilerinin biiyiime karsilagtirmasi: (Nouwen vd., 2017)

cowN, N2 fiksasyon destekleyici gen olarak adlandirilir. Grafikte de gortldigi
tizere glutamat kosulunda degismeyen bir ekspresyon bulunurken NH4 ve N2 kosullarinda
bu genin ifadesi daha baskilanmig durumdadir. Rhodobacter
capsulatus cooA ve cowN genleri, Mo-nitrojenazin yapisal genleri nifHDK ve fdxD
genlerinin yukarisinda bulunur. Bu da bu genlerin islevsel olarak nitrojenaz sistemi ile
baglantili olma olasiligin1 gosterir. COWN genleri, Mo-nitrojenazin yapisal genlerinden
nifHDK’y1 iceren bakterilerde bulunmasindan kaynakli bu genin diazotroflara 6zgii
oldugunu goéstermektedir. COWN geni, bazi diazotrofik bakteri tiirlerinde nif genlerine
bagli olsa da bu gen ile azot (N.) fiksasyonu arasindaki iligski yalnizca Rhodospirillum
rubrum'da gosterilmistir (Hoffmann vd., 2014).

Ortolog ferredoksin gorevi goren fdxC geni ile yapilan bir deneyde Rhodobacter
capsulatus kullanilarak Fe-nitrojenaza elektron taginimi arastirilmistir.  Deneyde
Rhodobacter capsulatus kullanilmasinin sebebi ise sadece Mo- ve Fe-nitrojenazlari
yapisinda bulundurmasindandir. Deney sirasinda fdxC veya fdxN genlerinin tek tek
silinmesi yani delesyonu ile daha yavas biiyiime ve Fe-nitrojenaz katalizli N
fiksasyonunda azalma meydana gelirken bu iki genin ayn1 anda silinmesi (¢ift delesyon)
ile diazotrofik biiyiime ortadan kalkarken N fiksasyonunda tamamen ortadan
kaldirilmistir. Bu sonuglar ayri ayr1 delesyon suslart A fdxN ve A fdxC genlerinde Fe-
nitrojenaz aktivitesinde 3-4 kat azalma ve bu genlerin ¢ift delesyon suslarinda higbir
aktivite gostermemesi ile dogrulanmistir (Addison vd., 2024). Yapilan baska bir deneyde
tam hiicreli proteomik caligmasi gerceklestirilmistir. Bunun i¢in azot fiksasyon genlerinin
baskilanip NH4" (amonyum) {izerindeki Rhodobacter capsulatus biiylimesi ile N2 tek azot

kaynagi olarak biyiitilen Rhodobacter capsulatus arasindaki protein bolluklart
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kiyaslanmistir. Rhodobacter capsularus 'ta N2 fiksasyon proteinlerinde yukari regiilasyon
meydana gelmistir. NH4" (amonyum) bulundurulan ortamlarda biiyiitilen Rhodobacter
capsulatus un proteomundaki anlamlilik degerlerine kars1 degisiklikler volkan grafiginde
gosterilmistir. Volkan grafiginde x ekseni azot serbest ortamindaki gen ekspresyonunun
NH4" (amonyum) ortamina gore logz oranini gostermektedir. X ekseninde bulunan pozitif
degerler azot serbest ortaminda daha fazla eksprese olan genleri; negatif degerler ise
ekspresyonunun NH4* (amonyum) ortaminda daha fazla eksprese olan genleri temsil
etmektedir. (A) Volkan grafiginde renklerin ifade ettikleri proteinler su sekildedir; Fe-
nitrojenaz yapisal ve iliskili proteinler (Anf proteinleri turuncu), Fd ve Fld proteinleri
(gri), Hup proteinleri ve NifF (kahverengi), Rnf proteinleri (agik mavi) ve N2
fiksasyonunda rol alan gen kiimelerinde kodlanmis diger proteinler (mor). (B) Cubuk
grafiginde ise volkan grafiginde gosterilen proteinlerin N2 fiksasyon sartlart ve N
fiksasyon dis1 sartlar arasindaki ortalama yogunluklarinin log, oranlari gosterilmistir

(sekil 4.17).
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Sekil 4.17 Diazotrofik bilyiime altinda Rhodobacter capsulatus’un N fiksasyon proteinlerinin up
regiilasyonu. X ekseninde bulunan pozitif degerler azot serbest ortaminda daha fazla eksprese olan
genleri; negatif degerler ise ekspresyonunun NH4* (amonyum) ortaminda daha fazla eksprese olan genleri
temsil etmektedir (Addison vd., 2024)

Azot serbest ortamda anf genleri yukar1 (up) regiile olmustur bu da bu genlerin
azot fiksasyonda rol oynadigini gostermistir. Cubuk grafigi incelendiginde ise Fd ve Rnf

genleri de yukari (up) regiile olmustur. Bu tez ¢alismasinda ¢ikan sonuglar bu ¢aligmayla
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parelellik gosterir niteliktedir. Glutamat ve N2 kosullart altinda biyiitilen C.
sphaeroides 'te fdxc geninin ekspresyon degeri daha yiiksek iken NHs (amonyum)
kosulunda biiyiitiilen bakterinin ekspresyon degeri daha diisiik ifade edilmistir (Addison
vd., 2024; Ricagno vd., 2007).

pggA, pagB, paqC, pagD genleri, birlikte pirolo kinolin kinon (PQQ) biyosentez
yolunu kodlayan gen grubunun bir pargasidir (NCBI). pqg, bir kofaktordiir ve
oksidorediiksiyon reaksiyonlarinda gorev alan enzimler i¢in Snemlidir. Bu genler,
pgq'nun sentezini saglayarak azot fiksasyonu yapan hiicrelerin enerji metabolizmasini
etkilemektedir (Keseler vd., 2021).

urtA ve urtB genleri, iire tasiyici proteinleri kodlayan genlerdir (NCBI). Ure alimi
ve taginmastyla ilgilidirler. urtD geni ise baz1 azot fiksasyonu yapan bakterilerde bulunan
ve lire tasiniminda rol alan bir gen olarak bilinmektedir. Bu gen, iire ve diger azotlu
bilesiklerin hiicre i¢cinde bir araya toplanmasina yardimci olan bir tasiyict proteinini
kodlamaktadir. Ure tasiyici sistemde rol alan bu genler Corynebacterium glutamicum’da
incelenmistir (Beckers vd., 2004). Azot kisitlamasina cevap olarak urtABCDE operonu
tarafindan ABC tipi tasiyicilar kodlanir. Azot diizenleyicisi amtR ile urt genleri
diizenlenir. AmtR baskilayicit protein ise Corynebacterium glutamicum un iireaz
kodlayan ureABCEFGD genlerinin transkripsiyonun kontroliinden de sorumludur. Bu
tireaz kodlayan genlerin asil amaci ise azot yokluguna cevap olarak transkripsiyona
ugrayan operon olusturmaktir (Beckers vd., 2004). Bu arastirma sonucunda 1s1 grafigi
(heatmap) incelendiginde NHs kosulunda bu genlerin ekspresyonu baskilanirken N2
kosulunda bu genlerin ekspresyonlarinda artis meydana gelmektedir. Ciinkii tireaz enzimi
tarafindan {ire hidrolize ugrar ve amonyum (NHs) meydana gelir (lirenin iireaz enzimi ile
hidrolize ugramasi Sekil 4.18’de gosterilmistir), NH4 kosulunda ortamda yeterli miktarda
amonyum (NH4) bulundugu icin bu genlere ihtiyag duyulmayacagindan

ekspresyonlarinda azalma ya da baskilanma gézlemlenmektedir.
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Sekil 4.18 Ure hidrolizi

4.5.4. Diferansiyel gen ekspresyon analizi

Diferansiyel gen ekspresyon (DGE) analizi normalize edilmis okuma sayilari
lizerinden, deney gruplart arasindaki istatistiksel olarak anlamli ekspresyon
degisikliklerini tespit etmek i¢in kullanilmaktadir. Diger bir deyisle, belirli bir gen i¢in
okuma sayilarinda gozlenen bir farkin sadece rastgele varyasyon ile meydana gelme
beklentisinden daha biiylik olup olmadigina karar vermek i¢in Diferansiyel Gen
Ekspresyon Analizi kullanilmaktadir. Tablo 4.6°da DGE analizi sonrasinda her bir
karsilastirma grubunun detaylar1 ve anlamli derecede (FDR < 0.05) farklilik gdsteren
genlerin sayilar1 yer almaktadir. Ug farkli grup olusturulmustur. Glutamat-N2 grubu
arasinda 918 degismeyen gen, 988 ekspresyonu azalan gen ve 488 artan gen mevcuttur.
Glutamat-NHs grubu arasinda 1564 degismeyen gen bulunurken 439 ekspresyonu azalan,
391 ise ekspresyonu artan gen bulunmaktadir. NH4-N2 grubu arasinda ise 1868
ekspresyonu degismeyen gen, 234 ekspresyonu azalan gen ve 292 ekspresyonu artan gen

bulunmaktadir.

Tablo 4.6 Gergeklestirilen karsilagtirma gruplart ve anlamli derece farklilik gosteren genlerin sayilar

Test Kontrol Deney Grubu Ekspresyonu Degismeyen  Ekspresyonu
Grubu Azalan Genler Genler Artan Genler
1 Glutamat N2 988 918 488
2 Glutamat NH,4 439 1564 391

3 NH4 N2 234 1868 292




4.5.4.1. DGE Karsilas

tirma 1
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Karsilastirma 1 iginde yapilan analize gore 488 adet gende anlamli (FDR<0.05)

ekspresyon artisi; 988 adet gende anlamli (FDR<0.05) ekspresyon diisiisii tespit edildi.

Asagida bulunan Tablo 4.7°de farkli genlerin ifade seviyelerinin Glutamat ve N>

kosullarinda nasil degistigini ve bu degisimlerin

gene yer verilmektedir.

Tablo 4.7 FDR ile diizeltilmis P degerine gore en anlamli

Gen ve
Transkript

rpIN
rpsQ
preA

rpsN

rplE
psG

rpsL

fusA
hydA

plX

Glutamat’

22.3 (£7.6)
0.22 (x0.1)
40.71 (+16.2)
0.81 (£0.2)
19.81 (+4.8)
0.65 (£0.3)
34.47 (x9.2)
47.39 (x19.2)
33.08 (+15.9)
0.15 (£0)
0.39 (+0.1)
61.97 (x19.4)
0.56 (+0.3)
44.92 (£12.6)

17.93 (+7)

N2°

0.81 (+0.2)

1.9 (x0.5)

1.6 (+0.3)

6.88 (£1.9)

0.93 (+0.3)

5.53(x1.4)

1.42 (+0.4)

1.36 (x0.2)

0.74 (+0.1)

0.97 (£0.2)

2.93 (+0.5)

2.73 (£0.6)

3.14 (+0.7)

2.12(£0.3)

1.4 (+0.2)

istatistiksel anlamliligin1 gdsteren 15

degiskenlik gosteren 15 gen (Glutamat-N2)

LogFC’ P Degeri FDR’
-3.99 418 x107° 7.25x107®
3.89 4 6.15 x 1077 7.25x%107°
-3.84 1.49 x 1078 7.25x107®
3.86 & 1.86 x 1078 7.25x%107°
-3.66 2.04x 1078 7.25x107®
3.90 A 2.15x% 1078 7.25x%107°
-3.83 2.34x1078 7.25x107®
-4.29 2.42 %1078 7.25x%107°
-4.63 3.87x1078 1.03 x 107
3.46 A 4.82x1078 1.15%107°
3.66 A 5.57x 1078 1.21x 107
-3.71 6.73 %1078 1.34%107°
3.32 4 7.45x 1078 1.37 x 107
-3.59 8.50x 1078 1.39x%107°
-2.85 8.68x 1078 1.39x 107

rpIN, rpsQ, rpsN, rplE, rpsG, rpsL, fusA, rplX gibi genler, Glutamat kosulunda

yuksek ifade seviyesine sahiptir. Bu genler ribozomal proteinleri kodlamaktadir. Bu

genler ve diger ribozomal alt birimde gérev alan (30S [Tablo 4.8] ve 50S [Tablo 4.9]

ribozomal proteinler) genlerin isimleri ve gorevleri agagidaki tablolarda gosterilmistir.
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Tablo 4.8 30S ribozomal proteinler

Gen Gorev

1. rpsL 30S ribozomal protein S12
2. rpsG 30S ribozomal protein S7
3. rpsd 30S ribozomal protein S10
4. rpsS 30S ribozomal protein S19
5. rpsC 30S ribozomal protein S3
6. rpsQ 30S ribozomal protein S17
7. rpsN 30S ribozomal protein S14
8. rpsH 30S ribozomal protein S8
9. rpskE 30S ribozomal protein S5
10. rpsM 30S ribozomal protein S13
11. rpsK 30S ribozomal protein S11
12. rpsD 30S ribozomal protein S4
13. rimO 30S ribozomal protein S12 metiltiyotransferaz
14. rpsB 30S ribozomal protein S2
15. rpsl 30S ribozomal protein S12
16. rpsk 30S ribozomal protein S6
17. rpsR 30S ribozomal protein S18
18. rpsU 30S ribozomal protein S21
19. rpsP 30S ribozomal protein S16
20. rbfA 30S ribozom baglayici faktor
21. rpsO 30S ribozomal protein S15
22. rpsT 30S ribozomal protein S20
23. rpsA 30S ribozomal protein S1
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Tablo 4.9 50S ribozomal proteinler

Gen Gorev
1. rplK 50S ribozomal protein L11
2. rplA 50S ribozomal protein L1
3. rplJ 50S ribozomal protein L10
4. rplL  50S ribozomal protein L7/L12
5. rplC 50S ribozomal protein L3
6. rplD 50S ribozomal protein L4
7. rplB 50S ribozomal protein L2
8. rplP 50S ribozomal protein L16
9. rpmC 50S ribozomal protein L29
10. rpIN 50S ribozomal protein L14
11. rplX 50S ribozomal protein L24
12. rplE 50S ribozomal protein L5
13. rplF 50S ribozomal protein L6
14. rpIR 50S ribozomal protein L18
15. rpmD 50S ribozomal protein L30
16. rplO 50S ribozomal protein L15
17. rplQ 50S ribozomal protein L17
18. rplT 50S ribozomal protein L20
19. rpml 50S ribozomal protein L35
20. rpmG 50S ribozomal protein L33
21. rpmB 50S ribozomal protein L28
22. rpmF 50S ribozomal protein L32

23. rpIM 50S ribozomal protein L13
24. rpll 50S ribozomal protein L9
25. rpmH 50S ribozomal protein L34
26. ykgO B tipi 50S ribozomal protein L36
27. rplu 50S ribozomal protein L21
28. rpmA 50S ribozomal protein L27

rpsG geni, ribozom baglanmasinda ve iglevinde 6dnemli olan 30S ribozomal alt
birim S7 proteinini kodlar (NCBI). Translasyonel geri bildirim baskilayict olarak gorev
alan S7 proteini hem kendi sentezini hem de diger ribozomal proteinlerin sentezi ve
modifikasyonunu diizenler. Ribozomal proteinlerin sentez ve modifikasyonundan
sorumlu bir diger gen dizisi ise rplR,
rplO, rplX, rpsH, rplL, rlpN, rpsQ, rpsN, rplF ve rpsl’dir Sekil 4.19°da bu gen dizisinin
operonu gosterilmektedir. Saccharomyces cerevisiae ile yapilan ¢alismalarin ¢cogunda bu
ribozomal genlerin ifade degisiklikleri veya bu genlerin baskilanmalar1 cevresel
streslerden kaynaklidir. Ribozomal genlerdeki bu ifade diisiikliigli ve baskilanma
hiicrenin kendini korumaya almasi ve biiyiime durumunun adaptasyonunda rol alan

genlerin ifade artigindaki harcanan enerjiyi yeniden diizenledigini kanitlar (Stintzi, 2003).
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psQ w plX rplE psN rpsH ‘ rplF ‘ rpIR ‘ rpsE rp"b plO

Sekil 4.19 Ribozomal proteinlerin sentez ve modifikasyonundan sorumlu genlerin operon dizisi

fusA, protein sentez uzama faktori-G'yi (EF-G) kodlayan bir gendir (NCBI).
Protein sentez uzama faktorii G'nin (EF-G)’nin islevini engelleyerek bakteriyel protein
sentez inhibisyonunu saglayarak gram-pozitif enfeksiyonlara karst antibiyotik rol
oynayan fusidik asittir (Besier vd., 2003). RSKD131 _RS11550, RSDK131_ RS07375,
RSDK131 RS11560, RSDK131 RS11545, hydA ve preA genlerinin transkripti ise N2
kosulunda yiiksek ifade edilmektedir (LogFC degeri pozitif ve P degeri anlamlidir). Bu
analiz sonucu genler arasindaki farkliliklar, organizmanin azot kaynaklarina gore nasil

adapte oldugunu ve enerji kaynaklarini nasil optimize ettigini ortaya koymaktadir.

4.5.4.2. DGE Karsilastirma 2

Karsilastirma 2 i¢inde yapilan analize gore 391 adet gende anlamli (FDR<0.05)
ekspresyon artigi; 439 adet gende anlamli (FDR<0.05) ekspresyon diisiisii tespit
edilmektedir. Asagida bulunan Tablo 4.10°da farkli genlerin ifade seviyelerinin Glutamat
ve NHs kosullarinda nasil degistigini ve bu degisimlerin istatistiksel anlamliligini

gosteren 15 gene yer verilmektedir.
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Tablo 4.10 FDR ile diizeltilmis P degerine gore en anlamli degiskenlik gosteren 15 gen (Glutamat-NH4)

Gen ve

Transkript Glutamat’ NH4" LogFC’ P Degeri FDR’
- 4.25 (£2.3) 0.05 (+0) -5.63 2.51 x 1077 3.33x107*
PqqE 0.3 (+0.2) 4.86 (+0.1) 4.67 A 3.31x1077 3.33x107*
cybH 5.36 (+2) 0.51 (£0.1) -2.80 417 x 1077 3.33x 107
pagB 1.42 (+0.8) 34.57 (+6.3) 5.27 A 1.48 x107° 8.89x107*
- 4.28 (£2.9) 0.07 (+0) -5.30 2.84 x 107° 1.26 x 1073
pqqC 0.4 (+0.3) 8.18 (+1.9) 5.04 A 3.20x107° 1.26 x 1073
- 0.01 (x0) 0.57 (+0.1) 5.75 A 3.69x10°° 1.26 x 1073
carB 1.99 (+0.5) 0.31 (+0) -2.10 4.80x107° 1.36x 1073
- 2.32(+0.9) 0.32 (+0.1) -2.27 5.11x107° 1.36x1073
N 1.83 (+0.6) 0.24 (+0.1) -2.36 6.86 x 107° 1.52 x 1073
preA 0.81 (+0.2) 2.16 (+0.2) 1.98 A 7.27 x 1076 1.52 x1073
- 0.22 (+0.1) 0.92 (+0.2) 2.63 A 7.63x 107° 1.52x107%
- 0.57 (+0.2) 1.68 (+0.1) 214 & 9.08 x 107° 1.67 x 1073
- 0.15 (+0) 0.53 (+0.1) 2.35 4 1.11 % 107° 1.90 x 1073
cobD 0.22 (+0.1) 0.91 (+0.1) 2714 1.32x 1075 1.95 x 1073

PggE, pqgB, pqqC gibi genler pirrologquinolin kinon (PQQ) biyosentezinde gorev
alabilmektedir. PQQ, hiicrede bir kofaktor olarak gorev yapar ve oksidatif stres yanitinda
rol oynamaktadir. NHs kosulunda yiiksek ifade seviyesine sahiptir (LogFC degeri
pozitif). Bu genler, hiicrede enerji tiretimine de katkida bulunmaktadir (Keseler vd.,
2021). RSKD131_RS08835 ve cybH genleri ise Glutamat kosulunda daha yiiksek ifade
seviyesine sahiptir (LogFC degeri negatif). cybH geni sitokrom b ile iligkilidir ve Ni/Fe-
hidrojenaz da rol oynamaktadir (J. Hu vd., 2023). Glutamat kosulunda yiiksek ifade
edilmesi ise bu geni daha aktif kullandigin1 gostermektedir.

carB geni ise karbamoil fosfat sentazin bir alt birimini kodlamaktadir ve azot
metabolizmasinda rol oynamaktadir. carB genin dongiisii sekil 4.20°de gosterilmistir
(Cereibacter sphaeroides KD131; KCTC 12085 carB, t.y.). Glutamat kosulunda daha
yuksek ifade edilmesi, hiicrenin bu ortamda azot metabolizmasin1 aktif olarak
stirdiirdiigiinti gostermektedir. NH4 kosulunda ise daha az ifade edilmektedir. Cilinkii NH4
kosulunda amonyum serbest bir halde bulunmaktadir. carB genine ihtiya¢ yoktur bu

yiizden ifade seviyesi daha diistiktir.
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Sekil 4.20 carB geninin dongiisii

cobD geni treonin-fosfat dekarboksilaz da goérev almaktadir (NCBI). C.
sphaeroides gibi fotosentetik bakterilerde olmak tizere ¢esitli metabolik siirecler igin
gerekli olan kobalamin (B12 vitamini) biyosentez yolunun bir parcasidir (Tavares vd.,
2019). cobD geni, Glutamata kiyasla NHs kosulunda daha yiiksek ifade seviyesine
sahiptir (LogFC degeri pozitif). Tabloda P degeri ve FDR degerleri oldukga diisiik olan
birgok gen bulunmaktadir. Bunlara 6rnek RSKD131_RS08835, pgqE ve cybH genleridir.

Bu da gozlemlenen farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gdstermektedir.

4.5.4.3. DGE Karsilastirma 3

Karsilagtirma 3 iginde yapilan analize gore 292 adet gende anlamli (FDR<0.05)
ekspresyon artisi; 234 adet gende anlamli (FDR<0.05) ekspresyon diislisii tespit
edilmektedir. LogFC degeri, P degeri ve FDR degeri gibi istatistiksel anlamlilik
gostergeleri de verilmektedir. Tablo 4.11°de farkli genlerin ifade seviyelerinin N2 ve NH4
kosullarinda nasil degistigini ve bu degisimlerin istatistiksel anlamliligini gosteren 15

gene yer verilmektedir.
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Tablo 4.11 FDR ile diizeltilmis P degerine gore en anlamli degiskenlik gosteren 15 gen (N2-NH.)

Gen ve )
Transkript N2 NH4" LogFC’ P Degeri FDR’
- 3.11 (+0.7) 0.05 (+0) 6.18 A 8.21x107° 1.61x107°
rsxC 0.82 (£0.2) 0(=0) 7.35 A 2.07 x 1078 1.61x107°
- 1.93 (+0.5) 0.01 (+0) 8.22 A 2.71x 1078 1.61x107°
cybH 6.63 (£1.4) 0.51 (+0.1) 4.05 A 3.40 % 1078 1.61 %1078
rsxG 1.86 (+0.4) 0.01 (+0) 7.72 A 3.83x10°8 1.61x107°
N 1.91 (x0.3) 0.07 (x0) 5.18 A 4.04x1078 1.61x107°
nifN 0.57 (+0.1) 0 (+0) 7.54 A 5.19 x 1078 1.77 x 1075
nifs 0.86 (+0.1) 0.01 (0) 612 A 1.49 x 1077 3.58 x 1075
N 2.33 (x0.5) 0.02 (x0) 7.29 A 1.59x 1077 3.58x107°°
nify 1.44 (+0.3) 0.01 (+0) 6.92 & 1.64 x 107 3.58 % 1075
nifB 0.64 (£0.2) 0.02 (0) 5.06 A 1.65 x 1077 3.58 x 1078
N 0.52 (+0.1) 0.02 (0) 512 A 3.43x1077 6.84 x 107°
B 15.28 (+3.2) 3.4(0.2) 252 A 4.35x1077 8.01x107°
nifD 31.82 (+6.3) 0.06 (+0) 9.34 A 5.01 %1077 8.12 x 1075
nifx 4.41 (£1.2) 0.01 (0) 8.67 A 5.09 x 107 812 %1075

RSKD131_RS08835, RSKD131_RS164050 ve RSKD131_RS164100 genleri NHa
kosulunda ¢ok daha diisiik ifade seviyesine sahiptir (neredeyse sifir). Bu genlerin NH4
kosulunda diisiik ifade edilmeleri, hiicrenin bu kosullarda azotla ilgili dongiilere daha az
katildigin1 gostermekteyken Nz kosulunda ise oldukg¢a yiiksek ifade seviyelerine
sahiptirler. Bu durum, bu genlerin N2 kosulunda azot fiksasyonuna veya azotla ilgili
dongiilere katildigini ifade edebilmektedir.

nif genleri (6rn. nifN, nifS, nifV, nifB, nifD, nifX), azot fiksasyonunda rol
oynamaktadir. Azot fiksasyonu, azot gazinin biyolojik olarak kullanilabilir forma
(6rnegin; amonyum) doniistiiriilmesidir (Hoffman vd., 2014). N2 kosulunda yiiksek ifade
seviyeleri, hiicrenin bu kosullarda azot fiksasyonu yapma gereksinimini yansitmaktadir.
Genlerin sekil 4.21°de operon dizisi verilmektedir. Bu genler, azot kaynaginin N2 oldugu
kosullarda daha aktif hale gelmektedir. Ornegin, dinitrogenaz proteininin a alt birimini
kodlayan nifD geninin N2 kosulunda 31,82 (+6.3) ifadesi goriilmektedir. nif gen ailesine
ait genlerin NHs kosulunda ifade seviyelerinin sifira yakin ya da ¢ok diisiikk oldugu
goriilmektedir. Ornegin, nifS ve nifV genlerinin NHs ortaminda neredeyse hig ifade
edilmemektedir. Bu durum, NHs ortaminda azot fiksasyonuna gerek olmadigini ve

organizmanin bu siireci durdurdugunu gostermektedir.
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Sekil 4.21 nif genlerinin operon dizisi

Tabloda tiim genler i¢in P degeri ve FDR degeri oldukca diisiiktiir. Bu,
gozlemlenen gen ifade degisimlerinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermektedir. Omegin, RSKD131_RS16410 geninin FDR degeri 1.61 x 10, nifD
geninin FDR degeri 8.12 x 10~’tir. Bu diisiik FDR degerleri, gen ifadelerinin NH4 ve N2
kosullar1 arasindaki farkinin giivenilir ve anlamli oldugunu gostermektedir. Azot
kaynaginin bol oldugu NH4 ortaminda enerji gerektiren azot fiksasyonu gibi siirecler ve
bu siireglerin gen ifadeleri baskilanmaktadir. Bu genlerin baskilanmasi, hiicrenin enerji
tasarrufu sagladigin1 ve dogrudan NHy kullanimina gecis yaptigim1 gostermektedir. N2
kosulunda ise hiicreler, azot gazini kullanabilmek i¢in azot fiksasyonu genlerini aktive

etmektedir.

4.5.5. Diferansiyel gen ekspresyonunun volkan grafigi

Diferansiyel gen ekspresyonunun volkan grafigi, t-testi ve katlama degisiminde
meydana gelen degisiklikleri 6zetlemek icin kullanilan bir grafiktir. Volkan grafigi, y
ekseninde p degerinin negatif logaritmas1 bulunurken x ekseninde iki kosul arasindaki
katlama degisiminin logaritmasinin ¢izilmesiyle olusturulur. ifade olan her bir gen icin
grafikte katlama degisimini ve t-istatistiklerini temsil eden noktalar vardir (Kuyuk &
Ercan, 2017).

4.5.5.1. N2’nin Glutamat ile karsilastirilmasi

Sekil 4.22°de, Volkan grafigi kullanilarak N2 ve Glutamat karsilastirmasi sonucu

diferansiyel gen ekspresyonu gosterilmektedir.
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Sekil 4.22 Karsilastirma 1 icin en anlamli degiskenlik gosteren genlerin volkan grafigi gosterimi

X ekseni (log Katlama Degisimi) iki kosul (N2 ve Glutamat) arasindaki gen
ifadesindeki degisimin biytikligiini gostermektedir. Soldaki genler asagi (down)
diizenlenen genleri (negatif katlama degisimi) yani genin baskilandigini ve sagdaki
genlerin yukari (up) regiile (pozitif katlama degisimi) edildigini gosterir. Y ekseni, FDR
degerinin (False Discovery Rate) p-degerine gore diizeltilmis anlamlilik seviyesini ifade
eder. Y eksenindeki bir nokta ne kadar diisiikse sonug istatistiksel olarak o kadar
anlamlidir. Yani bu eksende daha yukarida yer alan noktalar daha anlamli sonuglara isaret
eder. 0,05 FDR'deki noktali ¢izgi ise istatistiksel anlamliligin esigini gostermektedir.

Karsilastirma 1 i¢in volkan grafigi, N2> ve Glutamat karsilastirmasinda iki kanat
seklinde dagilan genlerin anlaml bir sekilde ekspresyon degisimi meydana gelmistir ve
bu genlerden bazilarmin yukari (up) regiile edildigini (log fold change > 0) ya da
baskilandigini (log fold change < 0) ortaya koymaktadir. Grafikte 0.05 orta noktanin {ist
tarafinda bulunan kirmizi noktalar istatistiksel olarak anlamli farklilik gdsteren genleri
(FDR < 0.05) temsil ederken siyah noktalar anlamli olmayan genleri géstermektedir.

rpsQ (30S), rpIN (50S) ve rpsN (30S) genleri ribozomal proteinlerin tiretimiyle
ilgili genlerdir. Bu genler hiicrede protein sentezi i¢in gerekli olan ribozomlarin yapisal
bilesenlerini olusturmaktadir (NCBI). Ozellikle ribozomun kiigiik (30S) ve biiyiik (50S)
alt birimlerini olusturan proteinleri kodlamaktadir (Stintzi, 2003) ve bu genler grafigin

iist kisminda bulunan kirmizi noktalar arasindadir ve anlamli degisim gosteren genler
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arasindadir. preA geni ise NAD'ye bagimli dihidropirimidin dehidrojenaz alt biriminde
gorev almaktadir (NCBI). Baz1 bakterilerde iki bilesenli sinyal sistemleriyle iligkili bir
gendir ve periplazmik baglayici bir protein kodlamaktadir (B. Yang vd., 2019). Bu
genlerin yukar1 (up) veya asagi (down) regiile edilmesi hiicrenin glutamat ortaminda
verdigi yanitin bir gostergesidir. Ribozomal genlerdeki degisim protein iiretim

kapasitesini etkileyebilmektedir.

4.5.5.2. NHz’iin Glutamat ile karsilastirilmasi

Sekil 4.23’te bir Volkan grafigi kullanilarak NHs4 (amonyum) ve Glutamat

karsilastirmasi sonucu diferansiyel gen ekspresyonu gosterilmektedir.
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Sekil 4.23 Karsilastirma 2 i¢in en anlamli degiskenlik gosteren genlerin volkan grafigi gosterimi

Bu volkan grafigi, NHs ve Glutamat kosullar1 arasinda belirli genlerde anlamli
ekspresyon degisiklikleri oldugunu gostermektedir. cybH geni, Ni/Fe-hidrogenaz
sitokrom b proteinini kodlamaktadir (NCBI). Sitokrom b proteinleri, elektron tagima
zincirinde yer alarak hiicresel solunumda rol oynamaktadir. Hiicresel solunumda enerji
tretimi  saglandigindan cybH genindeki ekspresyon degisiklikleri hiicrenin enerji

metabolizmasinda bir farklilik oldugunu gostermektedir (J. Hu vd., 2023). NH4 ile
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Glutamat kosullarinda farkli cybH gen ekspresyonu bu iki kosulun enerji ihtiyact veya
enerji Uretim siireglerinde farklilik olabilecegini ifade etmektedir.

pPqgE ve pggB genleri, pirin-kinon (PQQ) biyosentezinde gorev alan genlerdir.
PQQ, baz1 bakterilerde redoks reaksiyonlarinda koenzim olarak islev goérmektedir.
Hiicrelerin oksidatif strese karsi korunmasina ve metabolik siireclerin diizenlenmesine
yardimci olabilmektedir (Keseler vd., 2021). pqqE ve pggB genlerinin yukari (up) regiile
edilmesi yani bu genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler NH4 ve Glutamat
kosullar1 arasinda farkli enerji metabolizmasi ve oksidatif strese karsi yanit gibi temel

hiicresel siireglerde farkliliklar oldugunu diisiindiirmektedir.

4.5.5.3. N2’nin NH4 (amonyum) ile karsilagtirilmasi

Sekil 4.24’te bir Volkan grafigi kullanilarak N> ve NHs (amonyum)

karsilagtirmasi sonucu diferansiyel gen ekspresyonu gosterilmektedir.
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Sekil 4.24 Karsilastirma 3 i¢in en anlaml degiskenlik gosteren genlerin volkan grafigi gosterimi

cybH geni, bir onceki grafikte de belirtildigi gibi Ni/Fe-hidrogenaz sitokrom b
proteinini kodlamaktadir ve hiicresel solunumun bir parcasi olan elektron tasima
zincirinde gorev almaktadir (J. Hu vd., 2023). cybH geninde gozlenen diferansiyel
ekspresyon hiicrenin N2 (azot) ve NHs (amonyum) kosullar1 arasindaki farkli enerji

ihtiyaclarma veya metabolik tepkilerini gostermektedir. Bu genin yukar1 (up) regiile
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edilmesi, NHs kosulunda hiicrenin daha fazla enerji iiretme gereksinimi oldugunu
gostermektedir.

rsxC ve rsxG genleri ise elektron tasima kompleksinin alt birimi olup oksidatif
stres kosullarinda redoks dengesini korumaya yardimci olan Rsx kompleksinin
parcalarindandir. Rsx kompleksi, elektron transferi ve redoks dengesi ile
iliskilendirilmektedir (Ham & Park, 2023). Bu genlerdeki ekspresyon artigi, hiicrenin
NHs kosuluna yanit olarak oksidatif strese karsi ¢ikmak i¢in redoks mekanizmalarini
aktive ettigini diistindlirmektedir. NH4 ortami, hiicrede oksidatif strese neden olabilir ve
hiicrelerin bu kosula uyum saglamak igin rsxC ve rsxG genlerinin ekspresyonunun daha
fazla aktive etmesi gerekebilmektedir. Ozetleyecek olursak cybH genindeki yukari (up)
regiilasyon, hiicredeki enerji ihtiyacinin arttigin1 veya enerji metabolizmasinda
diizenleme oldugunu gosterir iken rsxC ve rsxG genlerindeki artis ise oksidatif stres

kosullarina kars1 adaptif bir yanit olarak degerlendirilebilmektedir.

4.5.6. Diferansiyel ekspresyon

Diferansiyel ekspresyon analizinde farkli kosullar altinda ya da farkli gruplar
arasinda genlerin ifade diizeylerinde meydana gelen degisikliklerin karsilagtirilmasi,
farkli genlerin ekspresyonlarindaki artis veya azalisin analizi ve kiimeler arasinda
olusabilecek farkliliklar1 ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan biyoinformatik yontemlerden
birisidir. Bu analiz sonucu ile farkli gen gruplarinin ya da farkli genlerin gelisim
asamalarina veya ¢evresel etkenler gibi faktorlere bagli olarak ifadelerinde ne kadar ve
ne gibi degisikliklerin oldugunu belirlemede yardimei olmaktadir (Khozyainova vd.,
2023).

4.5.6.1. Karsilastirma 1 icin diferansiyel ekspresyon
Sekil 4.25 i¢inde, en diisiik FDR degerine sahip 3 genin normalize edilmis okuma

degerlerine gore dagilimlar1 gosterilmektedir. Normalize edilmis okuma degerleri, ilgili

genin ekspresyonunu gosteren dolayli paramatrelerdir.
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Sekil 4.25 Karsilastirma 1 icin en anlamli degiskenlik gdsteren 3 genin normalize edilmis okuma

dagilimlari

Bu grafik, Glutamat ve N2 arasindaki en anlamli ii¢ genin (rpIN, rpsQ ve
RSKD131_RS11550) Transkript Milyon Basina (TPM) ekspresyon seviyeleri kutu
grafikleriyle gosterilmektedir. Her kutu grafigi belirli bir gen i¢cin TPM dagilimini temsil
etmektedir. Her kutu grafigi, genin bir gruptaki ekspresyon seviyelerinin medyani, ¢eyrek
dilimleri ve ug degerlerini ortaya koymaktadir.

rpIN geninin Glutamat kosulunda ekspresyon seviyesi, oldukga yiiksek ifade
edilmektedir. Kutu grafigindeki iist ve alt sinirlar gen ekspresyonundaki varyasyonunu,
ortadaki kalin ¢izgi ise genin medyan ekspresyon seviyesini gostermektedir. Ustte ve altta
bulunan kuyruklar daha yiiksek ve daha diisik TPM degerlerini temsil etmektedir.
Kirmizi noktalar, veri setindeki Ornekleri ve u¢ degerleri gostermektedir. rpIN geni,
Glutamat kosulunda stabil ve yiiksek bir ekspresyon profiline sahiptir. rpIN geninin
Glutamat ortaminda yiiksek ekspresyon gostermesi bu genin Glutamat metabolizmasiyla
veya Glutamata bagli siireglerle ilgili olabilecegini diistindiirtmektedir. Kutu grafigindeki
genis aralik ve medyan degeri genin bu ortamda stabil ve tutarli bir sekilde ifade edildigini
gostermektedir. rpIN geninin N2 kosulunda ekspresyon seviyesi sifira yakin veya ¢ok
diisiik seviyelerde gozlemlenmektedir. Kutu neredeyse yok denecek kadar kiigiiktiir ve

medyan neredeyse sifirdir. rpIN geninin N2 kosulunda ekspresyon diisiikliigii bu ortamda
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genin neredeyse hic¢ ifade edilmemesi genin bu kosulda gereksiz veya baskilanmig
oldugunu gostermektedir.

rpsQ geninin Glutamat kosulunda ekspresyon seviyesi, rpIN genine gore de daha
yuksek seviyelerdedir. Bu durum, genin bu kosul altinda oldukca aktif oldugunu
gostermektedir. Bu genin de Glutamat kosulundaki medyan degeri oldukga yiiksektir.
Varyasyonlar1 ve kutu grafigindeki genis aralik, genin ekspresyonunda ornekler arasinda
baz1 degisikliklerin nasil farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir. Kirmizi noktalar bu
grafikte de u¢ degerleri temsil etmektedir ve glutamat kosulundaki belirli 6rneklerin
yiiksek TPM degerlerine sahip oldugunu gostermektedir. Bu genin medyani, grafigin st
ve alt sinirlari arasinda dengeli bir dagilim gosterir bu da ekspresyonun tutarliligini ifade
etmektedir. rpsQ geninin N2 kosulundaki ekspresyon seviyesi Glutamat kosuluna gére
yine diisiik seviyededir ve neredeyse medyan sifirdir. Bu da rpsQ geninin N2 kosulunda
baskilandigint veya aktif olmadigini gostermektedir. Glutamat kosuluna gore N>
kosulunda ki bu diisiik ekspresyon seviyesi bu genin ortamda ihtiya¢ olmamasi veya
genin baskilandigini gostermektedir.

RSKD131_RS11550 geninin Glutamat kosulunda ekspresyon seviyesi, diger iki
gene kiyasla daha diisiik bir ekspresyon seviyesine sahiptir. Fakat yine de glutamat
kosulunda anlamli bir fark gézlemlenmektedir ve genin ekspresyonu belirli bir seviyede
devam etmektedir. Glutamat kosulundaki kutu grafigi daha dar ve genel aralig1 temsil
etmektedir. Diger iki gene gore bu genin Glutamat ortamindaki ekspresyonu daha
disiiktiir fakat yine de Glutamat kosulunda var oldugu anlamina gelmektedir.
RSKD131_RS11550 geninin N2 kosulunda ekspresyon seviyesi yine cok diisiik
seviyededir. Kutu ve medyan ¢izgi olduk¢a asagida ve az varyasyon gdstermektedir. Bu
da RSKD131_RS11550 geninin N2 kosulunda baskilandigin1 veya aktif olmadigini
gostermektedir.

Tim genlerde Glutamat kosulu, N2 kosuluna kiyasla ¢ok daha yiiksek TPM
degerlerine sahiptir. Bu sonuc¢lar Glutamat kosulunda, bu genlerin ekspresyonunda artig
meydana gelirken N2 kosulunda ise bu genlerin ekspresyonu baskilanmaktadir. Genlerin
Glutamat kosulunda aktif ancak N2 kosulunda pasif olmasi bu genlerin Glutamat
metabolizmasinda veya bu metabolizma ile iliskili siireglerde gorev aldigim
diisiindiirtirken, N2'nin bu genlerin ekspresyonunu baskilamast bu genlerin N>
kosullarina adaptasyon saglamadigini veya bu ortamda islevsel olarak gerekli olmadigini

diistindiirmektedir.
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Sekil 4.26 i¢inde, en diisiik FDR degerine sahip 3 genin normalize edilmis okuma

degerlerine gore dagilimlar1 gosterilmektedir. Normalize edilmis okuma degerleri, ilgili

genin ekspresyonunu gosteren dolayli paramatrelerdir.
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Sekil 4.26 Karsilastirma 2 icin en anlamli degiskenlik gdsteren 3 genin normalize edilmis okuma

dagilimlari

Bu grafikte, cybH, pgqE ve RSKD131 RS08835 genlerinin Glutamat ve NH4

gruplarindaki Transkript Milyon Basma (TPM) ekspresyon seviyelerinin dagilimi

gosterilmektedir. Her gen igin kutu grafikleri, genlerin ekspresyon seviyelerinin

medyanini, ¢eyrek dilimlerini, varyasyonunu ve ug¢ degerleri gostermektedir.

cybH geninin Glutamat kosulunda ekspresyon seviyesi yiiksek ifade edilmektedir.

Glutamat grubundaki medyan degeri genin bu kosulda ortalama ekspresyon seviyesinin

yiiksek oldugunu gostermektedir. Medyan ¢izgisi ise genin ekspresyonunun orta seviyede

yogunlagtigini belirtmektedir. Kutunun genisligi, genin ekspresyon seviyelerinde

ornekler arasindaki varyasyonu gostermektedir. Grafikteki kirmizi noktalar u¢ degerlerdir

ve standart dagilimin disinda kalan yiiksek veya diisiikk degerleri ifade etmektedir. cybH

geninin NHas kosulunda ekspresyon seviyesi, olduk¢a diisiiktiir hatta medyan neredeyse
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sifira yakindir. Bu da cybH geninin NHs kosulunda aktif olmadigini veya baskilandigini
gostermektedir.

PggE geninin NHa4 kosulunda ekspresyon seviyesi yiiksektir ve kutu grafigi dar bir
aralik gostermektedir. Bu durum genin bu grup i¢indeki ekspresyon seviyelerinin daha az
degiskenlik gosterdigini yani 6rnekler arasinda daha homojen bir ekspresyon oldugunu
gostermektedir. pqqE geni, Glutamat ortaminda belirgin bir ekspresyon gdosterir ancak
cybH genine gore daha az varyasyon gostermektedir. pgqqE geninin glutamat kosulunda
ekspresyon seviyesi oldukea diisiik olup medyan ¢izgisi oldukca asagidadir ve medyan
degeri ise sifira yakindir.

RSKD131 RS08835 geninin Glutamat kosulunda ekspresyon seviyesi diger
genlerden biraz daha farklidir. Medyani yiiksektir fakat kutu grafigi diger genlere gore
daha genis bir aralik gostermektedir. Bu da 6rnekler arasinda ekspresyonun daha fazla
degiskenlik gosterdigini ifade etmektedir. Genin yiiksek varyasyonu ise bazi 6rneklerde
cok yiiksek ekspresyon seviyelerine ulasirken digerlerinde daha diisiik seviyelerde
gozlemlenmektedir. RSKD131_RS08835 geninin NH4 kosulunda ekspresyon seviyesi ise
diger genlerde oldugu gibi bu kosulda da oldukga diisiiktiir ve neredeyse sifira yakindir.
Kutu grafigi dar ve sifira yakin bir medyan gostermektedir. Bu da RSKD131_RS08835
geninin NHs kosulunda diisikk ekspresyon seviyesine sahip oldugunu veya aktif
olmadigini géstermektedir.

Bu analiz, genlerin Glutamat ve NHs4 kosullar1 altindaki farkli ekspresyon
seviyelerini net bir sekilde ortaya koymakta ve Glutamat grubunun gen aktivitesini
Oonemli Olclide artirdigint gostermektedir. Ayrica iki genin Glutamat ortaminda aktif
olmas1 Glutamatin hiicresel agidan énemli oldugunu gosterir. NH4 ortaminda bu genlerin
ekspresyonunun diisiik olmas1 amonyumun bu genlerin aktivasyonunu desteklemedigini

veya genlerin NHs varliginda baskilandigint gostermektedir.

4.5.6.3. Karsilastirma 3 icin diferansiyel ekspresyon

Sekil 4.27°de, RSKD131_RS08835, RSKD131_RS16410 ve rsxC genlerinin N2 ve
NH4 kosullarinda Transkript Milyon Basma (TPM) ekspresyon seviyelerinin dagilimi
gosterilmektedir. Grafik, genlerin farkli kosullardaki ekspresyon seviyelerini
karsilagtirarak genlerin hangi kosullarda daha aktif oldugunu veya baskilandigim

incelememize olanak saglamaktadir.
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Sekil 4.27 Karsilastirma 3 icin en anlamli degiskenlik gdsteren 3 genin normalize edilmis okuma

dagilimlari

RSKD131_RS08835 geninin N2 kosulundaki ekspresyonu ortalama 300 TPM
civarindadir. Medyani yiiksek ve kutu grafigi dar bir araliktadir. Bu da drnekler arasinda
nispeten homojen bir ekspresyon gosterir ve ekspresyonun homojen olmasi genin stabil
ve kontrollii bir sekilde oldugunu gostermektedir. Homojen ekspresyon, ornekler
arasindaki varyasyonun diisiik oldugunu ifade etmektedir. Grafikte goriilen kirmizi
noktalar N2 kosulunda gézlemlenen bazi ug degerlerdir. RSKD131_RS08835 geninin NHa
kosulundaki ekspresyon seviyesi ise oldukca diisiiktiir. Kutu grafigi ve medyan ¢izgisi
neredeyse sifira yakindir. Bu durum RSKD131 RS08835 geninin NHs4 varliginda
diizenleyici mekanizmalar tarafindan baskilandigin1 veya inaktif hale getirildigini
gostermektedir.

RSKD131_RS16410 geninin N2 kosulunda ekspresyon seviyesi, 200 TPM
civarinda ortanca bir degere sahiptir ve kutu grafigi genis bir aralig1 kapsar. Kutunun daha
genis olmasi bu genin N2 ortaminda daha degisken bir ekspresyon sergiledigini ve
ornekler arasinda daha biiyiik farkliliklar oldugunu gostermektedir. Grafikte bazi ug
degerler mevcuttur u¢ degerlerin varligi1 bazi 6rneklerde genin daha yiiksek veya daha
diisiik ekspresyon gosterdigini ifade etmektedir. Kirmizi noktalar da bu kosulda genin
baz1 Orneklerde normalden daha yiiksek veya diisiik degerlere sahip olabilecegini

desteklemektedir. RSKD131_RS16410 geninin NHs kosulunda ekspresyonu oldukca
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diisiiktiir ve diger genlerde oldugu gibi RSKD131 RS16410 geninin de medyan degeri
sifira yakindir. Bu durum bu genin NHg kosulunda baskilandigini ya da aktif olmadigini
belirtmektedir.

rsxC geninin N2 kosulunda ekspresyon seviyesi olduk¢a diisik (75 TPM
civarinda) olmasina ragmen kutunun dar araligi, 6rnekler arasindaki varyasyonun az
oldugunu ve genin nispeten homojen bir sekilde ifade edildigini gostermektedir. Grafikte
kirmizi u¢ degerler bulunmaktadir fakat bu degerler oldukca yakin olup genelde
ekspresyon seviyeleri gozlenmektedir. rsxC geninin NHs kosulunda ekspresyonu
neredeyse sifira yakindir. Bu rsxC geninin NHs kosulunda fonksiyonunun baskilandigini
veya inaktif hale geldigini gostermektedir.

Her iic gen de N2 kosulunda daha yiiksek ekspresyon seviyelerine sahiptir.
RSKD131_RS08835 geninin N2 kosulundaki ekspresyonu daha homojen ve yiiksek iken,
RSKD131_RS16410 geninin ekspresyonu daha degisken bir yap1 sergilemektedir. rsxC
geninin N2 kosulundaki ekspresyonu ise daha diisiik seviyede ve daha sabit bir yapiya
sahiptir. NHs kosulunda ise bu genlerin ekspresyonu oldukga diisiiktiir. Bu durum, bu ii¢
gen i¢inde N2 kosulunda gen aktivitesini artirdigimi ve NHs4 kosulunda ise gen
ekspresyonunu baskiladigini géstermektedir. N2'nin gen ekspresyonunu artirdigi, NHg'tin
ise bu genlerin baskilanmasina yol actig1 gézlemlenebilmektedir. Bu genler, N2> ve NH4
gibi nitrojen kaynaklarina bagli metabolik siire¢lerin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
N2'nin varliginda genlerin aktif hale gelmesi bu genlerin nitrojen metabolizmasina dahil

oldugunu gostermektedir.

4.6. U¢ Farkh Kosulda Cogaltilan Cereibacter sphaeroides’ten nifH Ekspresyon

Analizi

Bu tez kapsaminda ii¢ farkli azot kosulunda (glutamat, N2 ve NH4) ¢ogaltilan C.
sphaeroides 0.U.001°de bulunan nifH geninden gen ekspresyon analizi yapilmistir. nifH
geni C. sphaeroides’te bulunan Mo-nitrojenaz enziminin alt birimi olan Fe-Proteini
kodlayan bir gendir. Hiicrede nitrojenaz enziminin yiiksek ifade edilmesi gen
ekspresyonunun da yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu calismada ise farkli azot
kaynaklarinda ¢ogaltilan bakterinin nitrojenaz enzimi tizerindeki gen ifade diizeylerinde
meydana gelen degisim aragtirilmistir. Kantitatif PCR (qPCR) ile gen ifade analizi
yapilmistir. Gen ifade analizi nifH geni referans gen (housekeeping gene) olan 16S

2-AACT

rRNA’ya oranlanarak yapilmistir. Gen ifade analizi sonrasi yontemi kullanilarak
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hesaplanmistir. 22T yontemi ile her bir kosula ait nifH gen ifadesi hem referans gene
gore hem de kontrol grubuna gore oranlanarak hesaplanmistir.

qPCR sonuglarma gére gen ekspresyon seviyeleri (244CT) {i¢ farkli azot
kaynagindan (glutamat, N2 ve NH4) deneysel olarak incelendi. Sekil 4.28°de nifH geninin
ekspresyonunun glutamat kosuluna kiyasla N2 kosulunda 1,5 kat bir artig gosterdigi tespit
edildi. Sekil 4.29’a gore nifH geninin ekspresyonu glutamat kosuluna kiyasla NHs
kosulunda 0,01 kat degisim meydana geldigi tespit edildi. Bu, gen ekspresyonunun
baskilandigin1 ve neredeyse hig¢ aktif olmadigini géstermektedir. NH4 burada negatif bir
diizenleyici olarak rol almistir. Sekil 4.30°da ise nifH geninin ekspresyonu NHs kosuluna
kiyasla N2 kosulunda 150 kat bir artis gosterdigi tespit edildi. qPCR sonuglart ile
transkriptom analizi sonuglar1 birbirlerini destekleyici nitelikte bulundu. Transkriptom
analizi sonucu ve gPCR analiz sonuglarina gére nitrojenaz enzim sisteminde rol alan
genler ortamda bulunan azot kaynagina gore degisiklik gostermektedir. Glutamat
ortaminda daha nétr bir sekilde ifade seviyesi bulunurken N2 ortaminda bu genler yukari
regiile halde NH4 kosulunda ise ortamda kullanima hazir bir N kaynagi bulundugu i¢in
nitrojenaz enzimine gerek olmamaktadir ve bu ylizden NHy4 kosulunda bu genlerin

ifadeleri baskilanmaktadir veya asagi regiile edilmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Bu ¢alisma kapsaminda karbon kaynaklart i¢in malat kullanilirken azot kaynag:
olarak ti¢ farkli azot kullanilarak olusturulan kosullarda (glutamat, N> ve NHa4) cogaltilan
bakterilerden transkriptomik analiz ve transkriptomik analizi destekleyecek nitelikte
gPCR analizi yapilmistir. Calisma sonuglarimiz hipotezimizi destekler niteliktedir.
Diazotrofik kosullarda ¢ogaltilan C. sphaeroides’in azot fiksasyonunda gorevli genlerin
ifadeleri 6nemli Olclide artarken (up regulation=yukari diizenleme); NHa4’lii ortamda
cogaltilan bakterilerin azot fiksasyonunda rol alan genler ise asagi (down regulation)
diizenlemeyle sonug¢lanmistir. Protein kodlayan her bir genin ili¢ farkli kosuldaki
ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Besiyeri ortamina N> gazi verildiginde bakteriler N»
ile azot fiksasyonu yapacagi igin nitrojenaz enzim seviyesi artig gosterecektir. Boylece
bu hipotezi destekler sekilde nitrojenaz enziminin regiilasyonu ve nitrojenaz enzim
metabolizmasinda gorev alan genler ortaya ¢ikarilmistir. Nitrojenaz ortamda bulunan N>
gazint NH3s’e doniistiiriir ve kullanilabilir hale getirdigi i¢in ortama iiriin olarak dogrudan
NH4 eklendigi zaman bakteri ortamda hazir azotlu bilesigin (NH4) var oldugunu ve bu
sebepten nitrojenaz enziminin ¢aligsmasina/aktivitesine ihtiya¢ olmadigini algilayacaktir
ve enzim iretimi iizerinde bir represyon saglanilacaktir. Azot kaynagi olarak NH4’lin
kullanildig1 bu diizenekte, NH4’lin nitrojenaz enzim iizerindeki negatif regiilasyonu
hakkinda bilgi edinilmistir. Tez kapsaminda yapilan analiz ve deney sonuglar birbirine
paralellik gostermistir ve anlam olarak tutarlidir. Tez ¢aligmas1 kapsaminda yapilan
RNA-Seq tabanli transkriptom ¢aligmasi1 ayn1 kosullarda proteomik analiz sonuglari ile
birbirini tamamlayic1 nitelikte olacak ve biitlinciil bir sonu¢ ortaya c¢ikacaktir. Tez
calismast ile hem nitrojenaz enziminin regiilasyonu ve nitrojenaz enzim
metabolizmasinda gorev alan genler ortaya ¢ikarilmistir hem de NH4 metabolizmasinda

gorev alan genler ortaya ¢ikarilarak literatiire katki saglanmistir.
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5.2 Oneriler

v' Azot kaynagi olarak N2’nin kullanildigi kosullarda gen ifadesi yiiksek olan
genlerin promotor elementleri rekombinant DNA ¢alismalarinda kullanilabilir.

v N2’li kosulda nitrojenaz enzimleri daha ¢ok galigtig1 i¢in bakterileri 6nce N2’li
kosulda biiylitiip daha sonra hidrojen kosullarina gecirilip hidrojen iiretimi
tetiklenebilir.

v' C. sphaeroides’in azot fiksasyon kabiliyeti yiiksek oldugu i¢in diazotrofik
kosullarinda biiyiitiiliip giibre olarak kullanilabilir.
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