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OZET

Aerobakter aerogenes’te, Nen ve Heppel'in kurmus olduklar temellere dayanarak, os-
motik sok ger¢eklestirildi. Bu gokun, bakteri yapisindaki birtakim proteinleri serbestlestir-
digi, dier tarafta goka ugrams hicrelerde, mezo - inozitol transportunun belirgin olarak
diigtiifti saptandi.

GIRIS

Osmotik gok yéntemi, Gram (-) bakterilerde hiicre yiizeyine yakm bulu-
nan birtakim hidrolitik enzimlerin ve aktif transport igin gerekli faktérler olan
binding proteinlerin selektif olarak serbestlegtirilmesine olanak vermekte-
dir #8.9.10.11 Gram (-) bakterilerin dis zarn EDTA ile islem gordiiiinde,
kismi olarak bozulmakta ve ani bir osmotik degisiklik yaratildiginda, bakteri
proteinferinin %3,5 u ve 260 nm’de absorpsiyon yapan diger maddeler
serbestlesmektedir. Bu maddeler, sitoplazmadan degil, Gram (-) bakteri-
deki ig zar ile dig zar arasindaki periplazmik bosluktan agiga kmaktadirlar ¢,

Soka ugrayan hiicrelerin viabilitelerini korumalar, osmotik sok yéntemi-
nin en nemli dzelligidir !. Boylelikle osmotik soktan sonra hiicreler fizerinde
¢ahsmalar yapilabilmekte ve 8zellikle bakterilerde transport olay: iizerinde
aydmlaticr bilgiler elde edilebilmektedir.

Hayvanlarda ve mikroorganizmalarda bilyiune faktorii olan mezo - inozi-
tol, Aerobacter aerogenes hiicrelerine indiiktibl bir aktif transport mekaniz-
mast ile girmektedir 2.3, Cahsmamzin amaci, osmotik -sokun, Aerobacter
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aerogenes iizerine yaphia etkiyi, ortama serbestlegen protein diizeyi ve soka
ugramig hiicrenin mezo - inozitolii transport kapasitesindeki degisiklik yoniin-

den incelemelktir.

YONTEM VE GERECLER

9 . 3H mezo - inozitol, filtrasyon deneylerinde kullamlmak iizere NEN,
Dreivichenchain (Almanya)’dan temin edildi. Bakteri kiiltiirii igin Aerobac-
ter aerogenes’in Magasanik 1033 sugu kullanilda.

— Besi ortam:: 1 It su, 1 g NH,CL, 12,4 g KH,PO,, 200 mg MgSO,.
7H,0, 7,6 mg FeSO,.4H,0, 10 mg CaCl,, 13,6 g Na,PO,. 12H,0 ve 1 ml
oligoelement gbzeltisi igeren mineral ortam ile karbon kaynaf olarak 9%l lik
mezo - inozitolden olugmaktaydi.

Oligoelement ¢ozeltisi: (1 It su igin: MnSO,. H,0 (0,2 mg), (NH,) ¢Mo,0,,.
4H,0 (0,64 mg), CuSO, (0,12 mg), CoCL,. 6H,0, (0,2 mg) ve ZnS0,. TH,0
(0,22 mg).

— Sterilizasyon, Webeco tipi otoklavda, A P : 1, 4 de yapildi. Mineral
ortam ve mezo - inozitol i¢in aym siirelerde (1 saat ve yarim saat) sterilizas-
yon uygulandi.

— Bakteri kiiltiirii, 1 It lik erlende bulunan ortama sug inokiilasyonundan
sonra, 30°C’de, acrobik sartlarda dakikada 250 -270 devirde 16 - 20 saat
galkalamak suretiyle elde edildi. Bu gartlarda hazirlanan kiiltiiriin, 54 No.lu
filtre ile verdigi tiirbidite, 200 - 300 Klett iinitesi idi.

2 It yi gegen bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasinda, fermantér kullamldi.

— Osmatik sokun uygulanmas: ve serbestlesen protein diizeyinin incelenmesi:

Bakterilerde, Neu ve Heppel'in yontemi temel ahnarak osmotik sok aga-
pndaki gekilde uyguland::

— Bakteri kiiltiiriine, 0,03 Molariteyi saglamak iizere, 1 m NaCl ve 1 M
Tris - HC] tamponu (pH : 7,3), gerektigi hacimda eklendi.

— Darast alinmg kaplarda, 5 000 devir/dak. da 10 dakika santrifij edi-
lerek iist s1va atildi. '

— Tartim yapilarak, goken hiicrelerin agirhfn kaba olarak saptandi.

— Hiicreler, agmhklannm 10 misli hacimda Tris - HCl tamponunda
(pH : 7,3, 0,033M) tekrar siispansiyon haline getirildi.
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Tablo: I
ISLEMLERIN YAPILI§ SEMASI
Enkfibasyon (500 ml besi ortaminda, 30°C’da, 16-20 saat 'qa.lkalayarak)

i
Santrifigasyon (5000 devir/dakika, 10 dakika)
1
Myoinozitel yiniinden a¢ birakma (500 ml mineral ortamda)
| : :
1) o ' 1
KONTROL SOK
Santrifiigasyon (5000 devir/dak., 10 dak.) Santrifiigasyon {5000 devir/dak., 10 dak.}
1 ' 1
Yikama (Tris - HCl tamponunda) Yikama (Tris - HC] tamponunda)
l 1
Santrifiigasyon (5000 devir/dak., 10 dak.} Santrifiigasyon (5000 devir/dak., 10 dak.)
1 i

Nemli agichgin saptanmam Nemli agirhfin saptanmas
1

10 hacim mineral ortam eklenmesi 10 hacim sakkaroz - EDTA karngimimn ek-

lenmesi

ik 1
Galkalama (15 dakika) Calkalama (15 dakika)
1 1

Santrifiigasyon (10 000 devir/dak., 15 dak.) Santrifiigasyon (10 000 devir/dak., 15 dak.}
1 1

20 hacim mineral ortam eklenmessi 20 hacun destile su (4°C’da) ve MgCL, eklen-

mest

1 1
Calkalama (15 dakika} Calkalama (15 dakika)
1 1

Santrifiigasyon (10 000 devir/dak., 15 dak.) Santrifiigasyon (10 000 devir/dak., 15 dak.)
1 1

250 ml mineral ortam eklenmesi 250 ml mineral ortam eklenmesi

— Kanstirmak suretiyle, aym hacimda, ancak 9,40 sakkaroz ve 5 mM
NaEDTA igeren tampon g¢ozeltisi (0,033M Tris - HCl, pH : 7,3) eklenerek
15 dakika ¢alkalandi.

— 15 dakika 10 000 devir/dak. da santrifij edildi. Ust stva atildh.

— Céken hiicreler, agirhklarmm 20 misli hacimda, 4°C’a getirilmig destile
su ile tekrar siispansiyon haline getirilerek, aym dakikada, 1 M MgCl ¢5-
zeltisinden, 1 mM’e seyrelecek gekilde eklendi.

— 15 dakika, 10 000 devir/dak. da, santrifiij edildi. Ustte kalan siva - gok
sivisy - ve altta ¢oken goka upramug hiicreler elde edilmis oldu. .
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Sok sivismndan alman niimunelerde, Lowry'nin kurmus oldugu yéntem
kullamlarak protein tayini yapildi 7. Aynca, sok sivismin total hacmu 6l-
¢illdii. Hiicrelerin kuru agirhf saptandi (Bk. filtrasyon deneyleri}.

— Osmotik sokun uygulanmasy ve soka ugramug hiicrelerde filirasyon deneyleri
ile mezo - inozitol transportunun incelenmesi: (Tablo : I).

Bakteri kiiltiirii, once, 10 dakika 5000 devir/dak. da santrifiij edilerek
¢oken hiicreler, steril mezo - inozitolsiiz besi ortamna (mineral ortama)
ahnd1. 30 dakika 30°C’da ¢alkalanarak, bakterilerin mezo - inozitol yoniinden
a¢ birakilmalar saglandi. Daha sonra, kiltir, iki kisma béliinerek, kontrol
ve sok deneyleri, Tablo I’e gire hazirlandi.

Filtrasyon Deneyleri :

— Kontrol ve sok niimuneleri i¢gin, 0,1 ml 0,5 mg/ml Lk 2 - *H mezo -
inozitol ile 0,9 ml mineral ortam igeren enkiibasyon tiipleri ve yalnizea 10 ml

‘mineral ortam igeren yikama tiipleri hazirlandi. Bakteri hiicresini tutan ve

mezo - inozitol molekiiliinii gegiren selilloz nitrat filtreleri (Porlarimn ¢apa :
0,45p), vakuma baglanabilen siizme iinitelerine yerlestirildi.

— O zamanda, 1 ml hiicre siispansiyonu Eppendorf pipeti yardimyla
enkiibasyon tiiplerine konuldu,

— 30 saniye sonra, bu karisimdan 1 ml, énceden islatilmg seliiloz nitrat
zar: Gizerine aktarldi. Zar, yikama tiiplerinde bulunan ¢ozelti ile yikandi.

— Zarlar, agz1 kapakh plastik siselere almarak 10 ml Bray - Cab -0 -
Sil ¢ozeltisi eklendi ve sdyagta, her zann tutmusg oldugu, yani, bakteri hiic-
resine girmis olan radyoeaktivite, CMP olarak saptandi.

— Kuru agirhk : Daha sonra yapilacak hesaplarda kullamlmak iizere,
belirli hacimda bakteri siispansiyenunda bulunan hiierelerin kuru agirh
saptanch. Bunun igin, iyice kangtrilms siispansiyondan 5 ml, énce darasi
almms santrifiij tiplerine aktanlarak, maximum hszda ¢evrildi. Ust s
atilarak, tiip desikatérde 10 - 20 saat bekletildi. Tekrar tartmm yapilarak ara-
daki fark bulundu.

BULGULAR

— Deneylerimizde, hacrm 3 - 12 1t arasinda defisen bakteri kiiltitrii
kullanildi. Alman hacm ve kiiltiiriin tirbiditesine gire, 4,8 - 29,8 g arasinda
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degisen total hiicre agithi: elde edildi. Sok sivilarina serbestlegmis olan pro-
tein konsantrasyonu, Lowry yéntemiyle saptandiktan somra, her deney igin
gram bakteri hiicresi basina aqiga ¢ikrug olan miligram protein hesapland

(Tablo : II). o

Tablo : IT ok 51v15;nd§ protein tayin senuglari.

Bakteri kiiltiir  Hiicrelerin toplam  sok siva pg proteéinf  mg protein/

Deney No.  joem (it) agithi (g) hacrm ml  ml gok sivast g hiicre

1 3 .43 120 95 2.4
2 6 10,2 1006 40,8 4,0
3 6 8,5 500 100,0 3,8
4 12 19,2 1200 53,5 33
5 12 29.8 1300 83,0 3,6
6 12 20,4 1200 60,7 3,5
7 12 21,1 1300 104,3 6,4
8

6 9.6 425 144,0 6,3

-— Mezo - inozitol transportunun ineelendi3i filtrasyon deneylerinin so-
nuglari, Tablo IIT de 8zetlenmistir.

Tablo : III Filtrasyon deneyleri sonuglarn.

Deney No. CPM Hilcre Afwrhfi Agwrhk igin - Transport diigiig

(5ml de mg)  Diizeltme oram {%}

1 Kontrol hiicreleri 2000 6,45 465

Sok hiicreleri 1852 6,46 287 49,4
5 Kontrol hiicreleri 8698 8,50 1023

Sok hiicreleri 4423 8,00 552 46,0
3 Kontrol hiicreleri 17864 8,08 2210

Sok hiicreleri 7656 7,30 1048 23,6
4 Kontrol hiicreleri 12485 1,80 1600

Sok hiicreleri 7892 7,70 1024 36,0
5 Kontro! hiicreleri 6116 6,70 912

Sok hiicreleri 3550 6,60 538 41,1
6 Kontrel hiicreleri 8755 8,90 984 9

Sok hiicreleri - 5389 8,95 602 3,
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TARTISMA

Membranlar, hiicreye giren ve hiicreden ¢ikan maddeler i¢in bir bariyer
olugtururlar 5. Bir maddenin igeriye girmesi, hiiyiik bir ¢ogunlukla, membra-
nm permeabilitesi sonucu degil, «aktif transport» mekanizmasimn senucudur.
Bu transport mekanizmasinda, transport edilen madde igin 6zgiil baglama
yiizeyi tagtyan periplazmik binding proteinlerin énemi, son yillarda iizerinde

durulan bir konudur.

Cahgmamizda, osmotik sokun, Aerobacter aerogenes’den, diganya pro-
teinler serbestlestirdigini, diger tarafta, goka uframg hiicrelerde, mezo - inozi-
tol transportunda belirgin bir diigiis oldugunu gézlemledik. Bu bulgular,
Aerobacter aerogenes hiicresinde, mezo - inozitol transportunda gorev alan
onemli baz1 faktérlerin (binding proteinin) hiicre disina serbestlegtirdigini
ve buna bagh olarak hiicre mezo - inozitol transport kapasitesinin diigmiis

olacajim diigiindiirmektedir.

Yapilan literatiir taramasinda, Aerobacter aerogenes te, mezo - inozito-
liin spesifik bir binding proteinin aracilifiyla transportuna dair bir bulguya
rastlanmadifindan, bu bulgular1 bagka aragtiricillana bulgulan ile karsilag-
tirma olanafimiz elmamigtir.

SUMMARY

STUDIES ON THE TRANSPORT PHENOMENA IN GRAM (- ) BACTERIES USING THE
OSMOTIC SHOCK TECHNIQUE

Using the method of Neu and Heppel, osmotic shock has been applied to Aercbacter
aerogenes. Protein determinations were made in the shock fluid and myo - inesitol transport
was observed to decrease in the shocked cells.

KAYNAKLAR

1 — ANRAKU Y. ve HEPPEL, L.A.: J. Biol. Chem. 242, 2561 (1967).

2 — DESHUSSES J. ve REBER G.: Biockim. Biophys. Acta, 274, 568 - 605 (1972).
3 — DESHUSSES J. ve REBER G.: Experientia (Basel) 30, 996 - 997 {1974).

4 — HEPPEL L.A.: Science, 156, 1451 - 1455 (1967).

5 — HEPPEL L.A.: in Structure and Function of Biological Membranes, ed. Lawrence L.
Rothfield, Academic Press, New York, London, 224 - 247 ve 314 - 315 (1971).

6 — KEPES A.: Biochemie, 55, 693 - 702 (1973).

EDIRNE TIP FAKULTESI DERGISI CILT 1, 5AYI 1 23

7 - LOWRY D.H., ROSEBROUGH N.J., FARR E.L. ve RANDALL RF., J. Biol.
Chem. 193, 265 - 275 (1951).

8 — NEU H.C. ve CHOU J1.J.: J. Bacteriol., 94, 1934 - 1945 (1967).

¢ — NEU H.C. ve HEPPEL L.A.: Biochem. Biophys. Res. Com., 17, 215 - 219 (1964).

10 — NEU H.C. ve HEPPEL L.A.: J. Biol. Chem., 240, 3685 - 92 (1965).

11 — NOSSAL N.G. ve HEPPEL L.A.: J. Biol. Chem., 241, 3055 - 3062 (1966).




