T.C.
AMASYA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Escherichia coli’NIN FARKLI pH’LARDA FOTOOKSIDATIF STRES

ALTINDA YASAMI

YUKSEK LiSANS TEZi

MUSA CAN MANSUROGLU

OCAK



€¢0Z XVO0

I'TVd INI'TIIVNV IfOTOAID

NTOOIYNSNVIN NV VSN




Escherichia coli’NIN FARKLI pH’LARDA FOTOOKSIDATIF STRES
ALTINDA YASAMI

Musa Can MANSUROGLU

YUKSEK LISANS TEZi
BiYOLOJI ANABILIM DALI

Danisman

Doc. Dr. Onder iDIL

AMASYA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

OCAK 2023



Yiiksek Lisans Tezi Kabul ve Onay Sayfasi

Musa Can MANSUROGLU tarafindan hazirlanan “Escherichia coli’nin Farkli pH’larda
Fotooksidatif Stres Altinda Yasanmi” adli tez ¢alismasi asagidaki jiiri tarafindan OY BIRLIGI ile
Amasya Universitesi Biyoloji Anabilim Dalinda YUKSEK LISANS TEZIi olarak kabul edilmistir.

Damisman: Dog. Dr. Onder IDIL
Biyoloji Anabilim Dali, Amasya Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum — .....................

Baskan: Dog. Dr. Demet TATAR
Tibbi Hizmetler ve Teknikler Bolimii, Hitit Univesitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum — .........coocevieennn.

Uye: Dr. Ogr. Uyesi Ceren BASKAN
Biyoloji Anabilim Dali, Amasya Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum — .....coevevneninennn.

Tez Savunma Tarihi: 25/01/2023

Jiiri tarafindan kabul edilen bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olmasi i¢in gerekli sartlar1 yerine getirdigini

onayliyorum.

Dog. Dr. Umit YILDIRIM

Fen Bilimleri Enstitiisi Mudura



ETiK BEYAN

Amasya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina uygun olarak

hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

Tez icinde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlari akademik ve etik kurallar
cergevesinde elde ettigimi,

Tim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

Tez c¢alismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigima,

Bu tezde sundugum calismanin 6zgiin oldugunu, bildirir, aksi bir durumda aleyhime

dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan ederim.

Musa Can MANSUROGLU
25/01/2023



Escherichia coli’NIN FARKLI pH’LARDA FOTOOKSIDATIF STRES ALTINDA
YASAMI
(Yiksek Lisans Tezi)

Musa Can MANSUROGLU

AMASYA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Ocak 2023

OZET

Genelde koli basili olarak bilinen Escherichia coli, memeli hayvanlarin kalin bagirsaginda yasayan
enterik bakteri tiirlerinden biridir. Escherichia coli’de ¢evresel strese (asit soku, baz soku, aglik stresi,
ozmotik stres, oksidatif stres ve DNA hasar1) kars1 hiicresel cevapta gorevli olan genler eksprese
edilmektedir. Bu genler’den arjinin dekarboksilaz adi, glutamat dekarboksilaz gad ve lisin
dekarboksilaz cad asit direng sistemi olarak bilinmektedir. Bu ¢alismada, keio koleksiyonundan elde
edilen Escherichia coli BW25113 suslarindan hedef 6 gen bolgesi icin yabani tip Escherichia coli
W3110’a Plke faji ile transdiiksiyon metodu kullanilarak aktarildi. Yabanil tip olan Escherichia coli
W3110°dan elde edilen ve adiA, gadB, gadC, cadA, cadB, cadC mutantlarinin metilen mavisi ve pH
stresinin rolii arastirilmistir. Ayrica, ayni yontemle temin edilen plazmitler aracilifiyla genlerin
komplementerlerinin, stres kosullarindaki rolleri kontrol edilmistir. Yabanil tip ve mutant suslarda
yasam deneyleri 2 farkli pH’ da (pH-6 ve pH-8), petri plaklarinda koloni sayim metodu ile yapilmistir.
pH-6 fosfat tamponunda yabanil tip ve mutant suslarda duyarlilik gézlenmeyip sadece pH-8 fosfat
tamponunda etkili oldugu goézlenilmistir. pH 8 metilen mavisi igeren tiim suslarda 8 saatin sonunda 2
logaritmik diisiisiin oldugu ancak en fazla azalmanin adiA mutantinda goriildiigii, baslangi¢ degeri
olan 6,59 logaritma degerinin 6 saat sonunda 2,25¢ diistiigii belirlenmis ve tog degeri 2,76 saat olarak
hesaplanmigtir. Yasam siiresi ¢oktan aza dogru olarak cadA>gadC>cadC>gadB>cadB>adiA
mutantlar1 olarak belirlenmistir. Metilen mavisinin pH 6 fosfat tamponunda etikili olmadig:
goriiliirken, pH 8 fosfat tamponu ortaminda yabanil tipte ve biitiin gen bolgelerinde etkili oldugu
gortilmiistiir. Bu sonuglar adiA, gadB, cadB ve cadC mutantlarinin pH stresi ve metilen mavisi ile
iligkili oldugunu gostermektedir.

Sayfa Adedi 175
Anahtar Kelimeler : Escherichia coli, Bakteri, pH, Oksidasyon, Stres
Danisman : Dog. Dr. Onder IDIL



LIFE OF Escherichia coli UNDER PHOTOOXIDATIVE STRESS AT DIFFERENT pH
(M. Sc. Thesis)
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ABSTRACT

Escherichia coli, commonly known as coli bacillus, is one of the enteric bacteria species
living in the large intestine of mammals. In Escherichia coli, genes involved in the cellular
response to environmental stress (acid shock, base shock, starvation stress, osmotic stress,
oxidative stress and DNA damage) are expressed. Among these genes, arginine
decarboxylase name, glutamate decarboxylase gad and lysine decarboxylase cad are known
as acid resistance system. In this study, Escherichia coli BW25113 strains obtained from keio
collection were transferred to wild type Escherichia coli W3110 for target 6 gene region using
P1kc phage transduction method. The role of methylene blue and pH stress of mutants adiA,
gadB, gadC, cadA, cadB, cadC obtained from wild type Escherichia coli W3110 was
investigated. In addition, the roles of complements of genes in stress conditions were
controlled by plasmids obtained by the same method. Survival experiments on wild type and
mutant strains were carried out at 2 different pH (pH-6 and pH-8), by colony counting method
on petri plates. No sensitivity was observed in wild-type and mutant strains in pH-6 phosphate
buffer, but it was observed to be effective only in pH-8 phosphate buffer. It was determined
that in all strains containing pH 8 methylene blue, there was 2 logarithmic decrease at the end
of 8 hours, but the maximum decrease was seen in the adiA mutant, the initial value of 6.59
logarithm decreased to 2.25 after 6 hours, and the teg value was calculated as 2.76 hours. The
lifetimes were determined from cadA>gadC>cadC>gadB>cadB>adiA mutants from best to
lowest. While it was observed that methylene blue was not effective in pH 6 phosphate buffer,
it was found to be effective in wild type and all gene regions in pH 8 phosphate buffer
medium. These results show that adiA, gadB, cadB and cadC mutants are associated with pH
stress and methylene blue.

Number of pages : 75
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Bu ¢alismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, yanda agiklamalar1 verilmek tizere

asagida listelenmistir.
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mg Miligram

nm Nanometre

L Litre
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Cfu Koloni olusum birimi
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M Molar
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SOD
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M.M.
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KM
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Mik
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TBE

DNA

EDTA

H202

Gad

Cad

Adi

Aciklama

Bir dakikadaki devir sayisi
Reaktif oksijen tiirleri
Stiperoksit dismutaz
Polimeraz zincir reaksiyonu
Metilen mavisi

Escherichia coli

Kanamisin

Ultraviyole

Minimum inhibasyon konsantrasyonu
Optik dansite

Tris borat- EDTA
Deoksiribo niikleik asit
Etilen diamin tetra asit
Hidrojen peroksit

Glutamat dekarboksilaz
Lizin dekarboksilaz

Arginin dekarboksilaz
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1.GIRIS

Mikroorganizmalarin dogadaki yasamlari, dagilislar1 ve miktarlar ¢evresel faktorlerin etkisi
ve mevcudiyetine gore degisiklik gosterir. Mikroorganizmalarin dogada g¢ogalma ve
dagilislarin1 etkileyen bu biyotik ve abiyotik faktorlere sicaklik, osmotik basing,
oksijensizlik, giines 15181, ultraviyole (UV) 1sinlari, pH, ortamda bulunan toksik maddeler,
fotosensitizer maddeler, aglik stresi, klorlama 6rnek olarak verilebilir (Batista ve digerleri,

2021).

Giines 15181, bakterilerin yasami iizerinde onemli etkilere sahiptir. Giines radyasyonu,
ultraviyole ve goriiniir 151k gibi farkli frekanslardaki isiklarin bakteriler {izerindeki etkileri
arastirtlmistir. Bu 1siklar, bakterilerin DNA'sin1 mutasyona ugratabilir ve bakterilerin
biliyiime hizini etkileyebilir. Ayrica, giines 1s1g1na duyarli molekiiller olan fotosensitizerler
tizerindeki etkisi de 6nemlidir. Fotosensitizerler, giines 1s1ginin enerjisini emerek hiicre
icinde reaktif oksijen tiirleri olusturabilirler. Bu reaktif oksijen tiirleri, bakteri hiicrelerinde
hasara neden olabilir veya bakterilerin biiylimesini yavaglatabilir. Elektromanyetik
spektrumda birbirinden farkli dalga boylarina sahip isinlar vardir. Bunlar enerji yiikleri
bakimindan karsilastirildiklarinda kisa dalga boyunda olanlarin uzun dalga boyunda olanlara
gore enerji yiiklerinin daha biiylik oldugu goriiliir. Yani 151k spektrumunda dalga boyu ile
151810 enerji miktar1 arasinda ters bir orant1 vardir. Kiigiik dalga boyunun kuantum enerjisi
yiiksek, biiyilik dalga boyunun kuantum enerjisi ise diisiiktiir. Bundan dolayidir ki kisa dalga
boyundaki radyasyonlarin fotobiyolojik ve fotokimyasal yonden etkileri daha yliksek
olmaktadir. Bu yiizden de 15181n sterilizasyon etkisi daha ¢ok UV, X ve gama 1ginlar gibi
kiigiik dalga boylu 1sinlar tarafindan gergeklestirilmektedir (Giannakis, Gamo, Darakas,
Escalas-Cafiellas ve Pulgarin, 2013).

Ozellikle baz1 dalga boylarindaki 1sinlardan gok kisa olanlar uzun dalga boylarmna gére gok
daha etkili antimikrobiyal isinlardir. Bunlardan en etkili olan1 200-310 namometre(nm)
dalga boyuna varan banttir ki bu da ultraviyole bolgesine denk diismektedir. Ozellikle 265
nm optimum Sldiirme seviyesine oldukga yakin bir degerdir. Bu manyetik bolge, yiiksek bir
oldiirme kapasitesine sahip olup niikleik asitler ve proteinler tarafindan en uygun sekilde
absorbe edilen dalga boylarini igerir. Bu da organizmanin yapisina ve fonksiyonlarina zarar

verir. Emilen enerji piirinlerde ve primidinlerde birtakim degisikliklere sebep olup niikleik



asitlerdeki fonksiyonlar1 zayiflatip yapiya zarar verir. Ornegin timinler arasinda timin
dimerleri olusturarak replikasyonun engellenmesidir. Uzun yillar giines 1s18inin mikrobiyal
oldiirme etkisinin tamamen ultraviyole 1sinlarindan kaynaklandigina inanilmaktadir. Oysaki
giinesin ultraviyole radyasyonunun biiylik bir kismi atmosfer tarafindan emilir. Giines
1s18min yeryiiziindeki bakteriler iizerindeki etkisi tamamen baska bir mekanizma olan
fotooksidasyona baglidir. Fotooksidasyon siirecinde, ultraviyole 1ginlarinin yaydigi enerji
bakteriler tarafindan emilir ve atmosferdeki oksijen ortamindan kaynaklanan oksidasyon

stirecinden dolayi 6liime yol agar (Nelson ve digerleri, 2018).

Cevresel faktorlerin bir veya birkaginda, agiri artma ve azalma gibi anormalliklerin
goriilmesi, canli organizmalarin yasami ve dagilisi lizerinde énemli degisikliklere neden
olabilir ve stres ortamu yaratabilir. Organizma bdyle bir durumda stres sartlarina karsi
birtakim yeni yasam stratejileri gelistirir. Bu stratejilerde ekzospor, endospor ve Kist
olusumu goriiliir. Bu duruma 6rnek olarak genel stres proteinlerinin sentezi, 6zgiin stres
proteinlerinin sentezi (1s1, aglik, pH v.b), enzim aktivitesinde yavaslama, hiicre i¢i enerji
kaynaklarinmn kullanilmas: ve dormansi verilebilir (Darcan, Ozkanca ve Idil, 2009; Foster
ve Spector, 1995; Ozkanca ve Flint, 1997).

Bu stratejilerden 6zellikle dormansi olduk¢a 6nemlidir. Cogu bakterilerin ¢evresel streslere
maruz birakildiklarinda "dormant” duruma girdikleri gozlenmistir. Bakterilerde, canli olarak
tanimlanabildigi halde, kiiltlir yapilamayan durum "dormansi" olarak adlandirilmistir. Bu
durum gegici bir canlilik kaybi olarak tanimlanmistir. Bakteriler canli fakat kiiltiirii
yapilamayan duruma girdikleri zaman biiylime kapasitelerini kaybetmelerine ragmen besin
almaya, solunum yapmaya ve hiicre membranindan diflizyona karsi metabolitlerin
tutulmasina devam etmektedirler. Dormansi durumu 6zellikle sucul sistemlerde diski
koliform bakterilerinin tespiti i¢in biiyiik bir problemdir. Ornegin Escherichia coli (E. coli)
gibi indikator organizmalarin ve su yoluyla bulasan Vibrio cholerae'y: igeren patojenlerin
sayilarinin belirlenmesi i¢in ¢cok yaygin olarak kullanilan plak metodu yetersiz kalmaktadir.
E. coli ve Vibrio cholerae'nin koloni sayimina gore tespit edilememistir. Bununla birlikte
direk sayim metoduna gore metabolik olarak aktif oldugu tespit edilmistir. E. coli’nin
ortamdan kayboldugu zannedilen bir arastirmada tavsan beynine enteropatojenik E. coli
enjekte edilmesiyle, enfeksiyon olustugu yani bakterinin eski haline dondiigli goriilmiistiir

(Colwell, Knight, Somerville, Shults ve Kaspar, 1989; Darcan, 2018).



Bu bakterinin doku kiiltiiriinde tireyebilmesi son derece sasirtici olmasinin yani sira insan
saglig1 agisindan tehdit edici bir durum arz etmektedir. Bu durumda dis kirlilige sebep olan
indikator organizmalar su ortaminda var oldugu halde agar plaklari {izerinde goriilmeyebilir.
Bu durum diski kaynakli patojenik bakterilerin normal miktarindan daha az tespit edilmesine
sebep olur. Bu insan saghigi agisindan riskli bir durum ortaya ¢ikarir (Bradley, Amend ve
LaRowe, 2019).

Bu nedenle, fotooksidize mikroorganizma 6lmiis veya dormant durumda olabilir. Bakteriler
ozmotik strese maruz kaldiklarinda yapilarinda bir farklilik meydana gelir. Ozmotik stres
kosullart altinda, hiicre suyu emerek hiicre hacminin, zar geriliminin, turgor basincinin ve
zar gecirgenliginin degismesine neden olur. Ek olarak aqua porinler (AqpZ), suyun hiicreden
alinmasindan ve salinmasindan sorumludur. Coziinenlerin tasinmasi, trehaloz, glisin-betain,
prolin ve glutamat veya tasiyici genler gibi spesifik osmoprotektanlarin sentezi ile ilgili

tagima sistemleri vardir (Moat, Foster ve Spector, 2002; Darcan ve digerleri, 2009).

Biiyiime icin gerekli olan uygun c¢evre kosullarindaki herhangi bir degisiklik
mikroorganizmalari strese sokar ve mikroorganizmalar dogal biiylime kosullarinda bu tiir
stresli kosullara maruz kalabilirler (Dikici, 2009; Russell ve digerleri, 1995). Stres genel
olarak biyolojik bir sistemin normal isleyisini bozan veya sistemin uyumlulugunu azaltan
bir durum olarak tanimlanir. Stres faktorleri i¢sel (genetik stres ve yaslanma) ve digsal
(cevresel) kaynakli olmak iizere ikiye ayrilir (Serensen, Kristensen ve Loeschcke, 2003).
Mikroorganizmalarin stres 1ile karsilagtiklarinda canli  kalabilmeleri veya gelisim
gosterebilmeleri, fizyolojik adaptasyon ve aklimasyon (alistirma) mekanizmalarina sahip

olmalari ile miimkiindiir (Schimel, Balser ve Wallenstein, 2007).

Stres siddetinin biiyiikliigii, organizmanin 6liim ve ¢ogalma oranlarindaki artig1 ve azalisi
lag siiresi uzunlugunu belirlemektedir (Dikici, 2009; Russell ve digerleri, 1995). Oliimciil
olmayan stresten daha az (hafif) stres, mikroorganizmalarin iireme yetenegini yok etmez
ancak biiyiime hizin1 yavaslatir veya durdurur. Orta derecede stres sadece mikroplarin
biliylimesini engellemekle kalmaz aynm1 zamanda bazi hiicrelerin yaglanma yeteneklerini
kaybetmelerine de neden olur. Asirt stres, hiicreler {izerinde 6liimci bir etkiye sahiptir. Bu

durum genellikle hiicresel 6liime neden olabilir (Dikici, 2009; Yousef ve Courtney, 2003).



Cogu mikroorganizma, cevresel parametrelerdeki kiigiik degisiklikleri tolere eder ve bu
degisikliklere dakikalar, saatler veya giinler i¢inde uyum saglayabilir (Kristensen, Ketola ve
Kronholm, 2020). Mikroorganizmalarin siirekli degisen ¢evre kosullarina uyum saglama
yetenegine “adaptasyon” denir. Adaptasyon bir anda olmaz, zamanla kiiglik degisiklikler
meydana geldiginde gergeklesir. Stres faktorleri sonucu, mikroorganizmalar adaptasyon
mekanizmalarini aktive edebilir. Bu mekanizmadan kaynakli mikroorganizma g¢ogalabilir,
Olebilir veya hayatta kalabilir. Mikroorganizmalar yasadiklari stresin siddetine gore farkli
tepkiler verirler (Yousef ve Courtney, 2003). Bu yanit sistemi, mikroorganizmalarin ayni
(spesifik uyarlanabilir yanit) veya farkli (¢oklu uyarlanabilir yanit capraz koruma) streslere
kars1 toleransini artirir. Bu durum, uyarlanabilir bir yanit veya tolerans olarak tanimlanir

(Isohanni, Huehn, Aho, Alter ve Lyhs, 2013).

Adaptasyon birincil tepki mekanizmasidir; algilama mekanizmalari, diizenleyici proteinlerin
islevi (6rnegin, RpoS), homeostaz stimiilasyonu ve onarimi, sok protein sentezi ve hiicre zari
degisiklikleri dahil olmak tizere hiicresel savunma sistemlerini karakterize etmektedir.
Bakteriyel stres tolerans yaniti, hem hiicredeki yapisal hem de hiicredeki fizyolojik
degisiklikleri kapsamakta ayni zamanda genetik diizenleyici mekanizma gibi de gorev
yapmaktadir (Isohanni ve digerleri, 2013). Stres yanit sistemleri patojenik organizmalarin

virtilansinda 6nemli bir rol oynayabilmektedir (Fuentes, Acufia ve Calderon, 2022).

Cevresel streslere kars1 direng ve tepkiler, bakteriyel patojenlerin degisen ortamlarda hayatta
kalmasi veya gelismesi i¢in gereklidir. Bu amagla hiicreler kendilerini stres faktorlerinden
korumak veya hasarlarini onarmak i¢in cesitli yapilar gelistirmislerdir. Asit direng
mekanizmalar1 bunlar arasinda 6nemli rol oynamaktadir (Dahlsten, Lindstrom ve Korkeala,
2015).

Bu calisma iki farkli pH’a ayarlanmig fosfat tamponlari igerisinde gergeklesmistir. Sabit bir
dalga boyunda, ortama metilen mavisi (fotosensitizer) eklenerek ve metilen mavisiz ortamda
yabanil tip olan E. coli W3110 ve bu sustan elde edilmis adiA, gadB, gadC, cadA, cadB,
cadC mutantlarinin yasam deneyleri incelenmistir. Fotooksidatif stres ve metilen mavisinin
mutantlarla iliskisi arastirilmustir. Iki farkli pH’da serbest radikal saliniminin bazik (alkali)
ve asidik ortamda bakteri direng sitemlerinin molekiiler mekanizmalari agiklanmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Escherichia coli Hakkinda Genel Bilgiler

E. coli, 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan insan bagirsaginda yasadigi kesfedildi.
1950'lerden bu yana bilimsel galismalarda ve arastirmalarda en sik kullanilan bakteridir.
Kisa zamanda bircok besiyeri ortaminda biiyliyebilme o6zelliginden dolayr molekiiler

calismalarda model organizma oldugu i¢in ¢alismalarda bu bakteri kullanilmaktadir. E. coli,

Enterobacteriaceae familyasinda bulunan Gram negatif (-) bakteri oldugu bilinmektedir
(Sekil 2.1).

Sekil 2.1. E. coli'nin elektron mikroskobundaki goriiniimii

1,1-1,5 x 2,0-6,0 um boyutlarinda, ¢ubuk seklinde, spor olusturmayan, hareketli, fakiiltatif
anaerobik bir bakteridir (Cruickshank, Duguid, Marmon ve Swain, 2004). Hareketli olmayan
tiirleride vardir. 37°C'de 24 saat boyunca diferansiyel ve segici besiyerlerinde niitrient agar,
kanli agar’da S seklinde koloniler olugturdugu goriiniir. Nitrat1 nitrite indirgeme 6zelligine
sahiptir. E. coli'de somatik (O), kamgi1 (H), pilus (Pilin) ve kapsiiler (K) antijenleri bulunur.
Pilus antijenleri ajanin hemagliitinasyon 6zelliklerini belirleyip E. coli fiziksel ve kimyasal
ajanlara kars1 oldukga direngli olmasini saglar. Yaklagik 170 O antijeni ve 50 den fazla H
antijeni tesbit edilmistir (Ongen, 2008; Abbott, O'Connor, Robin, Zimmer ve Janda, 2003).
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2.2. Stres

Uzun yillardir arastirmacilar, mikroorganizmalarin 6liimciil kosullar altinda nasil hayatta
kalabilecekleri ve asir1 stres kosullari altinda adaptasyon mekanizmalarinin dogasi ile
ilgilendiler. Ornegin Fay, 1934’te ozmotik strese maruz birakilmis bakterilerin termal
adaptasyonlarmi1  artirdigini  bildirdi. Oliimciil olmayan streslere maruz kalan
mikroorganizmalar, uygulanan streslere karsi direng gelistirir. Bu duruma genellikle "stres
adaptasyonu™ denir (Fay, 1934; Sehriban ve Andig, 2016).

2.2.1. Stresin tanim

Stres ilgili oldugu alana gore farkli anlamlar tasir. Bir fizikgi i¢in stres, bir alana uygulanan
kuvveti ifade ederken, biyolog igin yetersiz fiziksel kosullar, toksik kimyasallarin kullanim1
ve zararlt beslenme kosullari anlamina gelir. Mikroorganizmalarin biiylimesini veya
cogalmasini olumsuz etkileyen her tiirlii zararli faktor/ortam stres olarak adlandirilir, ancak
seviyeleri degisiklik gosterebilir (Neidhardt ve VanBogelen, 2000; Yousef ve Courtney,
2003; Guo ve Gross, 2014).

Bir mikroorganizma orta derecede strese maruz kaldiginda, mikrobiyal biiylimenin
inhibisyonuna ek olarak, bakteriyel canlilikta da bir azalma olur. Siddetli (asir1 veya siddetli)
stres, bakteri popiilasyonunun ¢ogunun 6liimiine yol agan bakteri hiicreleri i¢in dldiiriiciidiir
(Sekil 2.2). Is1, 151k, radyasyon, elektrik akimi, basing, ultrasonik dalgalar ve ozmotik sok
fiziksel streslerdir. Asitler, tuzlar ve oksitleyiciler kimyasal streslerdir. Mikrobiyel
metabolitler, antagonizma ve yarigmaci flora biyolojik streslerdir. Bakteriler yavas yavas
veya ani olarak strese maruz kalabilir. Ozellikle ani maruz kalma durumlarinda “sok” adi
verilen bir durum ortaya ¢ikar. Ornegin, gida ile iliskili bakteriler mide ortaminda ani bir pH
degisimi veya asit soku yasayabilmesine ragmen, gida fermantasyonu sirasinda kademeli

olarak asitlik diizeyinin artisindan kaynakli stres yasayabilirler (Yousef ve Courtney, 2003).

Genel stres yanit1 ¢esitli stres faktorleri ile aktive edilebildigi gibi ¢oklu stres faktorleri
tarafindan da uyarilabilir. Genel stres tepkisi, farkli stres etkenleri tarafindan aktive edilebilir

ve birden fazla faktor tarafindan uyarilabilir. Genel stres yanitinin aktivasyonu genellikle



biiyiimede yavaglama sirasinda veya duragan faz gegisi sirasinda meydana gelir (Arséne,

Tomoyasu ve Bukau, 2000; Cardoza ve Singh, 2022).

E. coli ve gram (-) bakterilerin, en iyi bilinen ortak stres tepki sistemleri, alternatif sigma
faktorii (os) tarafindan kontrolu saglanmaktadir. Gram pozitif (+) bakterilerde oB tarafindan
kontrol edilir. Alternatif sigma faktorii ve oB tarafindan uyarilan genlerin, hiicreyi ozmotik
ve oksidatif strese hazirlayarak DNA onarimi ve osmoprotektan etkiler sagladigi rapor

edilmistir (Bessaiah, Anamalé, Sung ve Dozois, 2022; Cronan, 2002).

Sekil 2.2. Hiicresel stres

2.2.2. Bakteriyel stres

Bakteriler dogal yasam alanlarinda cesitli gevresel streslere maruz kalabilmektedir.
Bakteriler strese maruz kaldiklart i¢in Glebilir veya adaptif mekanizmalar1 aktive ederek
hayatta kalabilirler. Aktive olan adaptasyon mekanizmalari ile uzun siire stresli kosullara
dayanabilirler veya devam eden stres sonucu yaralanip dlebilirler. Dogada bakteriler oksijen,
151k, deterjan, soguk ve dezenfektanlar gibi streslerin yani sira diisiik su aktivitesi, Eh (redoks
potansiyeli), NaCl, asidik ortam, bazik ortam, 1s1, gibi streslere maruz kalabilmektedir.
Oliimciil olmayan streslere maruz kalan mikroorganizmalar, uygulanan streslere kars: direng
gelistirir. Bu durum i¢in genellikle 'stres adaptasyonu' terimi olarak ifade edilir. Farkli
streslere adapte olmus patojenler gidalarda hayatta kalabilir. Bu bakteriler mide gibi asidik
pH kosullarina bile direnebilir (Dikici, 2009).

Bir bakteri hiicresi bir stres faktorii ile karsilastiginda, genetik kodunda bir direng
mekanizmasi varsa buna uygun proteinleri iireterek kendini korumaya calisir. Stres altinda
MRNA, bakteriyel DNA'dan transkripsiyonla iretilir ve mRNA, karsilik gelen stres

diizenleyici proteinini sentezler. Pek ¢ok protein, bakteri fizyolojisini etkiler ve iligkili
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streslerle savasir. Sentezlenmis bir protein, bir veya daha fazla strese karsi etkili olabilir.
Olusgan strese karst her bakterinin harekete gegirdigi diren¢ mekanizmasi ayni veya farkli
olabilir. Ayrica ayni bakterinin ayni streslere karsi diren¢ mekanizmasi farkli biiylime
evrelerinde (lag fazi, logaritmik faz, duragan faz) farklilik gosterebilir (Arsene ve digerleri,

2000; Cronan, 2002; Yousef ve Courtney, 2003).

Stres faktorleri bakterilerin duyarli olan bdlgelerinde, hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina
neden olan degisikliklere sebep olabilir. Bu degisiklikler arasinda hiicre membranin
gecirgenligindeki artiglar ve azalmalar, protein yapisindaki bozulmalar, ribozomal hasarlar

ve niikleik asitler tizerinde olumsuz etkiler bulunabilir (Yousef ve Courtney, 2003).
2.3. Oksidatif Stres
Reaktif oksijen tiirleri olarak bilinen serbest radikallerin antioksidan savunma mekanizmasi

arasindaki dengesizlik hali oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.3). Bu

dengesizlik hali dokulara hasar verebilir (Sies, Berndt ve Jones, 2017).

OKSIDATIF STRES

HUCRE SERBEST RADIKALLERIN OKSIDATIF
HUCREYE SALDIRISI STRES

Sekil 2.3. Oksidatif stres

Serbest radikaller, bircok biyokimyasal siirecte genellikle bir yan iiriinii olarak olusur.
Viicutta bulunan aktif nétrofiller ¢evreden gelen elektromanyetik radyasyon etkisi olarak
serbest radikaller iiretilebilir veya dogrudan azot dioksit ve ozon gibi oksitleyici kirleticilerle

disardan viicuda almabilir. Viicut igerisindeki antioksidan savunma mekanizmasindaki
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eksiklikten kaynakli serbest radikallerin alinmasiyla dokular zarar gorebilir (Betteridge,
2000).

2.3.1. Bakteriler oksidatif stres

Aerobik organizmalar, solunum i¢in molekiiler oksijen (O2) kullanir. Enerji elde etmek i¢in
besinlerin oksidasyonu gerceklesir. Reaktif yan iriinler Siiperoksit anyon radikali gibi
oksijen (O2) , hidrojen Peroksit (H202) ve yiiksek reaktif hidroksil radikalleri (OH), aerobik
olarak yetistirilen hiicrelerde serbest radikaller siirekli olarak iiretilir. Bu tiir tirinlerin ¢ogu,
c¢esitli membran baglantili solunum zincirinin enzimleri tarafindan, katalize edilen molekiiler
oksijenin sirali tek degerli indirgenmesinden elde edilir. Deneysel veriler gostermektedir ki,
E. coli'de solunum zincirinde hidrojen peroksit (H202) iiretiminin %87'sini olusturmaktadir

(Gonzalez-Flecha ve Demple, 1995; Korshunov ve Imlay, 2010).

Organik maddelerin oksitlenmesinde elektronla beraber H* iyonunun da molekiilden
ayrildig1 goriilir ki bu olay, dehidrojenizasyon olarak adlandirilir. Organik maddelerin
indirgenmesinde ise elektron alinmasi, proton (H) alinmasiyla birlikte olur. Yani organik
maddelerin oksidorediiksiyon reaksiyonlarinda, bir organik molekiil hidrojen dondrii
(vericisi) olarak rol alip yiikseltgenirken bir bagka molekiil ise hidrojen akseptorii (alicist)
olarak rol alip indirgenmektedir. Dehidrojenizasyon organik maddelerin yiikseltgenmesi
sirasinda elekronlar ayrilirken H+ iyonunda molekiilden ayrilmasi olarak tanimlanmaktadir.
Protonlardan gelen H+ alinmasiyla organik maddelerin indirgenmesi gergeklesir. Diger bir
deyisle, organik maddelerin oksirediiksiyon reaksiyonlarinda, bir organik molekiil hidrojen
verici gorevi goriirken, baska bir molekiil hidrojen alicist olarak indirgenir. Bakterilerin
solunum sisteminde NADH ve NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotid hidrit)
dehidrojenazlarla calisan elektron tastyan koenzimlerdir. Iyonlastiric1 gibi ¢evresel ajanlar,
UV radyasyonu veya hiicre i¢i oksijen iireten ¢ok sayida bilesik oldugunda ortaya g¢ikan
oksidatif stres nedeniyle hiicrenin savunma kapasitesi aktif oksijen konsantrasyonu asan bir
seviyeye yiikselir. NADPH oksidaz enzimini kullanan baz1 bagisiklik hiicreleri, patojenik
bakteriler tarafindan istila edildiginde, fagositoz sirasinda bir silah olarak oksidatif stresi de
kullanir. Bu son derece reaktif oksijen igin biyolojik hedef tiirleri DNA, RNA, proteinler ve
lipitlerdir. Cogu Hasar, Hidrojen Peroksit (H202)'ten iiretilen hidroksil radikallerinden
kaynaklanir (Kashef ve Hamblin, 2017; Fasnacht ve Polacek, 2021).
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Siilfidhidril gruplarinin oksidasyonu, disiilfidlerin indirgenmesi, metal katalizli oksidasyon
yoluyla metal baglama bdolgelerine yakin amino asit kalintilarinin oksidatif eklenmesi gibi
stres faktorleri proteinlerin yapisin1 ve fonksiyonlarini bozarak oksidatif stresten kaynakli
modifikasyonlara yol agabilir. Tiim bu modifikasyonlar, zar ve proteinlerin fonksiyon
kaybina yol actig1 ve DNA replikasyonunu bloke ettigi veya mutasyonlara neden oldugu i¢in

hiicreye zarar verir (Ozougwu, 2016) (Sekil 2.4).

Normal hiicre Serbest radikal saldirisi Oksidatif stres

Sekil 2.4. Hiicrenin oksidatif strese maruz kalmasi

2.4. Serbest Radikal

D1s yoriingelerinde tek elektron veya eslenmemis elektron tasiyan yliksek enerjili molekiiller
veya atomlar serbest radikal olarak tanimlanmaktadir (Bast, Haenen ve Doelman, 1991;
Santo, Zhu ve Li 2016). Serbest radikaller, eslesmemis elektronlara sahip olduklari i¢in diger
maddelerle kolayca reaksiyona girebilirler. FElektronlar1 eslestirilmis (atom) veya
molekiilleri kararli bir yapiya sahip olduklarindan, diger molekiillerle reaksiyona girme
egilimleri serbest radikaller kadar yiiksek degildir. Bu nedenle, kararli olan, eslesmemis
elektronlar1 olmayan ve diger maddelerle radikallere gére daha zayif reaksiyon gosteren

molekiillere nonradikal denir (Halliwell ve Gutteridge, 2015; Valko ve digerleri, 2007).
2.4.1. Serbest radikal tarihi
Son yillarda, gesitli fizyolojik durumlardaki 6nemli rolleri ve ¢esitli hastaliklardaki rolleri

nedeniyle serbest radikallerin biyolojideki roliiniin arastirilmasina ilgi artmistir. Michigan

Universitesi'nde kimya profesorii olan Moses Gomberg, canli sistemlerde organik bir serbest
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radikal olan trifenil metil radikalinin (Ph3C¢) varligini ilk kez 1900'de kesfetti (Gomberg,
1902).

Daha sonra 1954'te Gershman, oksijen toksisitesinin serbest radikallerin olugsma yetenegine
bagli oldugunu belirten "serbest radikal oksijen toksisitesi" teorisini onerdi (Gershman,
Gilbert, Nye, Duer ve Fenn, 2001). Commoner ve arkadaslari tarafindan ayni yil elektron

paramanyetik rezonans (EPZ) ile ilgili ¢alismalar yapti (Commer ve digerleri, 1954).

Biyolojik materyallerde serbest radikallerin varligin1 dogrulandiktan sonra Denham Harman
1956'da serbest radikallerin yaglanma iizerine etkisinin oldugunu belirten “serbest radikal
teorisi” dnerdi. Serbest radikal arastirmalarinin ikinci dénemi, 1969'da siiperoksit anyonuna,
stiperoksit dismutaza karsi ilk enzim savunma sistemini kesfeden McCord ve Fridovich ile

basladi (McCord ve Fridovich, 1969).

Loschen, 1971'de ilk kez, Nohl ve Hegner tarafindan desteklenen hiicresel metabolik
solunumda reaktif oksijen tiirlerinin tiretildigini belirtti (Nohl ve Hegner, 1978; Loschen,
Flohe ve Chance, 1971).

1977'de Mittal ve Murad, hidroksil radikali (OH")'nin, guanilat siklaz enzimini aktive
ederek ikinci haberci siklik GMP olusumunu indiikledigini bildirdi (Mittal ve Murad, 1977).
Daha sonra 1989'da Halliwell ve Gutteridge, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) serbest radikal
ve radikal olmayan oksijen tiirlerini i¢eriyor oldugunu kesfetti (Halliwell, 1989).

2.4.2. Serbest radikaller

Hiicre igerisindeki serbest radikaller bulunmasinin sebebi hiicre metobalizmasi sonucunda
aciga cikan iriinlerdir. Serbest radikal, degerlik kabugundaki veya yoriingesindeki bir
elektron, birbiriyle kesisen ve bilinen eslestirilmemis bir elektron atomu veya molekiiliidiir.
Bir serbest radikalin tek elektron sayisi onu stabil halde olmayan, kisa 6miirlii ve oldukga
tepkime girme istegi yiiksek hale getirir. Reaktivitelerinin yiiksek olmasi nedeniyle, kararl
hale donmek i¢in eslenmemis elektorunu bulunmayan bilesiklerden elektronlar1 ayirabilirler

(Sekil 2.5). Saldirtya ugrayan bilesik elektronunu kaybettigi icin stabilitesini kaybederek
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serbest radikal haline doniisiip canli hiicreye zarar veren bir zincir reaksiyonu saldirisi

baslatir (Phaniendra, Jestadi ve Periyasamy, 2015).

-

ANTIOKSIDAN SERBEST RADIKAL SAGLIKLI HUCRE

Sekil 2.5. Serbest radikal

2.4.3. Oksijen tarihi

Oksijen, Diinya atmosferinde her zaman mevcut degildi. Siyanobakteriler ve bitkiler
tarafindan {lretilen oksijenin, diinya atmosferinde yaklasik 2,8 milyar yil once ortaya
ciktigim1 ve yaklasik 2,45 milyar yil once ikamet ettigini gostermektedir. Toksisitesi
nedeniyle oksijen, antioksidan sistemler gelistiremeyen canli organizmalar1 yok etti.
Darwinist bir evrimsel siire¢, ¢evrelerine en uygun organizmalar: secti. Sadece reaktif
oksijen tiirlerini (ROT) kullanabilen ve nétralize edebilen organizmalar oksijenle ilgili
toksisite hayatta kalabildi. Okaryotik hiicreler, bu siirecin bir bileseni olarak ROT olusumu
ile enerji tiretmek icin oksijen kullanabilen bakterileri yuttu. Hiicrelere dahil edildikten
sonra, bu simbiyotik bakteriler, ROT iiretimi yoluyla oksijenden bilyiikk miktarda enerji
iiretebilen mitokondri olarak evrimlesti (Searcy, 2003). Onemli olan, mitokondrinin bu ROT
ile iligkili oksidatif yaralanmalara karsi kendilerini koruyabilen diizenleyici sistemler

gelistirmesidir (Huss ve Kelly, 2005).

Oksijenin kendisi 1772'de Isvegli kimyager Scheele tarafindan kesfedildi ve tanimlandi; 2
yil sonra Priestley, bitkiler tarafindan oksijen iiretimini bildirdi; 1778'de Lavoisier, ortam
havasinda oksijen varligini kesfetti. Yanmada oksijenin rolii agiklandi. 1927'de, atmosferde
yiiksek konsantrasyonlarda (%70'in iizerinde) mevcut oldugunda cesitli hayvan tiirlerinde

oksijenin toksik etkileri bildirilmistir (Hancock, 2022).


https://www.nkfu.com/wp-content/uploads/2019/08/antioksidan.jpg
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1950'lerin ortalarinda, radyasyona bagli toksisite ile oksijene bagli hasarlar arasindaki
benzerlikler bildirilmistir. Gerschman ve arkadaslarinn 1954'te yayinlanan serbest radikal
oksijen toksisitesi teorisi, oksijenin toksisitesinin “kismen azaltilmis™ oksijen formlarindan
kaynaklandigini 6ne siirdii daha sonra ROT olarak tanimlandi. Oksijen ve reaktif oksijen
tiirlerinin ikili rolleri farkli deneysel ve klinik ortamlarda vurgulanmaktadir. Oksidatif stresin
fizyolojik ve patojenik rolleri ile ilgili boliimlerde tartisilmistir. Buna paralel olarak, reaktif
oksijen tiirleri olarak oksijenin akftivasyonunun ¢esitli yonleri asamali olarak ¢6ziilmiistiir

(Gerschman, Gilbert, Nye, Dwyer ve Fenn, 1954).

Reaktif oksijen tiirleri arasinda hidroksil (OH'), siiperoksit (O27), alkoksil (RO") peroksil
(ROO) ve lipit peroksil (LOO") radikalleri igerir. Ote yandan Reaktif nitrojen tiirlerini ise
nitrojen dioksit (NO2) ve nitrik oksittir (NO). Reaktif oksijen tiirleri ve RNS diger
nonradikal reaktif tiirlere kolaylikla diger radikal olmayan reaktif tiirlere doniisecektir.
Singlet oksijen (*02), hidrojen peroksit (H202), hipoklordz asit (HOCI), ozon (Os), nitrik
asit (HNO.), dinitrojen trioksit (N203), lipit peroksit (LOOH) ve peroksinitrit (ONOQO)
genellikle oksidan serbest radikaller arasinda gosterilmemistir. Bu oksidan tiirler, canli
organizmalar tarafindan patolojik ve fizyolojik kosullar altinda tiretilip canli organizmalarda
serbest radikal reaksiyonlara neden olabilirler (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Martemucci,
2022; Valko ve digerleri, 2007).

2.4.4. Fotosentez ve oksijenin evrimi

Fotosentetik organizmalar O iiretirerek Diinya'nin atmosferini ve siirdiiriilebilecek yasam
bigimlerini biiyiik dlgiide degistirdiler. Ozellikle atmosferik O2 birikimi, oksijen azalmasini
bir proton radyani olusumuna baglayan aerobik solunum gibi biyoenerjik yollarin evrimine

yol a¢t1 (Raymond, Zhaxybayeva, Gogarten ve Blankenship, 2003; Shimada, 2022).

Aerobik solunumun gelisimi, hayvanlar ve bitkiler dahil olmak iizere karmasik
organizmalarin evrimi izledi (Blankenship ve Hartman, 1998). Reaktif oksijen atmosferik
O2'nin varligindan elde edilen enerjik kazanimlara ragmen, solunum ve diger reaksiyonlarda
gelisi glizel ROT olusumu nedeniyle ciddi sonuglar ortaya ¢ikti (Imlay ve Pathways, 2003;
Halliwell, 2006).



14

O2'nin tek elektron transfer indirgenmesi, genellikle siiperoksit olarak adlandirilan bir
stiperoksit radikal anyonu (Oge-) lretir. Siiperoksite bir elektron transfer reaksiyonu,
biyolojik sistemlerde hidrojen peroksit (H202) olarak bulunan bir peroksit anyonu (O2-)
tiretir. Buna karsilik H2O2, Fenton reaksiyonunda bir hidroksil radikali (OHe) iiretmek igin

demir (Fex+) ile reaksiyona girer (Halliwell, 2006).

Uyarma enerjisinin temel duruma (veya iiclii) O2'ye transferi, en distaki elektronlarin
yeniden diizenlenmesine neden olarak iki 'O, formundan birini iiretebilir. 1Ag olarak
adlandirilan biyolojik olarak ilgili Oz durumu, Oz'nin spin hizali, eslesmemis elektronlart
birbirleriyle eslestiginde ortaya c¢ikar, boylece bir orbitalin ¢ift elektronlara sahip oldugu ve
diger orbitalin bos oldugu bir dig p orbital yapisi tretir (Briviba, Klotz ve Sies, 1997;
Halliwell, 2006). Bu elektron yeniden diizenlenmesi, doniis kisitlamasini ortadan kaldirarak
0.yi 'Oy'ye doniistiiriir ve 1O,'yi oksijen tiirlerinin en reaktif hale getirir (Briviba ve
digerleri, 1997; Ziegelhoffer ve Donohue, 2009).

In vitro calismalar, ROT'un gesitli biyomolekiillere zarar verdigini gdstermistir. Oncelikle
(O2"-) ve H20O. oksidasyon yoluyla proteinlere zarar verir (Imlay, 2003). Oysa (OH-)
DNAL,2'ye zarar vererek potansiyel olarak mutajenik ve hatta 6ldiiriicii olabilecek cesitli
bozulmalara neden olur (Imlay, 2003). Hiicreler, zarlar, proteinler ve DNA dahil olmak
lizere in vitro ¢ok sayida hiicresel bilesenle reaksiyona girdigi gosterilen 'O, tarafindan
oldirtlir. Bu ROT'lardan her biri hiicrelere zarar verebilir, ancak hangi kimyasal
reaksiyonlarin meydana geldigi ve bireysel reaksiyonlarin hangi oranlarda meydana geldigi

konusunda bazi anlagsmazliklar vardir (Imlay, 2003; Juan ve digerleri, 2021).

2.4.5. Oksidatif stres tepkileri

ROT molekiilleri H2O2 ve (O27) solunum zinciri bilesenlerinin fotooksidasyonu, cesitli
endojen aktiviteler veya eksojen ajanlar 1-3 ile aerobik olarak yetistirilmis bakterilerde
tiretilebilir. ROT, DNA'ya, proteinlere ve zarlara zarar verebileceginden, hizli bir yanit
olusturmak hayatta kalmak i¢in ¢ok dnemlidir. H2O> ve O.'ye bakteriyel adaptif veya stres
tepkileri, diisiik dozlarda H2O» veya O2"~ (paraquatin biyolojik aktivasyonu ile olusturulan)
Salmonella enterica ve E. coli gibi mikroorganizmalarda stres tepkileri farkli sekilde ortaya

cikabilir. Ancak, daha yiiksek dozlarda maruz kalindiklarinda bu mikroorganizmalar i¢in
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oliimciil hale gelebilir (Farr, Natvig ve Kogoma, 1985; Merrikh, Ferrazzoli, Bougdour,
Olivier-Mason ve Lovett, 2009; Ziegelhoffer ve Donohue, 2009).

Dabha ileri ¢aligsmalar, ilgili transkripsiyon faktorlerini (H20: i¢in OxyR ve Oz i¢in SoxRS),
hedef genlerini ve aktivitelerinin nasil diizenlendigini tanimladi. OxyR aktivitesi, H2O; ile
artar. OxyR regulonu, oksidan eliminasyonunda (katG, ahpC ve ahpF), tiol gruplar1 ve
disiilfid baglar1 arasindaki dengenin korunmasinda (gorA, grxA ve trxC) ve en aza indirmek
icin Fe?* kullanilabilirligini (dps ve fur) smirlandirmada yer alan genleri icerir. Bu genler
Fenton reaksiyonunun olusumu. SOxR, (Oze-) ile etkinlestirildiginde, dogrudan soxS'min
transkripsiyonunu uyarir. SoxS, gen transkripsiyonunu dogrudan aktive etmek icin Oz'ye
ikinci bir transkripsiyonel yanit kademesinde etki eder. SOXRS regulonu, (O2)
eliminasyonunda (manganez siiperoksit dismutaz (sodA)), DNA onariminda (endoniikleaz
IV (nfo)) ve glutatyona bagli onarim reaksiyonlari i¢in indirgenmis piridin niikleotidlerin
artan hiicresel havuzlarinda (glukoz) yer alan genleri igerir. SoxRS regulon iiyeleri arasinda,
krebs dongili fonksiyonunun devam etmesini saglayan fur, siiperoksite direngli fumaraz
(fumC) ve aconitase (acnA) izozimleri ve triinleri azaltma agisindan 6nemli oldugu tahmin
edilen birkag¢ flavodoksin geni (fpr, fldA ve fldB) bulunur. Fe-S kiimeleri 3. hem OxyR hem
de SoxRS regulonlari, hiicreleri reaktif nitrojen tiirleri ve organik ¢oziiciiler dahil olmak

tizere diger zararli kimyasallardan korur (Kaur ve Benov, 2020; Zheng ve Storz, 2000).

2.4.6. Serbest radikallerin kaynaklar:

Serbest radikaller viicutta farkli biyokimyasal islemle iiretilebilir; molekiiler aerobik
solunum sirasinda oksijen veren siiperoksit ve hidroksil radikalleri olusturabilir. Oksidasyon
gibi kimyanin yan iriinleri katekolaminlerin ve aragidonik asidin aktivasyonu molekiiler
oksijeni azaltabilen iiriin elektronlart siiperoksit olusturabilir. Siiperoksit ve hipoklor6z asit
(HOCI) iiretimi, aktiflestirilmis fagositler tarafindan gii¢lii bir oksidan olusturabilir. Nitrik
vaskiiler endotelyum ve diger hiicreler tarafindan oksit iiretimi i¢inde ek olarak, harici
radikallere yanit olarak serbest radikaller iiretilebilir. Gilines isinlari, elektromanyetik
radyasyon ve yaslanma serbest radikal kaynaklari olarak gosterilebilir (Sekil 2.6)

(Betteridge, 2000).
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Elektromanyetik
radyasyon

Serbest
e i Radikal
Kaynaklari

Yaslanma

Sekil 2.6. Serbest radikal kaynaklari

2.5. Serbest radikalleri etkileri
2.5.1. Lipidlerin iizerindeki etkisi

Membranin lipid Dbilesenleri, serbest radikallerin etkisiyle oksitlenir. Lipidlerin
peroksidasyonu sirasinda, ‘ikinci mesajcilar’gibi davranan ¢ok sayida toksik yan {iriin de
olusur. Lipidler {izerinde neden oldugu hasar, hiicrenin isleyisi icin son derece zararlidir.
Yaglarin bazi irlinleri, 6rnegin malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal (4-HNE),2-
alkenaller ve izoprostanlar toksikolojik agidan oOnemlidir (Devasagayam, Boloor ve

Ramasarma, 2003).
2.5.2. Karbonhidratlar uizerindeki etkisi

Kararli haldeki karbon atomu tizerindeki rastgele bir hidrojen atomunu kopararak karbon
merkezli bir radikal olusturur. Bunu sonucunda 6rnegin (OH') gibi serbest radikaller
tarafindan bag yapmaya agik hale gelecektir. Bu olay, hyaluronik asit gibi molekiillerde

zincir kopmalarina neden olur (Sharma, 2014).
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2.5.3. Proteinler iizerindeki etkisi

Serbest radikaller, enzim aktivitesine ve yapisal proteinlerin islevine dogrudan miidahale
edip proteinlere dogrudan zarar verebilir. Proteinlerin reaktif nitrojen tiirleri (RAT) ve
reaktif oksijen tiirleri (ROT) tarafindan yiikseltgenmesi sirasinda, 6zellikle gecis metali
iyonlari ile etkilesime girdiginde, hidroperoksitler gibi kararli ve reaktif iirlinlerin iiretimine
yol agan serbest radikaller iiretebilir. Temel olarak, bu oksitlenmis protein formlari ¢ikarilir
ancak belirli bir siire boyunca birikimleri hastaliklarin yan1 sira yaslanma ile iliskili olarak

hasara sebep olabilir (Phaniendra, Jestadi ve Periyasamy, 2015).

2.5.4. DNA izerindeki etkisi

Serbest radikal saldirisi, DNA'da DNA pargalanmasi gibi ¢esitli degisikliklere neden olur ve
bu da poli (ADP-riboz) sentetaz enziminin aktivasyonuna neden olur. Bu, DNA'nin
onarilmasina yardimei olmak i¢in NAD * ' y1 boler. Asirt hasar durumunda, NAD™ seviyeleri
tamamen tlikenebilir, bu da hiicresel hasarin tiiriine bagli olarak nekroz veya apoptozdan
kaynaklanabilecek hiicre 6liimiine neden olabilir. Hiicre zarmin veya organelin serbest

radikallerle hasar gormesi onu savunmasiz hale getirir ve bu da tim hiicreyi riske atabilir

(Sharma, 2014).

2.6. pH Stresi

Sulu ¢ozeltilerde pH, H+ veya OH- konsantrasyonlarinin birlesik logaritmik ifadesi olup
yani hidrojen iyonlarmin aktivitesini ifade eder. Organizmalarin biiyiime gelismesi igin
belirli bir pH gerekir buna en uygun ortam gerekli ortamda mikroorganizmalarin biiyiimesi,
pH ile dogrudan iliskilidir. Mikroorganizmalarin yasadigi pH yoniinden incelendiginde 3
tipe ayrilir. Alkalifiller yiiksek pH'ta, ndtr ortamda yasayanlar ntr pH'ta ve asidofiller diisiik
pH'ta, en iyi biiyiime ve gelismeyi gosterir (Jin ve Kirk, 2018).

Bakteriler, cevrelerinin pH''indaki degisiklikleri algilama ve bunlara uyum saglama
yetenegine sahip pH homeostasis mekanizmasi sahiptir. Bu mekanizma, dis pH'daki
degisikliklere kars1 sitoplazmik pH'in n6tr degerlere yakin olmasini saglar (Krulwich, Sachs
ve Padan, 2011).
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Proton itici giicli sayesinde bakteri sitoplazmasi pH stresine karst dnemli etkendir. Bu
nedenle, bakterilerin hayatta kalmasi ve gelismesi i¢in sitoplazmik pH'in kontrol edilmesi

gerekir (Nazzaro, Fratianni, Martino, Coppola ve Feo, 2013).

Bakteri membranlar1 hidrojen iyonlarina karsisinda tamamen gegirgen degildir. Bu nedenle
dis ortamda gergeklesen pH degisikliklerin bakteriyi etkilemez. Ornegin, E. coli'nin
sitoplazmik pH"1 sadece 0,1 birim degisirken, dis ortamin pH'1 4,5 ile 7,9 arasinda
degismektedir (Martinez ve digerleri, 2012).

Bununla birlikte, pH homeostazi tireten tiim bu sistemler, bakterileri pH stresinden etkili bir
sekilde koruyamaz. Asidik kosullarda biiylime ve hayatta kalma ile ilgili bircok ¢aligma
olmasina ragmen, alkali ortama adaptasyon mekanizmasi hala belirsizligini koruyor.
Bakterilerin K(Na)/H antiporterleri 5 ile alkali ortamlara uyum saglayabildikleri
bilinmektedir (Saito ve Kobayashi, 2003).

Bakteriler, metabolik aktiviteleri nedeniyle asidik iirlinler iiretebilir ve bu iirlinler ortamin
asidikligini artirabilir. Bu nedenle, bakteriler asit stresine maruz kaldiklarinda,
viicutlarindaki ¢esitli yapilar etkileyen mekanizmalar gelistirirler. Bu mekanizmalar, pH
diizeyindeki degisikliklerden proton hareketini etkileyen kuvvetlere, enzim aktivitesinden
protein katlanmasma kadar cesitlilik gosterir. Ornegin, bakteriler asit stresine maruz
kaldiklarinda, flagella hareketlerini degistirebilirler veya asidik ortamda ¢alisan enzimler
uretebilirler. Bu sayede, bakteriler asit stresine dayaniklilik kazanarak yasamlarini

stirdiirebilirler (Yousef ve Courtney, 2003).

Asit ortamlar, bakterilerin hiicre zarinin permeabilitesini etkileyerek pH dengesini bozar. Bu
nedenle, bakteriler asit sok proteinleri lireterek kendilerini koruma mekanizmasi gelistirirler.
Asit sok proteinleri, bakterilerin hiicre zarinin permeabilitesini azaltarak, asit etkisinden
korunmalarini saglar. Bu mekanizma, diisiik pH degerlerinde mikroorganizmalar tarafindan
tiretilerek kendilerini korumaya yonelik bir 6nlemdir. Bu mekanizma sayesinde, bakteriler

pH etkisinden korunmay1 basarirlar (Dikici, 2009).

Son aragtirmalar, E. coli, L. monocytogenes ve Salmonella spp. gibi patojenik bakterilerin

asidik kosullara uyum saglama mekanizmalarina sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu
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bakteriler orta derecede asidik ortamlara maruz kaldiklarinda, spesifik genler tarafindan
kontrol edilen asit sok proteinleri lireterek yiiksek asitli ortamlarda hayatta kalabilirler. Bu
mekanizma sayesinde, bu patojenik bakteriler asidik kosullara uyum saglayabilirler (Foster,

1991; Peng, Tasara, Hummerjohann ve Stephan, 2011).

Bakteriler, asit ortamlarda yasamak i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirmiglerdir. Asidik pH
etkisinden korunmada gorevli olan bu mekanizmalardan biri, asit direng sistemleridir.
Ornegin, E. coli bakterisinde 5 farkli asit direng sistemi bulunur: glukoz bagimli ARI,
glutamat bagimli (gad) AR2, arjinin bagimli (adi) AR3, lisin bagimli (cad) AR4 ve ornitin
bagimli (spef) ARS. E. coli bakterisinde dis membran porin proteinleri de asidik pH
etkisinden korunmayi saglar. Ornegin, OmpF, OmpC ve LamB gibi porin proteinlerinin
sentezi asidik pH kosullarinda degisiklik gosterir. Bu proteinler, nétral ve asidik pH
kosullarinda da gorev alirlar. Asidik pH kosullarinda E. coli'nin OmpF, LamB porin
proteinlerinin ve 30 kDa'lik proteinlerin sentezinde azalma, OmpC sentezinde ise artig olur
(Brameyer, Schumacher, Kuppermann ve Jung, 2022; Heyde, Lazzaroni, Magnouloux ve
Portalier, 1987).

E. coli bakterisinde, EnvZ proteininin g¢alismalarinda, iki farkli mutasyonun porin
sentezindeki kontroliiniin degistigi goriilmiistiir. Bu mutant suglarin birisi, OmpF ve OmpC
genlerinin pH bagimli diizenlenmesini oldukga etkilemistir. Ancak nétral pH kosullarinda,
her iki mutasyonda da bir degisim gdzlenmemistir ve OmpR sentezinin pH'dan
etkilenmedigi ortaya konmustur. Bu bulgular, E. coli bakterisinde porin proteinlerinin
sentezinin asidik pH kosullarinda 6nemli rol oynadigini gosterir (Brameyer ve digerleri,

2022).

E. coli bakterisinde, pH bagimli porin diizenlenmesi hem transkripsiyonel hem de
posttranskripsiyonel diizeyde olmaktadir (Darcan, 2012; Heyde ve digerleri, 1987). OmpF
ve OmpC genlerinin sentezi iizerinde hem transkripsiyonel hem de posttranskripsiyonel
diizeyde pH'ya bagli olarak regiilator etkinin EnvZ bagimli oldugu ortaya konmustur.
Ayrica, ompF sentezi i¢in ayrica bir diizenlemenin de varligi vurgulanmistir. Asidik pH
kosullarinda ise OmpC porin sentezinin EnvZ'den bagimsiz bagka bir mekanizma ile ¢alistig
ortaya konmustur. Ancak bu mekanizmanin ne oldugu konusunda bilgi bulunmamaktadir.

E. coli bakterisinde, pH ve osmolarite gibi faktorler porin proteinlerinin sentezini etkiler.
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Ornegin, sabit osmotik kosullar altinda yapilan ¢alismalar, asidik pH kosullarinda OmpC
porininin sentezinin arttigini, fakat OmpF porininin ise ndtral pH kosullarinda daha fazla
sentezlendigini gostermistir. Ortamin osmolaritesinin arttirilmasi durumunda ise OmpC
porininin sentezi hem notral hem de asidik pH kosullarinda artt1, ancak bu arttirma pH'dan
bagimsiz bir mekanizma ile gergeklesmistir. Ayrica, farkli karbon kaynaklarinin
kullanilmast durumunda OmpC porininin sentezinde bir degisiklik gdzlenmemistir. Ancak
gliserol iceren ortamda, glukoz kullanimina gore OmpC porininin sentezinde bir azalma

goriilmiistiir (Chakraborty ve Kenney, 2018; Thomas ve Booth, 1992).

Calismalarin devaminda, CAMP'nin pH 6,0'da OmpC protein sentezini artirdigi, ancak
OmpF protein sentezine etkisinin olmadigi gosterilmistir. Ayrica, OmpC proteininin

osmotik diizenlemesinin ortamdaki karbon kaynagindan bagimsiz oldugu belirlenmistir

(Chakraborty ve Kenney, 2018; Thomas ve Booth, 1992).

Daha onceki caligmalarda kompleks ortamlarda tireyen hiicrelerde pH bagimli porin
diizenlenmesi ortaya konmusken. Onceki calismalar, kompleks ortamlarda iireyen
hiicrelerde pH'ya bagli porin diizenlenmesini ortaya koymustur (Chakraborty ve Kenney,
2018; Thomas ve Booth, 1992).

2.6.1. Sitoplazmik pH 6l¢iimii

Bakteri hiicreleri ¢ok kiiciik oldugundan, bir pH elektrotu kullanarak sitoplazmik pH'in
dogrudan Ol¢limii zor olmasindan dolayli iki farkli yontemler gelistirilmistir. Birincisi
floresan kullanmay1 iceren problar ile gergeklestirilmistir (Strduber ve Miiller, 2010).
Ikincisi, konsantrasyona dayali olarak sitoplazma ve dis arasindaki zayif bazlar veya asitlerin
gradyani ile dahili pH'1 hesaplanir (Casey, Grinstein ve Orlowski, 2010). Son yaklasim,
kimyasal protonasyonuna bagli olan bir niikleer manyetik rezonansi (NMR) sinyalinin

kaymasi ile 6l¢iilmiistiir (Loiselle ve Casey, 2010).

2.6.2. Bakteriler pH etkisi

Bakteriler, farkli habitatlarda hayatta kalabilmek i¢in degisen g¢evresel kosullarla basa

cikmak zorundadir. pH degeri dnemli bir belirleyicidir. Besinlerin ve demir gibi eser
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elementlerin ¢oziliniirliigli ve genel olarak hiicresel metabolizma {izerinde bir etkisi vardir.
Cogu bakteri, asidik veya alkali kosullara maruz kaldiginda nétr veya hafif alkali bir i¢c pH"1
korur. Bu pH homeostazi, tiim hiicresel enzimlerin islevleri ve stabiliteleri i¢in dnemlidir

(Krulwich, Sachs ve Padan, 2011).

Cok ¢esitli organizmalar {izerinde yapilan ¢aligmalarin bir sonucu olarak, bakteriyel pH
homeostazi hakkinda bir takim genellemeler yapilabilir. ilk olarak, tiim organizmalarmn
ulasmay1 amagladigi belirli bir i¢ pH degerinin olmadig1 agiktir. Boylece, asidofillerin pH-
6,5 ila 7,0 araliginda pH degerleri sergiledikleri, ndtr ortamda yasayan bakterilerin pH
degerleri 7,5 ila 8,0 ve alkalifillerin pH degerlerinin 8,4 ila 9,0 oldugu kabul edilmektedir
(Krulwich ve digerleri, 2011).

pH degerlerindeki bu farklilik, bu araliklarda calisan enzim sistemlerini gelistirmek igin
dikkate deger bir kapasiteyi yansitmaktadir. ikincisi, organizmalarin sitoplazmik pH'larimni
diizenlemek i¢in farkli kapasiteler sergiledikleri agiktir. Bir¢ok organizmada, yasadigi pH
disindaki pH'da her bir pH birimi degisikligi basina yalnizca 0,1 birim kadar degisirken,
digerlerinde ¢ok daha biiyiik pH degisiklikleri gozlemlenmistir (Krulwich ve digerleri,
2011).

Bu genellemeye disinda, sadece nadiren sitoplazmik pH, hiicrelerin optimum diizenleyici
kapasiteyi gostermesi beklenebilecegi biiyiime kosullar1 altinda dlgiilmiistiir. Ugiinciisii,
fermentatif organizmalar, metabolizmanin solunum modu olan organizmalardan daha fazla
biiylimenin ger¢eklesecegi bir pH degeri sergiler. Dordiinciisii, bir bakimdan alkalofiller,
asidofillerden ve notr ortamda yasayanlardan farklidir. Yani pHi'nin diizenlenmis degeri dis

ortam pH'indan diisiiktiir (Parker, Schneegurt, Lister ve Forster, 2016).

2.6.3. Escherichia coli asit diren¢ mekanizmasi

Dort farkli amino aside bagimli asit direng sistemi karakterize edilmistir ve her birinin iki
bileseni vardir. Asit direnci sistemleri (ADS), bakterilerin asit kosullarina dayanikliligini
saglamak icin gerekli olan mekanizmalardir. ADS, farkli tabanlarda calisir ve farklhi
molekiilleri kullanir. Ornegin, glutamik asit tabanl asit direnci sistemi (GDAR), glutamik

asit dekarboksilaz enzimleri GadA/GadB ve glutamat/y-aminobiitirik asit (GABA)
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antiporteri GadC'yi igerir. Arginin tabanli asit direnci sistemi (ADAR), indiiklenebilir
arginin dekarboksilaz AdiA ve arginin/agmatin antiporterini igerir. Lizin tabanli asit direnci
sistemi (LDAR), indiiklenebilir lizin dekarboksilaz Ldcl ve lizin/kadaverin antiporterini
icerir. Asit tolerans yaniti (ATY), bakterilerin asit kosullarina dayanikliligini arttirmak igin
gerekli olan bir mekanizmadir. ATY, Oliimciil asit stresine karsi direng mekanizmasi

olusturur (Kanjee ve Houry, 2013).

2.7. Bakterilerde Oksidatif Stres ve pH iliskisi

Bakteriler ne olursa olsun sabit bir dahili pH'1 korur. (E. coli pH-7,6). Ancak, cogu bakteri
pH-3 ile 7 arasindaysa yasayabilir. Hiicrenin genis fizyolojik parametrelerinin hareketliligi
dis boyut, sekil, hiicre zar1, zar gegirgenligi ve hiicre igi siiper-oksit konsantrasyonu gibi
faktorlere baglidir. Genel klinik modelde gram (-) proteobacterium ve E. coli‘nin boyutu ve
sekli hiicreler pH stresine karsi ¢ok hassastir, hatta daha fazla duyarhidir. Stresini takiben
membran parametrelerindeki degisiklikler, hiicre boyutu ve seklini etkilenmez. Fizyolojik
anlamda ¢esitli florokromlar serisi suslarin karakterizasyonu agisidan énemli bir fark ortaya
koymaktadir. pH stresine karsi direngte C. metallidurans membran seviyesindeki pH stresini
hiicrenin i¢ kisminda algilamaktadir. Celigki olarak, E. coli hiicreleri pH'daki degisikliklere
kiiciilerek tepki vermekte olup sadece sinirli olarak i¢ini koruyor gibi goriinen etkilerden
kaynakl1 hiicre sinir seviyesinde veya hiicre i¢inde gergeklesir. Bununla birlikte, her iki susta
da bazilarinda ortaya ¢ikan histogramlar, iki tepe noktasina karsilik gelen iki popiilasyonu
yansitan iki ayr1 bakteri popiilasyonunun degisken duyarliliginin varligini gésterir, bu da pH
stresinin mevcudiyetini belirtir. Yiiksek ve ¢ok diisiik pH'da gozlenen floresan hiicrenin bir
boliimiintin lokalize hizli yirtilmasi zar veya hiicrenin tamamen yok edilmesi olarak
gozlenlenmektedir. Ayrica, sonuglarimiz su diisiinceyi desteklemektedir: Hiicre zari, pH
hasarinin 6nemli bir hedefidir. Bu, membran prop-belirlenmesinde 6nemli bir faktor olabilir.
Farkli bakteri suslariin stres direnci yine de oldiiriicli etkinin dogas1 ve zarin rolii pH
direncini belirlemede yap1 ve muhtemelen diger stresler i¢in hala agikliga kavusturulmalidir.
Sonug olarak, akis sitometrisinin hakkinda bilgi edinmenin ilging bir yoludur. Bakteri
suslarinin fizyolojik durumu ve metabolizmast pH stresinden hiicre bilgisi saglar aksi
takdirde herhangi bir sekilde elde etmek neredeyse imkansizdir. Cesitli streslerin (6rnegin:

sicaklik, X 1ginlari, UV 1sinlari, basing, aclik ve oksidatifstres) homojen veya heterojen
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popiilasyonlar tizerindeki etkisi gozlemlenmelidir (Baatout, Leys, Hendrickx, Dams ve
Mergeay, 2007).

2.8. Bakterilerde Fotooksidasyon

Uzun yillar glines 1s1ginin mikrobiyal 6ldiirme etkisinin tamamen ultraviyole 1sinlarindan
kaynaklandigina inanilmaktadir. Oysaki giinesin ultraviyole radyasyonunun biiyiik bir kismi
atmosfer tarafindan emilir. Glines 15181nin yeryiizii tizerindeki bakteriye etkisi tamamen
baska mekanizma olan fotooksidasyona baglidir. Fotooksidasyon sirasinda ultraviyoleden
uzun olan dalganin yaydigi enerji mikroplar tarafindan emilir ve atmosferdeki oksijenden

kaynakli 6liime yol agan bir oksidasyon olusur (Nelson ve digerleri, 2018).

Cevresel faktorlerden biri veya birden fazla goriilecek asir1 artma ve azalma gibi
anormallikler canli organizmanin yasami ve dagilisi iizerinde oldukca 6nemli degisiklikler
yaparak olusan stres ortamina karsi birtakim yeni yasam stratejileri gelistirir. Bu stratejiler
ekzospor olusumu (6rn: Actinomycetes ve Streptomycetes) , endospor olusumu (6rn: Baciffus
sp.), kist olusumu (6rn: Azotobacter sp.) olarak goriiliir (Hamedi ve Poorinmohammad,
2017).

2.9. Metilen Mavisi ve Analoglarinin DNA ve Diger Biyolojik Substratlarla
Fotokimyasal Etkilesimleri

Metilen mavisi ve bununla baglantili fenotiazinyum boyalar1 biyolojik subtratlarla 151k
uyarimli reaksiyonlara girerler. Boyalarin 151k etkisi ile niikleik asitleri, proteinleri, lipidleri,
biyolojik membranlari, organelleri, virlisleri ve bakterileri etkiledikleri gorilmiistiir.
Histolojide hiicre parcalarin1 boyamada kullanilan boyalarin mikroskopla aydinlatma
sartlarinda bile mikroorganizmalar1 etkisiz hale getirdikleri bakterilerin fotooksidayonu
kantitatif arastirmalarla bildirilmistir (Khadieva ve digerleri, 2021; Tardivo ve digerleri,
2005).

Azur B, Azur C, thionin ve toludin mavisi kullanilarak, bu boyalar sayesinde DNA 1s13a
duyarl hale getirilebilir (Paul ve Kumar, 2013). Ozellikle, bdyle bir fotodinamik hareketin

oksijen esliginde gerceklestirilmesi sonucunda, direkt olarak elektron transferi gibi bir
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reaksiyon ya da hidrojenin ayrilmasi gibi bir tepki ya da dolayli olarak singlet oksijen ve

serbest atom kokleri gibi aktif tiirlerin olusumu meydana gelebilir (Wang, 2012).

Isik ile uyarilmis boya, triplet uyarim durumuna gecer. Bu, bir ylikseltgenme halidir. Bu
triplet durumlari, molekiiler oksijen ile bastirilir ve bu bastirma sonucunda, singlet oksijen
olusur (Vatansever ve digerleri, 2013). Triplet uyarim durumlarinin yasam siirelerinin uygun

olmas1 bunlarin metal kompleksleridir (Erickson ve digerleri, 2015).

2.10. Fotosensitizer Maddelerin Hiicresel Proteinlere Olan Etkileri

Fenotiazinyum boyalar1 aminlerinin fotooksidizasyonu bir siiredir bilinen bir olgudur. Bu,
ayni zamanda bazi1 aminoasitler i¢in de gecerlidir (Moreira ve digerleri, 2012). D1s mernbran
proteinleri ile toluidin mavi etkisine maruz birakildi, floresan 15181 altindaki E. coli
bakterisinin dis membran proteinlerinde ciddi degisikliklerin oldugu ve dormansi
durumunda oldugunu ortaya koymustur. Bu reaksiyon yolu hem kosullara hem de 6zel
aminoaside bagl olmaktadir. Ornegin, O2 mekanizmalari dzellikle histidin i¢in kullanilir.
Bu tepkimeler, sadece izole aminoasitlerle degil, ayn1 zamanda, proteinler, peptidler ve

enzimlerle meydana gelebilir (Darcan, Ozkanca, Idil ve Flint, 2009; Grossweiner, 1976).

Fenotiazinyum boyalart kullanilarak yapilan enzimlerin fotoinaktivasyonu caligmalart,
islemden gecmis proteinlerde en sik goriilen kimyasal degisikliklerin peptid baglarinin
uyarilmasindan ziyade, bazi aminoasit yan zincirlerinin (6zellikle histidin ve triptofan
tortularinin) pargalanmasi oldugunu gostermistir (Wainwright ve Giddens, 2003). Bu
degisiklikler, metilen mavisi gibi maddelerin hemoglobin hormonal aktivitesini, antijenlerin
ozgilligint, ¢oziniirliigiinii ve enzim aktivitesini etkileyebilecegi belirtilmistir (Henry,

Summa, Patrick ve Schwartz, 2020).

Bazi proteinler, miyoglobin gibi belirli alt birimler igindeki ¢apraz baglar 1518a duyarli hale
getirir ve bu durumda, izole edilmis proteinler zarar gérebilir. Ayrica, bu tiir proteinler,
kromatindeki DNA protein baglantilarini da 1s18a duyarli hale getirebilir (Jiang, Hagglund,

Carroll, Rasmussen ve Davies, 2021).



25

MIK(Minimum Inhibitér Konsantrasyonu) degerindeki bu etki ve proteinlerde goriilen
bozunma bakterinin boliiniip ¢ogalmasini etkileyebilir ve neticede dormansiye sebep
olabilir. Yapilan arastirmalarin ¢ogunda hayatta kalma ya da inaktivasyon Ol¢iisii olarak
kiiltiirlenebilme 6zelligi kullanilmistir. Hiicrelerden ¢ogunun kiiltiirlenemez olabilecegi
fakat yine de canli kalabilecegi ihtimali diisiiniilmemistir. Inaktivasyon cogunlukla lizis'e
sebep olmadigindan zara gelen herhangi bir hasar hiicreleri kiiltiirlenemez duruma getirir.
Bu konuda daha 6nce yapilan bir ¢alismada bunu gostermistir (Gutiérrez-Cacciabue, Cid ve
Rajal, 2016).

Salmonella typhymurium ve inaktive edici oksijen tiirii olarak saf singlet oksijen kaynagi
kullanilmistir. Fotosensitizer olarak toluidin mavisi ile kapli cam taneciklerden kirmizi 1g1k
gecirilerek bu 1s1k hiicrelere uygulanmistir. Kirmizi 1518 uygulandigi bu hiicreler 6nceki
aragtirmalardakine benzer hayatta kalma egrileri gdstermislerdir. Islem goren hiicreler
mikroskobik incelemeye alindiginda, rhomadin 123 boyasi ile boyama yapildiktan sonra
canli hiicrelerin bulundugu goriilmiistiir. Kullanilan rakamlarin koloni olugturma birimlerine
bagl oldugu tahmin edilmektedir. Kontrol gruplariyla yapilan karsilastirmalar, canli fakat
kiiltiirlenebilir olmayan hiicrelerin bulundugunu gostermistir (Dahl, Dahlsten, Lindstrom ve

Korkeala, 2015).

2.10.1. Fotosensitizerlerin DNA'ya etkileri

Fotosensitizasyonun, 1sik ile aktive edilen bir siirectir ve DNA'da guanin bazlarini tahrip
edebilir. Bu tahribat, hem immunolojik olarak hem de termal denatiirasyon sicakliginda bir
degisiklige yol acar. Bu degisiklikler sonucunda, sensitizen olan DNA'nin 1sitilmasi tek dizi
kirilmalara yol agabilir. Ayrica, indirgenme orani, DNA'daki (G-C) baz ciftlerinin mol
fraksiyonu ile artmaktadir. Metilen mavisi sensitizasyonu sonucu, DNA'ya verilen zarar,
hem denatiirasyon 6ncesinde hem de sonrasinda boyanin yogunlugunda meydana gelen

degisikliklerle kontrol edilebilir (Epe, 2012).

Jel elektroforez yontemleri ve 5-32 P grubu reptriksiyon fragmanlarinin kullanilmasi sonucu,
metilen mavisi ile sensitized olan DNA'nin sicak periodin ile isleme tabi tutulmasi, guanin
tortularinda tek dizi kirilmalara yol agmistir. Bu kirilmalar, tim guanin tortularinda

gortilebilir (Friedmann ve Brown, 1978; Wang ve digerleri, 2021).
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Son olarak, tek ve ¢ift sarmalli DNA'nin 1s1 sirasinda bu sekilde boliinebilecegi gosterildi.
Bu, hematoporfirinin davraniginin tersidir ve hematoporfirin iyi bir oksijen kaynagi
olmasina ragmen, yalnizca tek sarmalli DNA'y1 hassaslastirabilir. Niikleobaz hasarinin B ve
Z DNA tiplerine metilen mavisine bagliligin1 belirlemek i¢in hasar tanima fiizyon proteini
kullanildi. Bu protein, tek islevli yapidaki hasari tespit edip genellikle baz eslesmesini veya
baz eslesmesini engeller. Ancak apurinik veya apirimidin bolgelerine, pirimidin kalintilarina
veya tek sarmalli DNA'ya baglanmaz. Bu deneyler, hasarin poli[d(A-T)] yerine G igeren
DNA'da oldugunu dogruladi (Dahlmann, Vaidyanathan ve Sturla, 2009).

Histidin ile yapilan bastirma ve D20 ile yapilan artirma islemleri oksijenin roliinii
dogrulamistir. Tek dizi kirilmalar1 ve apurinik bdlgeler bu hasarin sadece yiizde birkaginm
agiklayabilmistir. Tek dizi kirtlma oran1 bir saat siireyle 37°C 'de inkiibasyonla artmamustir.
Bu, kesintilerin temel degisikliklerden kaynaklanmadigini gostermektedir. DNA'daki
oksidatif hasarin daha iyi anlagilmasini saglayan 6nemli bir gelisme, polimerdeki 8-hidroksi-
deoksiguanozin (8-0H-dG12) merkezinin kesfedilmesiydi. Bunlar, iyonlastirict radyasyon
veya kimyasal hidroksil radikal kaynaklar ile islenmis DNA'nin enzimatik ekstraktlarinda
yiiksek performansli s1ivi kromatografi teknikleri ve hassas elektrokimyasal tespit yontemleri
ile tespit edildi. Biyolojik olarak 8-0H-dG12 bdlgesi, tek iplikg¢ik kirllmasindan daha 6nemli
bir bolge olabilir ¢linkii kirilma hiicre tarafindan kolayca tamir edilebilirken, 8-0H4G12
bolgesi tamir sirasinda uyumsuzluklara neden olabilecegi i¢in mutajeniteye neden olabilir

(Cannan ve Pederson, 2016; Floyd, West, Eneff ve Schneider, 1989).

8-OHdG12’nin, metilen boyasinin varliginda DNA'nin hava ile temasi olan soliisyonlarinda
fotoliz sonucunda olustugu goriildii. Diger fenotiazinyum boylariin beyaz 151k karsisinda

DNA'daki 8-0H-dG12 boélgelerinin olusumuna neden olmustur (Floyd ve Marcotte, 2022).

2.10.2. Fotosensitizerlerin biyolojik membranlara etkisi

Gergek biyolojik membranlar, fosfolipid ve lipozom kolesterolii yani sira protein igerirler ve
bu ii¢ bilesik fotosensitizasyon sonucu meydana gelen degisikliklere kars1 duyarlidirlar.
Bununla birlikte, glikoproteinlerin ve glikolipidlerin karbonhidrat kalintilar1 6nemli 6l¢iide
etkilenmez. Amino asit yan zincirlerindeki degisiklikler, gergek zar sistemlerinde hiicre

parcalanmasina neden olan faktor olabilir. Tekli oksijen aktif tiir ise bu durum tekli oksijenin
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proteinlerle ve yag asitleriyle reaksiyonlarindaki farkliliklardan olabilir. Singlet oksijeninin
hiicreler iizerinde etkileri arastirilmis ve hiicre zarlarinin hiicre hasarina en fazla ugrayan

bolge oldugu kabul edilmistir (Bacellar ve digerleri, 2014; Matik, Hanania ve Nitzan, 1990).

2.10.3. Fotosensitizerlerin organellere etkisi

E. coli ribozomlar1 metilen mavisi fotodinamik islemi ile etkisiz hale getirilirler. Bu arada
zarar verici ara madde olarak Oz kullanilir. Zarar veren tiir Oz ise proteinlerin zarar gorecek
en 6nemli hedefler olmasi beklenen bir durumdur. Proteinlerin ve aminoasitlerin Oz'ni
indirgemek konusunda niikleik asitler ve niikleotidlerden daha etkili olduklar1 goriilmiistiir.
Izole mitokondrinin tionin fototoksik etkisi incelenirken boyanin yaklasik %10'unun zarla
etkilesim kuracagi hesaplanmig ve inaktivasyonun O kaynakli oldugu one siiriilmiistiir
(Bunting, 1992; Wang, Li ve Yoon, 2021).

2.10.4. Fotosensitizerlerin viriislere etkisi

Tam olarak hiicre tiirii olusturmasalar da, bakteriofajlar, bitki ve hayvan viriisleri nispeten
basit yapilarindan dolayi, biyolojik sistemlerdeki fotodinamik etkileri arastirmak amaciyla
uzun siiredir kullanilmaktadirlar. Onceden yapilan arastirmalarda bazi bakteriyofajlarin ve
virtislerin geri doniilmez bir sekilde etkisiz hale getirilmesi sirasinda 151k, O2 ve boyaya
genellikle ihtiyag duyuldugu gorilmistir (Perdrau ve Todd, 1993; Sadraeian, Zhang,
Aavani, Biazar ve Jin, 2022).

Fakat viriislerin hepsi, metilen mavisi ile yapilan fotodinamik harekete karsi duyarlilik
gostermemislerdir. Viriisler canli hiicreleri enfekte ettiklerinde (bakteri veya hayvan) 6lii
hiicreler herhangi bir korunma sergilememisler fakat canli olanlar1 fotodinamik
inaktivasyona karsi koruma saglamistir. Viriis asilandiktan sonraki 12-24 saat i¢inde metilen
mavisi ile fotodinamik islem yapildiginda canli hayvanlarda herpes ve vaccinia viriislerinin
sebep oldugu ylizey hasarlarinin olugsmasini énlemek miimkiindiir. Boylece canli hiicreler
virlsiin etkisiz hale gelmesini saglayabilmektedir. Bazi viriislerle yapilan benzer bir islemde

protein-RNA ve viral RNA'nin bozulmasina sebep olmustur (Sobotta ve digerleri, 2013).

Son zamanlarda yapilan aragtirmalarin amaci, viriislerin asilarda ya da tedavi preparatlarinda
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potansiyel kullanim i¢in fotoinaktive edilmeleri olmustur. Viriislere metilen mavisi ile
yapilan fotodinamik iglemin viral niikleik asitleri son derece etkiledigini géstermistir. Bu
nedenle bu boyalarin viriis inaktivasyonu i¢in asilarda kullanilmasi tavsiye edilmemistir

(Elikaei, Sharifi, S. Hosseini, Latifi ve M. Hosseini 2014; Lytle ve digerleri, 1989).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Suslar

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan E. coli yabani tip ve mutant suslari

Sus Genotip Kaynak

numarasi

W3110 Yabani tip Lab stok

JW5731 BW25113 adiA::km Keio Kolleksiyonu
JW1488 BW25113 gadB::km Keio Kolleksiyonu
JW1487 BW25113 gadC::km Keio Kolleksiyonu
JW4092 BW25113 cadA::km Keio Kolleksiyonu
JW4093 BW25113 cadB::km Keio Kolleksiyonu
JW4094 BW25113 cadC::km Keio Kolleksiyonu
MCM100 W3110 adiA::km Bu ¢alismada yapildi
MCM101 W3110 gadB::km Bu ¢alismada yapildi
MCM102 W3110 gadC::km Bu calismada yapildi
MCM103 W3110 cadA::km Bu calismada yapildi
MCM104 W3110 cadB::km Bu calismada yapildi
MCM105 W3110 cadC::km Bu calismada yapildi
MCM106 W3110 adiA::km pnt3::adiA Bu calismada yapildi
MCM107 W3110 gadB::km pnt3::gadB Bu ¢alismada yapildi
MCM108 W3110 cadB::km pnt3::cadB Bu calismada yapildi
MCM109 W3110 cadC::km pnt3::cadC Bu calismada yapildi
Plazmitler

JW5731 pnt3:adiA ASKA Klone

b1493 pnt3:gadB Mobil Plazmit
b4132 pnt3:cadB Mobil Plazmit
b4133 pnt3:cadC Mobil Plazmit
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Calismada kullanilan E. coli yabani tip ve mutant suslart yurt disindan temin edildi (Japon
Ulusal Genetik Merkezi). Suslardan elde edilen mutantlar {izerine ¢alisma yapildi. Bu
calismada kullanilan suslar Cizelge 3.1°de gosterildi. Suslarin antibiyotik direngleri
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemiyle dogrulanmistir. %20 gliserol (Merck) igeren

LB stoklar1 hazirlandi ve -80 °C'de bir derin dondurucuda (Panasonic) muhafaza edildi.

3.1.2 Besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Kiiltiirler icin kullanilan besiyerleri

Nutrient broth

8 g nutrient broth (Sigma) 1 L saf su igerisinde ¢6ziilerek hazirlanip 100 mL erlenmayer
icerisine meziirle 6l¢iilerek 60 mL olarak eklendikten sonra otoklav igerisinde 121°C de 20

dk steril olduktan sonra gerekli kosullarda saklanmistir.

Nutrient agar

20 g nutrient agar (Sigma) 1 L saf su igerisinde ¢6ziilerek hazirlanip 200°C 24 saat boyunca
streril edilip sterilizasyona birakilmis petri kablarina alev esliginde aktarilarak sogumaya
birakilmustir.

LB agar besiyeri

Transdiiksiyon ve transformasyon deneylerinde, ayrica mutant suslarin +4°C'de
buzdolabinda saklanmasi i¢in kullanilmak tizere, 25 g LB (Merck) ve 15 g agar (Merck) 1 L
saf suda ¢ozdiiriilerek 121°C'de 15 dakika (dk) otoklavda sterilize edildi.

LB broth besiyeri

Transdiiksiyon ve transformasyon deneyleri i¢in kullanilmak tizere, 25 g LB 1 L saf suda
cozdiirelerek 121°C'de 15 dk otoklavda sterilize edildi
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Soft agar

Transdiiksiyon deneyi i¢in kullanilmak iizere, 0,5 g yeast extract (Merck), 1 g tripton
(Merck), 0,7 g agar ve 0,6 g KCI (Merck) 100 mL saf suda eritilerek 121°C'de 15 dk
otoklavda sterilize edildi. Yaklasik 35-40°C ulasildiginda ¢ozeltiye 0,2 mL 1 M CaCl
(Merck) vel mL %50 glukoz (Riedel-de haen) ilave edildi.

DM agar

Transformasyon testinde kullanilacak 200 mL 1,4 g KoHPOs (Merck), 0,1 g NazCeHsO7
(Merck), 0,4 g KH2PO4 (Merck), 0,2 g (NH4)2SO4 (Merck) ve 3 g agar yari distile su ve
121°C'de 15 dk otoklavda sterilize edildi. Oda sicakliginda 0,4 ml 1M MgSO4 (Merck), 2
mL 10 mM FeSO4 (Merck), 0,8 mL %50 glukoz soliisyonu, 0,2 mL 20 mg/mL tiamin
(Sigma) ve uygun antibiyotik bir kez ilave edilip petri kaplarina yeterli miktarda dokiildii.

IPTG ve X-GAL'li Besiyeri Hazirlama

20 mg/mL X-gal stogundan 40 pL alinarak 0,1 M IPTG stogundan 20 pl alinarak 15 mL'
lik LB besiyerine eklendi

Deney icerisinde kullanilan ¢cozeltiler

10 mM pH-8 fosfat tamponu

27,8 g 0,2 M NaH2POg4 (sigma) 1 L Saf suda ¢o6ziilerek hazirlamistir. 28,41 g Na2HPO4
(sigma) 1 L saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir. 5,3 mL NaH2POs, 94,7 mL NaH2PO4 alinarak
1900 mL saf su eklenerek toplam hacim 2000 mL 10 mM, 0,1 M HCI veya KOH ile pH
ayarlanmigtir

10 mM pH-6 fosfat tamponu

27,8 9 0,2 M NaH2PO4 1 L Saf suda ¢oziilerek hazirlamistir. 28,41 gr NaHPO4 1 L saf suda
¢Ozilerek hazirlanmistir. 87,7 mL NaH2POa4, 12,3 mL NaH2PO4 alinarak 5,3 mL NaH2POg,
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94,7 mL NaH2PO4 alinarak 1900 mL saf su eklenerek toplam hacim 2000 mL 10 mM, 0,1
M HCI veya KOH ile pH ayarlanmistir.

Ringer

Bu soliisyon bakteri sayisinin belirlenmesinde dilisyon (seyreltme) amaciyla kullanildi. 500
mL saf suya ringer Soliisyonu (LAB) hazir tabletlerinden 1 adet atilarak hazirlandi.
Eppendorf tiiplere (Sekil 3.1) 1 mL eklenip agizlar1 kapatililip folyo ile sarildi. 121°C'de 20
dk otoklav yapildi. Deneyde kullanilmak {izere saklandi.

ESTTAS ;.‘MMM

Sekil 3.1. Eppendorf tiip icerisinde ringer ¢ozeltisi

IPTG (izopropil p-D-tiogalalaktopiranosid)

0,1 M kat1 IPTG (Sigma) (Sekil 3.2) olarak hazirlandi. 0,238 g IPTG, 9,9 mL distile suda
coziilerek filtre edildi ve steril hale getirildi. Sonra, steril edilmis eppendorf tiiplerine 1

mL'lik bir miktar alind1 ve tiipler folyo ile sarilarak -20°C'de saklandi.
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Sekil 3.2. Kat1 IPTG stogu

IPTG ve Tampon Hazirlama

0,1 M IPTG stogunda 80 pL alinarak 60 mL lik fosfat tamponuna eklendi.

Metilen Mavisi Soliisyonu

0,031986 gr Metilen mavisi alinarak 100 mL saf suda ¢6ziilerek stok soliisyonu elde edildi.

SOB medium

Transformasyon testi ig¢in kullanilmak tizere, 1 g maya ekstrakti, 4 g Bacto tripton (BD),
0,25 mL 2M KCI ve 0,4 mL 5 M NaCl (Emsure) 200 mL saf suda ¢oziilereck pH metre
(Ohaus) ile pH-7'ye ayarlandi. Sonra 121°C'ye 1s1t1ld1 ve sabitlendi. Otoklavda 15 dk sterilize
edildi.

SOC medium

Transformasyon deneyinde kullanilan 6rnekler i¢in 1,96 mL steril SOB medium igerisine 20
uL 2 M mg (Merck) ve 14,4 uL. % 50’ lik glukoz ¢ozeltisi eklenerek hazirlandi.
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Yikama Tamponu

Transdiiksiyon deneyi i¢in kullanilan ¢ozelt i¢in 9,88 mL LB brot, 0,1 mL %50 glukoz
cozeltisi ve 20 uL. CaClz'den olugsmaktadir. Bu ¢ozelti steril bir sekilde hazirlanip eklendi.

TBE Hazirlama

TRIS (Ultrapure) ve borik asit (Merck) kullanilarak, pH-8 EDTA': 0,5 M 10x TBE

hazirlandi. Bu karisima 500 mL saf su eklendi.

TE Hazirlama

2mL 1 M Tris-HCl ve 400 uL 0.5 M EDTA, son konsantrasyonu 10 mM Tris-HCl ve 1 mM
EDTA olacak sekilde konuldu ve tizerine 200 mL saf su eklendi.

Tris-HCI Hazirlama

15,76 g/mol Tris-HCI tartilarak, tizeri 100 mL distile su ile tamamlanarak 1 M Tris-HCI

hazirlandi.

3.1.3. Isik kaynag ve inkiibator

Sekil 3.3. Inkiibator shaker (Innova43)
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Fotosensitizerlerin 151k karsisinda bakterilere olan etkilerinin incelendigi deneylerde, i¢cinde
saf su, bakteri ve fotosensitizerlerin bulundugu beherler inkiibator shaker (Sekil 3.3)
icersinde tutuldu. Philips TL-D 18W/12K Snow White 3 floresans lamba kullanildi.
Inkiibator shaker igerisinde 151k 900 nm dalga boyuna sabitlendi. Ekimi yapilan beherler ise

inkiibatorde 6 giin ve 8 saat olmak iizere beyaz 151k altinda birakildu.

3.2. Yontem

3.2.1. Bakterilerin inkiibasyonu

E coli W3110 ve adiA, gadB, gadC, cadA, cadB, cadC mutantlar1 150 mL’lik erlenlere 60
mL‘lik nutrient broth besiyeri eklenerek hazirlandi. Ekimleri yapildiktan sonra 100 rpm‘de
1 gece siiresince yaklasik 18 saat boyunca 37°C de inkiibator shaker (Sekil 3.4) igerisinde
birakildi.

l

Sekil 3.4. Inkiibator shaker cihazi

3.2.2. OD(optik dansite) degeri ayarlama

Bakteriyel absorbans spektrofotometrede (sekil 3.5) olgiildii ve 600 nm'de OD (optik
yogunluk) degerleri 0,5 olarak 6l¢iildi. Tiipten 500 uL ¢ekildi ve dnceden hazirlanmis 49
mL steril fosfat tamponuna eklendi.



36

Sekil 3.5. Spektrofotometre (Thermo)

3.2.3 Bakteri yasam deneyleri

100 mL erlende 60 mL nutrient broth hazirlanip 121°C 20 dk otoklavda (Sekil 3.6) steril
edildi. Nutrient agar besiyeri 121°C 20 dk otoklavda steril edilip steril petri plaklarina 3/2
oraninda alev esliginde dokiilerek 24 saat bekletildi.

Sekil 3.6. Dik tip buharli otoklav (Niive)

Ayni giin 100 mL’lik beher i¢erisinde 49 mL fosfat tamponu 121°C 20 dk otoklavda birakilip
steril edildi. Bakteriler 100 mL’lik erlen igerisindeki 60 mL’lik nutrient broth igerisine 6ze

ile alinarak ekim yapilip 18 saat gelismesi i¢in 37°C inkiibator shaker icerisine birakildi.
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Ertesi giin inkiibasyon olan bakteriler OD absorbansi spektrofotometre ile 600 nm’de 0,500
A ayarlandi. 1 mL eppendorf tiiplere alinan bakteriler santrifiij yapildiktan sonra siipernatant
kismi dokiilerek fosfat tamponundan 1000 puL eklenerek 6 rpm ile vortekslenip 3 dk 6 rpm’de
santrifiij yapilip iki defa ayni islem yapilarak yikama yapildi. Kontrol grublarina 100 mL’lik
beher igerisine sadece 49 mL fosfat tamponu ve 500 pL bakteri eklendi. Fotosensitizer igeren
100 mL’lik beherlere ise 49 mL fosfat tamponu, 500 pL bakteri 6rneginin yani sira 75 pL.
metilen mavisi eklenerek ¢ozeltiler olusturuldu. Beherlerden 100 pL alinarak 900 pL ringer
bulunan eppendorf tiiplere aktarildi. Eppendorf tiiplerinde 107, 102, 103, 10 ve 107 lik
dilisyon yapildi. 10, 102, 1073, 10 ve 10°lik deney tiiplerinden 100 pL almarak cam petri
plaklarinda steril olarak hazirlanan agarlar {izerinde yayma plak metoduna gore 0, 2, 4, 8 ve
10. saatler igin ekimler yapildi. Ayni asamalar metilen mavisi igermeyen beherlerde 0, 3, 6,
9 ve 12. giin i¢in ekimler yapildi. Ekimler sirasinda her bir dilisyon i¢in 3 adet ekim yapildi.
Ekimi yapilan plaklar 37°C'de 24 saat inkiibatorde birakildi. Bakteri yasam deneyinde,
fotosensitizer ve fotooksidasyonun etkilerini gézlemlemek i¢in 6rnekler 900 nm 151k altinda
tutuldu. Olusan koloniler sayilarak kaydedildi. Mutant bakterilerden adiA, cadB, cadC ve
gadB komplementerlerinin etkisini gérebilmek igin yapilan deneylerde 100 mL’lik beherler
icerisine 49 mL fosfat tamponu, 500 puL bakteri, 80 uL IPTG ve 75 pL metilen mavisi
eklenip streg film ile kaplandiktan sonra ayni islemler yapildi. Eppendorf tiiplerde 1072, 107
2,10, 10 ve 107 lik dilisyon yapildi. 107, 102, 1073, 10" ve 10°° lik eppendorflardan 100
pL alinarak cam petri plaklarinda steril olarak hazirlanan agarlar lizerinde yayma plak
metoduna gore 0, 2, 4, 6 ve 8. saatler i¢cin ekimler yapildi. Koloni sayilar1 logaritmik
degerlere dontistiiriirerek cizelge ve sekilleri ¢izildi. Ekim saatleri arasinda gecen siirelerde
beherler 151k kaynagi icerisinde inkiibator shaker igerisinde 24°C'de 70 rpm 900 nm 1s1k
dalga boyunda sabit tutulmustur. Aydinlik + fotosensitizer ve aydinlik kontrol olmak iizere
2 bazda ve 2 farkli pH’da yapildi. Ekimi yapilan plaklar 37°C'de 24 saat inkiibatorde
birakildi. Olusan koloniler sayilarak kaydedildi. Logaritmik deger {izerinden hesaplanarak

cizelge ve sekilleri ¢izildi.
3.2.4 Yasam deneylerinde degerlerin analizi
Yasam testlerinden alinan &rneklere iliskin tablo ve sekiller olusturulmustur. Orneklerin

ornekleme zamanma gore bakterilerin gilinliik degerleri hesaplanmis ve 2 log azalmaya

karsilik gelen tog degerleri grafik ve sekillerde gosterilmistir. Koloni sayimi sonuglari
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logaritmik degerlere donistiiriilerek -K ve Tog degerleri Chandran Abhirosh (2012)
tarafindan verilen formiillere gére hesaplanarak grafigi ¢izildi. Grafiklerdeki degisiklikler

logaritmik olarak gosterilirmistir.

3.2.5. Escherichia coli W3110 mutantlarinin eldesi

Cizelge 3.1°de verilen E. coli BW25113 suslarindan hedef 6 gen bolgesi yabani tip E.coli
W3110’a Sato vd. (2000) nin kullandig1 Plkc faji ile transdiiksiyon metodu kullanilarak
aktarildi. Calismada kullanilan 6 mutant E. coli W3110 da elde edildi. Yabanil tip E. coli
W3110 ve mutantlar deneyde kullanildi. Yapilan deneylerde E. coli W3110 ve AdiA, GadB,
GadC, CadA, CadB, CadC mutantlar1 kullanildi. Organizmalarin pasajlari her ay nutrient
agar besiyerinde ¢izgi ekim metodu ile yapildi ve 37°C’de 24 saat inkiibatorde birakildi.
Gerektiginde kullanmak tizere +4°C de buzdolabinda saklandi. Gerektigi zaman uygun

besiyerlerinde tiretilerek laboratuvar ¢alismalarinda kullanildi.

3.2.6. P1ke faji ile transdiiksiyon

2,5 mM'lik bir nihai konsantrasyona kadar 1 M CaCl. ve 25 mg/mL'lik bir nihai
konsantrasyonda antibiyotik kanamisin (Sigma) 4 mL LB brot ilave edildi. Cizelgede 3.1.’de
verilen W3110 tarafindan kodlanan adiA, gadB, gadC, cadA, cadB ve cadC suslarinin her
birinin 37°C'de galkalamali inkiibasyon yapilmistir. Kolani ekim yontemlerinden tek koloni
ekim yontemiyle ekim yapilip O.Deoo degeri 0.4-0.45'lik bir absorbans degerine ulasana
kadar inkiibasyon gerceklestirildi.

Inkiibasyon sonrast steril cam tiipe O.Dgoo degeri 0,2-0,45 olan 0,2 mL bakteri alind1 ve 10
uL Plkc fazi eklendi. 20 dk 37°C'de inkiibasyon sonrasinda, 2,5 mL soft agar ve yaklasik
50°C'de 25 pL %50 glukoz eklendi ve karistirildiktan sonra LB agar iizerine dokiilerek
yiizeye yayildi. Petri kab1 oda sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra gece boyunca 37°C'de
inkiibe edildi.

Inkiibasyondan 2-3 damla kloroform (Merck)ve sonra petri kabma 2 mL LB besiyerinden
eklendi. Daha sonra 2 saat boyunca 4°C’ de araliklarla galkalama islemi yapilarak bekletildi.

Petri kabindaki 1 mL siv1 bakteri kiiltiirii 1,5 mL'lik eppendorf tiiplere aktarildi, 50 mL
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kloroform ilave edildi ve 4°C'de 5 dk 12 000 rpm'de santrifiij edildi. Santrifiij sonucu elde
edilen siipernatan (P1kc) +4°C'de saklandi.

Plkc faz1 kullanilarak bir yabanil tip E. coli W3110 susu kolonisi elde edildi ve 5 mL LB
suyu icine astlandi. O.Desoo degeri 0,3'e ayarland1 ve 37°C'de c¢alkalanarak inkiibe edildi.
Daha sonra 1,5 mL'lik Eppendorf tiiplerine 1 mL aktarilarak 10 000 rpm'de 10 dk santrifiij
(termal) yapildi. Santrifiij yapildiktan iki ayr1 boliimden siipernatant kismi atik kutusuna
atilip pellet tizerine 1 mL steril yitkama tampon ¢6zeltisi eklenerek tekrardan 10 dk 0°C” de
10000 rpm’ de santrifiij yapildi. Benzer sekilde stipernatant kismi ¢ikarilip pellete 1 mL

yikama tamponu eklendi.

Hiicreye yeterli miktarda Plkc fazi eklendikten sonra yabanil tip E.coli W3110, oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Vortex (Wisemix) kullanilarak 4°C'de 12 000 rpm'de 5 dk
santrifiijlendi. Siipernatan atild1 ve kalan bellete 0,1 mL yikama tamponu ¢6zeltisi eklenip
hiicreler, DM ile Km besi ortami agara aktarildi. DM agar sivi emilinceye kadar oda
sicakliginda bir siire bekletildi. Yaklasik 18 saat inkiibe edilene kadar 37°C'de bekletildi.
Ekimden sonraki giin, iireyen bakteriler, DM ile Km agar besi ortamindan LB agar besi
ortamina aktarildi. Bir gece 37°C’ de inkiibasyon kaldi. Lm agar tizerinde Km ile biiyiitiilen
bakteriler, Km-Xgal-IPTG igeren LB agar lizerinde yeniden kiiltiirlendi ve gece boyunca
37°C'de inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra mavi renkli koloniler segimi saglandi. Cizelge

3.3'te listelenen primerler kullanilarak PZR antikorlar1 gozlenir.

3.2.7. Plazmid izolasyonu

LB broth besi ortamu igerisine Cizelge 3.1'de belirtilen plazmidlerden her biri tek bir koloni
olarak igeren 5 mL'lik ¢ozeltiler olusturdum. Bunlari ¢alkalamali inkiibatore yerlestirdim ve
bir gece boyunca 37°C'de inkiibasyona biraktim. Inkiibasyondan sonra elde ettigim bakteri
kiilttirlerini her biri 1,5 mL'lik 5 ependorf tiip icerisine, 10 000 rpm’de 3 dk santrifiileyip
siipernatant1 ayristirdim. Kit olarak InvitroGen Purelink Quick Mini Prep plazmid izolasyon
maddesini kullanarak, ticari olarak satin alinan kitin prosediiriinii takip ederek plazmid
izolasyonu gerceklestirip izole edilen plazmidlerden bir kismin1 miktar tayini i¢in kullandim

ve geri kalan plazmidleri -20°C'de saklamak iizere bekletmeye biraktim.
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3.2.8. Miktar tayini

1 uL yiikleme boyasi ile boyandiktan sonra, 5 uL izole edilmis plazmit bir agaroz jel
(Klewer) iizerinde calistirild1 ve bir jel goriintiileyici ile gorsellestirildi. Bant boyutlar1 ve
kalinliklar1 GeneRuler marka DNA Ladder mix (Thermo) marker ile karsilastirildi ve

plazmit miktar1 belirlendi.

3.2.9. Transformasyon

LB broth besi ortami igine 25 mg/ml kanamisin'den 2 uL ekleyerek, Cizelge 3.1'de
verdigimiz W3110 mutantlarmi tek tek ekledim. 37°C'de bir gece boyunca c¢alkalamali
inkiibatorda inkiibe ettim ve transformasyon ic¢in 2 on kiiltiir hazirladim. Ekimden sonra
steril 9,9 mL SOB medium igine steril 100 uL 2 M Mg+2, 10 pL 25 mg/ml kanamsin ve
hazirlanmis 6n kiiltiirden 50 pL ekledim ve O.Dsoo degerinin 0,3'e ulasana kadar 37°C'de
calkalamali inkiibasyon cihazinda beklettim. Aseptik kosullar icerisinde hiicreleri steril 10
ayr1 santrifiij tiipiine aktardim ve 5 dk iginde buz igerisinde sogutmaya biraktim. 5 dK siireyle
12 000 rpm'de 4°C'de santrifiij ettim ve siipernatant kisimlarini atip 2 adet santrifiij tiip i¢ine
1 mL 0,1 M soguk yapidaki CaCl, ekledim.

10 farkli santrifiij tiiptindeki peletleri 2 ayr1 santrifiij tiip icine topladim ve tekrardan
stispanse ettim. 10 dk i¢inde buz igerisinde beklettim. 12 000 rpm'de 5 dk siireyle 4°C'de
santrifiij ettim ve siipernatanti attim. Her tiip i¢in 0,1 M soguk halde bulunan 200 uL. CaCl,
ekledikten sonra tekrardan siispanse ettim. 30 dk buzda beklettim. 2 santrifiij tiipiinde 200
nL kapasiteli hiicrelere 2 farkli konsantrasyonda plazmit (10-100 ng) ilave edip 30 dkdan
fazla buz iizerinde beklettim. Daha sonra hiicre siispansiyonlarin1 cam tiiplere aktardim ve
42°C'de 2 dk 1s1 soku uyguladim. 2 dk daha buz iizerinde tuttum ve 0,8 mL SOC medium
ekledim ve 60 dk 37°C'de inkiibe ettim. Pasajlanan hiicrelerin 0,5 mL'lik bir alikotu 1,5
mL'lik bir eppendorf tiipiinde toplanip 1 dk 4°C'de 5000 rpm'de santrifiijlendi. Siipernatanti
boliimiinii atip ve 100 pL SOC medium ekleyip slispanse yapilip uygun antibiyotikleri igeren

LB agar besi ortamina yaydim ve gece boyunca inkiibe ettim.
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3.2.10. Primer sulandirma

pH-7,5'e ayarlanan TE soliisyonu, 10 mM Tris-HCI (Merck) ve 1 mM EDTA (Sigma)
kullanilarak hazirlandi. +4°C'de saklandiktan sonra primerler ¢ikarildi ve nanomol cinsinden
10 kat seyreltildi. Astarlarin erimesi i¢in 5-10 dk beklenir, ardindan kiigiik dairesel
hareketlerle uygulanir. Bir eppendorf tiipii kullanilarak 10 pL numune alinir ve 10 mM pH-
7,5'te 90 uL Tris-HCI eklenir. Ornekler -20°C'de bir dondurucuda saklandi.

3.2.11. Koloni PZR

Transdiiksiyon ve transformasyon sonrasinda elde ettigimiz Ornekleri 20 distile su icinde
slispansiyon hale getirerek 0,2 mL tiip i¢ine 2,5 uL PZR ekledik. Bu islem ile mutantlarin
dogrulugunu koloni PZR yéntemi ile kontrol ettik. Ornekler igin Cizelge 3.1'de belirtilen
reaksiyon karigimindan 7,5 uL ekledik ve Cizelge 3.2'de belirtilen primerleri kullandik. PZR
reaksiyonu, Cizelge 3.3'te belirtilen kosullar ¢ergevesinde gerceklestirildi ve mutantlarin

dogrulugunu kontrol etmek i¢in koloni PZR yontemi kullandik.

Cizelge 3.2. Bir 6rneklik koloni PZR reaksiyon karigimi

10x ThermaPol Reaksiyon Buffer(Biolab) 1,0 uL
10 uM geri primer (Invitrogen) 0,5 uL
10 uM ileri primer (Invitrogen) 0,5 uL
10mM dNTP Mix 0,2 uL
2mM Mg* igeren MgCl. (Biolab) 0,6 uL
dH-O 4,65 uL
0,25U Taq DNA Polimeraz (Biolab) 0,05 uL
Bakteri siispansiyonu 2,5ul
Total 10 uL




42

Cizelge 3.3. Transdiiksiyon ve transformasyon dogrulamasi amaciyla PZR reaksiyonunda
kullanilan primerler

Evrensel KT geri pirimeri CGGCCACAGTCGATGAATCC
W3310::adiA ileri primeri CCTTCATAACCGGGTAAGCA
W3310::adiA geri primeri CGTTGCCATACTCAAAAGGC
W3310::gadB ileri primeri ACACGAGTCCTTTGCACTTG
W3310::gadB geri primeri GCTAATGCCAGTGAACAGAC
W3310::gadC ileri primeri GTCTGTTCACTGGCATTAGC
W3310::gadC geri primeri GCGATGAATTATCGCTCCCT
W3310::cadA ileri primeri TTTTCCGAGGCTCCTCCTTT
W3310::cadA geri primeri CACTTCCCTTGTACGAGCTA
W3310::cadB ileri primeri TATCGCCAGTTTGGTCTGGT
W3310::cadB geri primeri AAAGGAGGAGCCTCGGAAAA
W3310::cadC ileri primeri CCGAACTCAACCAGATTCTC
W3310::cadC geri primeri AACAACACCGGTACAGGCAA

Cizelge 3.4. PZR (Thermo) dongii kosullar

94 °C 1dk 1 dongii
94 °C 3dk 30 dongii
72 °C 1dk 30 dongii
58 °C 1dk 30 dongii
4°C 1,5dk 1 dongii

3.2.12. Agaroz jel elektroforezi

1 g agaroz (Sigma) ve 100 mL 1x TBE kullanilarak %1 agaroz jel hazirlandi. Mikrodalga ile
¢oziildii ve 1 uL 10 mg/mL EtBr (Sigma) stok soliisyonu eklendi. Hazirlanan agaroz jel
elektroforez makinesinin hiicresine dokiilerek donmasi beklendi. Jel, 5 uL DNA ve 1 pL

yiikleme boyasi (Sigma) karigtirilarak ytiklendi.
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3.2.13. Komplementasyon testleri

Plazmit tasiyan plazmitler, ek deneyler yoluyla stres kosullar1 altinda istatistiksel olarak
anlamli genleri dogrulamak i¢in plazmit izolasyon yontemiyle (tuz liziz yontemi) E. coli‘den
izole edildi. Bu plazmitler, transformasyon (Miller, 1992) yoluyla W3110 mutant E. coli
suslara aktarildi Boylece primer kromozom {iizerindeki mutant gen bolgesi plazmada
eksprese edilerek tamamlandi ve mutasyona ugrayan genin tamamlanmasi stres kosullari

altinda gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mutantlarin Elde Edilmesi

Cizelge 3.3'te listelenen her bir gen i¢in, Xgal-IPTG ortaminda mavi koloniler veren se¢ilmis
bakteri kolonileri tizerinde PZR gergeklestirilmistir. Cizelge 3.2’deki ileri primerler ve KT
primerleri kullanildi. Elde edilen mutantlarin PZR goriintiileri Sekil 4.1 ile 4.6'da verilmistir.
Yabani tip E. coli W3110, pozitif kontrol olarak kullanildi ve her genin Keio
koleksiyonundaki E. coli BW25113 susundan mutantlar, negatif kontroller olarak kullanildu.
Sekil 4.1'de gosterildigi gibi, kuyu 3-5 f-kt primerleri ile elde edilen adiA::km mutantinin
1082 bp bant biiyiikliigiine sahip PZR elde edildi. Benzer sekilde gadB::km (Sekil 4.2) 1141
bp bant biiyiikligiinde, gadC::km (Sekil 4.3) 1592 bp bant biiyiikliigiinde, cadA::km (Sekil
4.4) 1131 bp bant biiytikliigiinde, cadB::km (Sekil 4.5) 1143 bp bant biiyiikiiliigiinde ve
cadC::km (Sekil 4.6) 1592 bp bant biiyiikliigiinde oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.1. Yabani tip E. coli ve adiA mutantlarinin f-kt primerleri ile jel elektroforezi
goruntusu.

Sekil 4.2. Yabani tip E. coli ve gadB mutantlarinin f-kt primerleri ile jel elektroforezi
goruntisu.
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Sekil 4.3. Yabani tip E. coli ve gadC mutantlarinin f-kt primerleri ile jel elektroforezi
goruntisu

1S00

1000

Sekil 4.4. Yabani tip E. coli ve cadA mutantlarinin f-kt primerleri ile jel elektroforezi
goruntusu

Sekil 4.5. Yabani tip E. coli ve cadB mutantlarimin f-kt primerleri ile jel elektroforezi
goruntusu
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Sekil 4.6. Yabani tip E. coli ve cadC mutantlarmin f-kt primerleri ile jel elektroforezi
goruntusu.
Sekil 4.1-4.6°da elde edilen jel goriintiileri incelendi. Her bir genle iligkili olan mutant segilip

Cizelge 3.1°de gosterilen sus numaralar1 verildi. Elde edilen saf kiiltiirler igin gliserol

stoklar1 hazirlanip -80°C’de muhafaza edildi.

Tamamlama testleri i¢in keio koleksiyonundan karsilik gelen genleri iceren plazmitler izole
edildi ve yukarida elde edilen mutantlara doniistiiriildii. Transformasyondan sonra olusan
koloniler, uygun antibiyotik kontroliinden sonra PZR ile dogrulandi. Se¢ilen kolonilerden
Cizelge 3.2°deki her bir gen i¢in kendisine ait olan ileri ve geri primerleri kullanilarak PZR
ile dogrulama yapildi. Mutantlarin ve pozitif kontrol BW25113 plazmidinin PZR goriintiileri
Sekil 4.7-4.10” da verilmistir. Elde ettigimiz mutantlardan pnt3::adiA mutanti 2314 bp (Sekil
4.7), pnt3::gaB mutant1 1463 bp (Sekil 4.8), pnt3::cadB mutant1 1397 bp (Sekil 4.9),
pnt3::cadC mutant1 1598 bp (Sekil 4.10) bant uzunluguna sahiptir.

2500
2000

Sekil 4.7. E. coli BW25113 adiA plazmidi ve pnt3::adiA mutantlarinin jel elektroforezi
goruntisu.
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bp

1500

1000

Sekil 4.8. E.coli BW25113 gadB plazmidi ve pnt3:: gadB mutantlarinin jel elektroforezi
goruntisi.

bp

1500
1000

Sekil 4.9. E.coli BW25113 cadB plazmidi ve pnt3:: cadB mutantlarinin jel elektroforezi
goruntust.

bp

2000
1500
1000

Sekil 4.10. E.coli BW25113 cadC plazmidi ve pnt3:: cadC mutantlarinin jel elektroforezi
goruntusu.



48

4.2. Escherichia coli’nin Farkh pH’larda Fotooksidatif Stres Altinda Yasam

4.2.1. Fotooksidatif stres altindaki Escherichia coli'nin farkh pH’larda yasami

Bu c¢alismada, E. coli'nin fotooksidatif stres altinda yasaminda asit ve baz direng
mekanizmalarindaki proteinlerin dnemi arastirildi. Ayrica, fotooksidatif stresin bakterilerin
asit direncine etki edip etmedigi de belirlendi. Cizelge 4.1'de farkli pH’larda yabani tip E.
coli'nin logaritmik bakteri sayilar1 verilmistir. Kontrol gruplarinin tekrarlar1 kalabalik bir
goriintii olusumunu engellemek i¢in ortalamalari alinmistir. Elde edilen verilerin logaritma

(log) degerleri kullanarak teg degerlendirme sistemine gore hesaplamalari yapilarak analiz
edildi.

Cizelge 4.1. pH-6 ve 8’de yabanil tip ve mutantlarin logaritmik koloni sayilar

Fosfat 0.giin 3.glin 6.giin 9.giin | 12.giin
Tamponu
E. coli W3110 | pH-6 | 6,75 6,68 4,85 5,09 5,45
pH-8 | 6,85 6,77 6,36 5,81 5,53
adiA pH-6 | 6,25 5,66 4,71
pH-8 | 6,50 5,75 4,84
gadB pH-6 | 6,55 6,16 5,21
pH-8 | 6,36 5,72 5,04
gadC pH-6 | 6,61 5,79 4,71
pH-8 | 6,50 6,02 5,04 4,07
cadA pH-6 | 6,23 5,95 4,74 4,47
pH-8 | 6,30 5,74 5,09 2,77 2,47
cadB pH-6 | 6,23 5,81 4,53
pH-8 | 6,36 5,55 5,16
cadC pH-6 | 6,55 6,16 5,21 4,69 3,41
pH-8 | 6,36 5,72 5,04

Cizelge 4.1°de goriildigi gibi pH-6 ve 8’de yabanil tip ve mutantlarin iizerine yasami

yaklasik 12 giin boyunca takip edilmistir.
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Cizelge 4.1‘de goriildiigii gibi pH-6’da yapilan calismada bakterilerin koloni sayilarinin
logoritma degeri yabanil tip E. coli W3110 igin 0. giin degeri 6,75 log degerinden 12. giin
sonunda 5,45 log degerine diisiis gézlenmistir. Mutantlar ile yapilan ¢alismada ise adiA igin
0. glin degeri 6,25 log degerinden 6. giin sonunda 4,71 log degerine, gadB i¢in 0. giin degeri
6,55 log degerinden 6. giin sonunda 5,21 log degerine, gadC i¢in 0. giin degeri 6,61 log
degerinden 6. giin sonunda 4,71 log degerine, cadA igin 0. giin degeri 6,23 log degerinden
9. giin sonunda 4,47 log degerine, cadB i¢in 0. giin degeri 6,23 log degerinden 6. giin
sonunda 4,53 log degerine, cadC i¢in 0. giin degeri 6,55 log degerinden 12. giin sonunda

3,41 log degerine diisiis gozlenmistir (Sekil 4.11).

Cizelge 4.1‘de goriildiigli gibi pH-8 de yapilan galismada bakterilerin koloni sayilarinin
logoritma degeri yabanil tip E. coli W3110 i¢in 0. giin degeri 6,85 log degerinden 12. giin
sonunda 5,53 log degerine diisiis gézlenmistir. Mutantlar ile yapilan ¢aligmada ise adiA igin
0. glin degeri 6,50 log degerinden 6. giin sonunda 4,84 log degerine, gadB i¢in 0. giin degeri
6,36 log degerinden 6. giin sonunda 5,04 log degerine, gadC i¢in 0. giin degeri 6,50 log
degerinden 9. giin sonunda 4,07 log degerine, cadA igin 0. giin degeri 6,30 log degerinden
12. giin sonunda 2,47 log degerine, cadB i¢in 0. giin degeri 6,36 log degerinden 6. giin
sonunda 5,16 log degerine, cadC i¢in 0. giin degeri 6,36 log degerinden 6. giin sonunda 5,04
log degerine diisiis gozlenmistir (Sekil 4.12).

Wi3llo AdiA GadB GadC =—#=CadA CadB ==CadC

Logaritma Bakteri Sayis1 (ml)

Zaman (giin)

Sekil 4.11. pH-6’da yabanil tip ve mutantlarin logaritmik koloni sayilari
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Logaritma Bakteri Sayis1 (ml)

Sekil 4.12. pH-8’de yabanil tip ve mutantlarin logaritmik koloni sayilari

Zaman (giin)

Cizelge 4.2. pH-6 ve 8’de yabanil tip ve mutantlarin tge degerleri

Fosfat Tamponu -K degeri too
E. coli W3110 pH-6 0,108333333 >12
pH-8 0,11 >12
adiA pH-6 0,256666667 7
pH-8 0,276666667 7
gadB pH-6 0,223333333 8
pH-8 0,22 9
gadC pH-6 0,316666667 6
pH-8 0,27 7
cadA pH-6 0,19555556 10
pH-8 0,319166667 6
cadB pH-6 0,28333333 7
pH-8 0,02 10
cadC pH-6 0,261666667 7
pH-8 0,213333333 9

50
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Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi pH-6'da yapilan deneye bakildiginda E. coli W3110 >12 giin,
adiA 7 giin, gadB 8 giin, gadC 6 giin, cadA 10 giin, cadB 7 giin ve cadC 7 giin yasadigi
goriilmiistiir (Cizelge 4.2). E. coli W3110 ve mutantlarin pH-6’da yasam grafigine
bakildiginda bakterilerin pH-6‘da yaklasik 6 giinden daha fazla yasamina devam ettigi

goriilmektedir.

Cizelge 4.2°de gorildiigi gibi pH-8°de yapilan ¢alisma incelendiginde; E. coli W3110 >12
giin, adiA 7 giin, gadB 9 giin, gadC 6 giin, cadA 6 giin, cadB 10 giin ve cadC 9 giin yasamina
devam ettigi goriilmektedir. E.coli W3110 ve mutantlarin pH-8’de 7 giinden daha fazla

yasamina devam ettigi goriilmektedir.

Cizelge 4.3. pH-6 ve 8’de yabanil tip ve mutantlarin logaritmik koloni sayilari

Fosfat Tamponu 0.saat 4.saat 8.saat
E. coli W3110 pH-6 6,45 6,51 6,81
pH-8 6,74 6,82 6,96
adiA pH-6 6,04 6,28 6,43
pH-8 6,38 6,58 6,67
gadB pH-6 6,07 6,49 6,34
pH-8 6,55 6,61 5,93
cadC pH-6 6,62 6,41 6,32
pH-8 6,93 6,50 6,58
cadA pH-6 6,07 6,36 6,45
pH-8 6,30 6,14 6,13
cadB pH-6 6,59 6,61 6,69
pH-8 6,80 6,39 6,63
cadC pH-6 6,20 6,38 6,52
pH-8 6,38 6,13 6,27
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Cizelge 4.3°te goriildiigii gibi pH-6’da yapilan calismada bakterilerin koloni sayilarnin
logoritma degeri yabanil tip E. coli W3110 igin 0. saat degeri 6,45 log degerinden 8. saat
sonunda 6,81 log degerine artis gézlenmistir. Mutantlar ile yapilan ¢alismada ise adiA igin
0. saat degeri 6,04 log degerinden 8. saat sonunda 6,43 log degerine, gadB i¢in 0. saat degeri
6,07 log degerinden 8. saat sonunda 6,34 log degerine, cadA igin 0. saat degeri 6,07 log
degerinden 8. saat sonunda 6,45 log degerine, cadB i¢in 0. saat degeri 6,59 log degerinden
8. saat sonunda 6,69 log degerine, cadC i¢in 0. saat degeri 6,20 log degerinden 8. saat
sonunda 6,52 log degerine artis gézlemlenirken, gadC i¢in 0. saat degeri 6,62 log degerinden
8. saat sonunda 6,32 log degerine diisiis gozlenmistir (Sekil 4.13).

Cizelge 4.3te goriildiigii gibi pH-8 de yapilan ¢alismada bakterilerin koloni sayilarinin
logoritma degeri yabanil tip E. coli W3110 igin 0. saat degeri 6,74 log degerinden 8. saat
sonunda 6,96 log degerine artis gézlenmistir. Mutantlar ile yapilan ¢alismada ise adiA igin
0. saat degeri 6,38 log degerinden 8. saat sonunda 6,67 log degerine artis gozlemlenirken,
gadB igin 0. saat degeri 6,55 log degerinden 8. saat sonunda 5,93 log degerine, gadC igin 0.
saat degeri 6,93 log degerinden 8. saat sonunda 6,58 log degerine, cadA igin 0. saat degeri
6,30 log degerinden 8. saat sonunda 6,13 log degerine, cadB igin 0. saat degeri 6,80 log
degerinden 8. saat sonunda 6,63 log degerine, cadC i¢in 0. saat degeri 6,38 log degerinden
8. saat sonunda 6,27 log degerine diisiis gozlenmistir (Sekil 4.14)

W3110 AdiA GadB GadC =»=CadA CadB =——CadC

6.8
6.6

6.4

Logaritma Bakteri Sayis1 (ml)

0 4
Zaman (saat)

Sekil 4.13. pH-6’da yabanil tip ve mutantlarin logaritmik koloni sayilari
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Sekil 4.14. pH-8’de yabanil tip ve mutantlarin logaritmik koloni sayilari

Cizelge 4.4. pH-6 ve 8’de yabani tip ve mutantlarin teg degerleri

Fosfat Tamponu -K degeri too
E. coli W3110 pH-6 0,045 >8
pH-8 0,0275 >8
adiA pH-6 0,04875 >8
pH-8 0,03625 >8
gadB pH-6 0,03375 >8
pH-8 0,0755 >8
gadC pH-6 0,0375 >8
pH-8 0,04375 >8
cadA pH-6 0,0475 >8
pH-8 0,02125 >8
cadB pH-6 0,0125 >8
pH-8 0,02125 >8
cadC pH-6 0,04 >8
pH-8 0,01375 >8
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Cizelge 4.4 te goriildiigi gibi pH-6 ve 8 fosfat tamponunda yabanil tip ve mutantlarin yagsami
8 saat boyunca takip edilmistir. pH-6’da yapilan ¢aligmada, E. coli W3110, adiA, gadB,
gadC, cadA ve cadC 8 saatten fazla yasamina devam ettigi belirlenmistir. pH-8’de ise E. coli
W3110 saat, adiA, gadB, gadC, cadA, cadB ve cadC 8 saatten fazla yasamina devam ettigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.5. pH-6 ve 8’de yabani tip ve mutantlarin metilen mavisi eklenen ortamda
logaritmik koloni sayilar

Fosfat 0.saat 2.saat | 4.saat 6.saat | 8.saat

Tamponu

E. coli W3110 | pH-6 5,90 6,82 6,84
pH-8 6,39 6,74 5,90 5,12 4,09

adiA pH-6 6,41 6,39 6,25
pH-8 6,59 5,89 4,83 2,25

gadB pH-6 6,27 6,38 6,53
pH-8 6,92 6,63 5,97 5,43 3,65

gadC pH-6 6,69 6,64 6,36
pH-8 6,82 6,34 6,00 5,30 4,34

cadA pH-6 6,64 6,40 6,50
pH-8 6,39 6,24 5,76 4,80 4,00

cadB pH-6 6,61 6,65 6,70 6,80 6,82
pH-8 6,89 6,50 5,13 4,60 2,70

cadC pH-6 6,39 6,39 6,25
pH-8 6,07 5,21 4,06 3,90 3,30

Cizelge 4.5te farkli pH’larda ortama metilen mavisi eklenerek yapilan deneyde yabanil tip
E. coli ve mutantlarin bakteri sayilar logaritmik degerleri gosterilmistir. Bu ¢aligma 8 saat

takip edilmistir.
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Cizelge 4.5te pH-6’da yapilan ¢alismada bakterilerin koloni sayilarinin logoritma degeri
yabanil tip E. coli W3110 igin 0. saat degeri 5,90 log degerinden 8. saat sonunda 6,84 log
degerine artis gozlenmistir. Mutantlar ile yapilan ¢alismada ise gadB i¢in 0. saat degeri 6,27
log degerinden 8. saat sonunda 6,53 log degerine, cadB igin 0. saat degeri 6,61 log
degerinden 8. saat sonunda 6,82 log degerine artis gozlenirken, adid i¢in 0. saat degeri 6,41
log degerinden 8. saat sonunda 6,25 log degerine, cadA4 icin 0. saat degeri 6,64 log
degerinden 8. saat sonunda 6,50 log degerine, cadC i¢in 0. saat degeri 6,39 log degerinden
8. saat sonunda 6,25 log degerine artis gozlemlenirken, gadC igin 0. saat degeri 6,69 log
degerinden 8. saat sonunda 6,36 log degerine diisiis gozlenmistir (Sekil 4.15).

Cizelge 4.5‘te pH-8’de yapilan calismada bakterilerin koloni sayilarinin logoritma degeri
yabanil tip E. coli W3110 i¢in 0. saat degeri 6,39 log degerinden 8. saat sonunda 4,09 log
degerine diislis gozlenmistir. Mutantlar ile yapilan ¢calismada ise adiA i¢in 0. saat degeri 6,59
log degerinden 6. saat sonunda 2,25 log degerine, gadB igin 0. saat degeri 6,92 log
degerinden 8. saat sonunda 3,65 log degerine, gadC i¢in 0. saat degeri 6,82 log degerinden
8. saat sonunda 4,34 log degerine, cadA icin 0. saat degeri 6,39 log degerinden 8. saat
sonunda 4,00 log degerine, cadB i¢in 0. saat degeri 6,89 log degerinden 8. saat sonunda 2,70
log degerine, cadC i¢in 0. saat degeri 6,07 log degerinden 8. saat sonunda 3,30 log degerine
diistis gozlenmistir (Sekil 4.16).

w3110 AdiA GadB GadC —CadA CadB ——CadC

Logaritma Bakteri Sayisi (ml)

4
Zaman (saat)

Sekil 4.15. pH-6’da yabanil tip ve mutantlarin metilen mavisi eklenen ortamda logaritmik
koloni sayilari
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Sekil 4.16. pH-8’de yabanil tip ve mutantlarin metilen mavisi eklenen ortamda logaritmik

koloni sayilari

Cizelge 4.6. pH-6 ve 8’de yabanil tip ve mutantlarin metilen mavisi eklenen ortamda toe

degerleri
Fosfat Tamponu -K degeri tog
E. coli W3110 pH-6 0,145 >8
pH-8 0,2875 6
adiA pH-6 0,02 >8
pH-8 0,7233333 2
gadB pH-6 0,0325 >8
pH-8 0,40875 4
gadC pH-6 0,04125 >8
pH-8 0,31 6
cadA pH-6 0,0175 >8
pH-8 0,29875 6
cadB pH-6 0,02625 >8
pH-8 0,52375 3
cadC pH-6 0,0175 >8
pH-8 0,34625 5
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Cizelge 4.6’da pH-6'da yapilan ¢alismada E. coli W3110, adiA, gadB, gadC, cadA, cadB ve
cadC 8 saatten daha fazla yasadi. pH-8'de yapilan ¢alismada E. coli W3110 6,95 saat, adiA
2,76 saat, gadB 4,89 saat, gadC 6,45 saat, cadA 6,69 saat, cadB 3,81 saat ve cadC 5,77
saatten daha fazla yasamistir. Yasam siiresi ¢oktan aza dogru olarak cadA, gadC, cadC,
gadB, cadB, adiA mutantlaridir.

Cizelge 4.7. pH-8’de komplementerlerin metilen mavisi bulunan ortamda logaritmik koloni
sayilari

pH-8 Fosfat 0.saat 2.saat 4.saat 6.saat 8.saat
Tamponu

E. coli W3110 6,63 6,47 5,90 5,12 4,09
adiA 6,68 6,30 6,28 5,47 4,71
cadB 6,84 6,34 6,01 5,98 5,07
cadC 6,53 6,27 6,20 5,07 4,88
gadB 6,68 6,20 6,05 5,53 4,55

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi pH-8’de yapilan ¢alismada bakterilerin log koloni sayilari
yabanil tip E. coli igin 0. saat 6,63 log degerinden 4,09 log degerine 8. saatte diistiigii
gozlemlenmistir. Mutantlarin komplementerleri igin ise adiA i¢in 0.saat 6,68 log degerinden
8. saat sonunda 4,71 log degerine, cadB i¢in 0.saat 6,84 log, degerinden 8. saat 5,07 log
degerine, cadC mutant1 i¢in 6,53 log degerinden 4,88 log degerine, GadB i¢in goriilen
degisim 6,68 log degerinden 4,55 log degerine diisiis gerceklesmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18. pH-8’de yabanil tip ve mutantlarin komplementerlerinin logaritmik koloni

sayilari

Cizelge 4.8. pH-8’de metilen mavisi eklenen ortamda komplementerlerin tog degerleri

pH-8 Fosfat Tamponu -K degeri too
E. coli W3110 0,3175 6
adiA 0,24625 8
cadB 0,24625 8
cadC 0,20625 >8
gadC 0,26625 7

Cizelge 4.8°de goriildiigi gibi pH-8‘de yabanil tip ve komplemterlerin yasam siiresi E. coli

W3110 6 saat, adiA 8 saat, gadC 7 saat, cadB 8 saat ve cadC 8 saatten fazla yasamina devam

ettigi goriilmiistiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bakterilerin biiylime ve gelisme i¢in uygun bir pH araligi vardir ve bu aralik iginde
mikroorganizmalarin en iyi sekilde biyiidiikleri ve gelistikleri pH degerine "optimum
biliytime pH" denir. Ancak, bu sadece mikroorganizmalarin ¢evrelerindeki pH degerini ifade
eder, ¢iinkii hiicre i¢cindeki pH degeri nétr yakin bir degerdir. Bu, makro molekiillerin hasar
gormemesi i¢in 6nemlidir. Ciinkii asidik ve bazik kosullarda hiicre igindeki bu molekiiller
zarar gorebilir. Molekiiler calismalarda gen fonksiyonlarini belirlemek icin besiyeri
bakiminda zengin bir ortamda ¢alismalar yapilmaktadir. Ancak dogada yasam ile ortam
kosullart ayn1 degildir. Bu yiizden deney aglik ortami olan fosfat tamponu igerisinde

gerceklestirilmistir.

Bakteriler, ¢esitli pH degerlerine sahip cesitli ortamlarda yasayabilirler ve bu ortamlardaki
pH degisimlerine karsi direng gosterebilirler. Bu direnci saglamak icin bakteriler, ¢esitli

mekanizmalar kullanirlar (Jin ve Kirk, 2018; Stancik, 2002).

Bakteriler ¢esitli ortamlarda yasayabilir ve bu ortamlardaki zorlu kosullara uyum
saglayabilir. Bununla birlikte, alkali kosullar altinda bakterilerin adaptasyon mekanizmalar1
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Cesitli arastirmalar, bakterilerin farkli ortamlarda hayatta
kalabilme ve bu ortamlardaki zorlu kosullara uyum saglama mekanizmalarini incelenmistir.
Bu c¢aligmalarin ¢ogunda, asidik kosullar altinda bakteriyel biiylime ve hayatta kalma
mekanizmalarini arastirilmistir (Lund ve digerleri, 2020). Bununla birlikte, alkali kosullara
uyum mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bakterilerin alkali kosullarda
hayatta kalmak i¢in farkli mekanizmalar kullandigi disiiniilmektedir. Bakteriler,
hiicrelerindeki proteinler ve enzimler aracilifiyla pH dengesini diizenleyebilirler. Bu
proteinler ve enzimler, sabit bir hiicre i¢i pH"1 korur ve hiicre i¢i pH dengesini korur. Ek
olarak, bakteriler hiicre zarlarindaki proteinler aracilifiyla pH degisikliklerine kars:
koyabilirler. Bu proteinler, hiicrenin i¢ ve dis ortamlar1 arasindaki pH dengesini korur ve
hiicre i¢indeki pH dengesinin bozulmasint engeller (Lund ve digerleri, 2020; Saito ve
Kobayashi, 2003).

TorS/TorR fosforilaz sistemi, E. coli gibi mikroorganizmalarin alkali stres kosullarina karsi

hayatta kalma ve adaptasyon mekanizmalarii diizenleyen bir sistemdir. Bu sistem,
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trimetilamin N-oksit gibi bilesiklerin varliginda aktive olur ve bu bilesiklerin etkisi altinda
bir¢ok geni indiikler. Bu genler, asidik stres kosullarina adaptasyonu ve hayatta kalmay1
destekleyen c¢esitli mekanizmalardir. TorS/TorR sistemi tarafindan diizenlenen tnaA
operonu, asidik stres kosullar1 altinda E. coli'nin hayatta kalmasimi destekler. Bununla
birlikte, tuz stresi kosullar altinda TorS/TorR sistemi tarafindan diizenlenen diger genler
hakkinda higbir bilgi mevcut degildir. Bu nedenle, mide stresi altinda hayatta kalmak icin
TorS/TorR sisteminin diger genlerle etkilesimleri ve bu genlerin hangi mekanizmalari

kodladig1 bilinmemektedir (Bordi, Théraulaz, Méjean ve Jourlin, 2003; Li ve Yao, 2022).

Bakteriler, farkli asit diren¢ sistemleri kullanarak asidik pH degerlerine uyum
saglayabilirler. Bu sistemler, hiicre i¢i pH dengesini diizenlemek ve sabit bir hiicre i¢i pH
degerini korumak igin kullanilir. Ornegin AR2, GadA, GadB, GadC ve GadE gibi proteinleri
iceren bir glutamat dekarboksilaz sistemidir. AR4 bir lizin dekarboksilaz sistemidir ve
CadA, CadB, CadC ve LysP gibi proteinleri icerir. ARS, SpeF ve PotE gibi proteinleri iceren
bir ornitin dekarboksilaz sistemidir. AR3, AdiA ve AdiC gibi proteinleri igeren bir arginin
dekarboksilaz sistemidir. AR1, en az bilinen asit direng sistemidir. Bu asit direnci sistemleri,
hiicre i¢i pH dengesini kontrol etmek ve sabit bir hiicre i¢i pH'1 korumak i¢in ¢aligir. Boylece
bakteriler asidik kosullarda hayatta kalabilir ve zorlu kosullara uyum saglayabilir (Peng ve
digerleri, 2011).

Bakterilerde, pH stresine karsi hiicrenin korunmasi i¢in bes ana mekanizma vardir. Bu
mekanizmalar, hiicre i¢inde proton tasiyan proteinlerin sentezi, hiicre i¢inde proton
pompalayan enzimlerin aktivitesi, hiicre i¢inde proton tasiyan molekiillerin sentezi, hiicre
zarinda bulunan proton gegirgen proteinlerin sentezi ve hiicre iginde bulunan proton gecirgen
proteinlerin aktivitesini diizenler. Bu mekanizmalar, hiicrenin pH stresine direkt olarak karsi
korunmasinda rol oynar. Ancak, pH stresine karsi hiicrenin direkt olarak korunmasinda da
mekanizmalar vardir. Ornegin, pH'a gore metabolizmanin ayarlanmasi ve hareketin
diizenlenmesi gibi mekanizmalar, pH stresine kars1 hiicrenin korunmasinda gorev alir. Bu
mekanizmalar, dis membranda bulunan OmpC ve OmpF porin proteinlerinin ekspresyon

seviyelerini degistirerek ¢alisir (Darcan, Ozkanca ve Idil, 2009).

RpoS (sigma faktorii S), bakterilerde kiiresel bir stres faktoriidiir ve birgok farkli stres

kosulunda gen ekspresyonunu diizenler. RpoS diizenlemesi, genel stres direncine yardimci
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olan genlerin yani1 sira karbon metabolizmasi, hiicre dongiisii ve morfoloji gibi ¢oklu
islevlere sahip genleri igerir. RpoS ayrica aglik stresi, duragan faz gegisi ve ozmotik stres
gibi durumlarda da rol oynar. RpoS geninin transkripsiyonel regiilasyonu olduk¢a
karmagsiktir. UV 1sinlari, hiperozmolarite, asit soku, oksidatif stres ve 1s1 stresi gibi ¢esitli
stres kosullarindan etkilenir. Bu kosullarin tiimii, RpoS diizenlemesinin igleyisini ve gen
ekspresyonunu etkileyebilir (Landini, Egli, Wolf ve Lacour, 2014; Repoila, Majdalani ve
Gottesman, 2003).

E. coli, ¢esitli pH araliklarinda fotooksidatif stres altinda yasayabilir. Fakat genellikle en iyi
pH ortaminda daha az fotooksidatif stres altinda yasar. Ornegin, E. coli igin ideal pH ortami
genellikle 7,0 ila 7,5 arasindadir. Bu pH degerlerinde, hiicreler daha az oksijen tiiketir ve
daha az oksidatif stres altinda yasarlar. Diisiik pH degerlerinde (6rnegin, pH 6,5 veya daha
diistik), E. coli hiicreleri daha fazla oksijen tiiketir ve daha fazla oksidatif stres altinda
yasarlar. Bu, hiicrelerin daha az saglikli olmasina ve daha az {iremesiyle sonuglanabilir.
Yiiksek pH degerlerinde (6rnegin, pH 8,0 veya daha yiiksek), E. coli hiicreleri de daha fazla
oksidatif stres altinda yasayabilir, ancak bu durum genellikle diisiik pH degerlerinden daha
az yaygindir (Monteagudo-Cascales ve digerleri, 2022; Wilks ve Slonczewski, 2007).

Genel olarak, ii¢ pasif AR sistemi, farkli seviyeleriyle ayni sekilde etkinlestirildi. Cad
sistemi, li¢ sistem arasinda en yiiksek homojenlik dagilimini (pH 5.8) gosterirken, Gad ve
Adi sistemleri farkli kosullar altinda karsilastirilabilir degerler gosterdi. Gad sistemi,
duragan faz sirasinda en ¢ok indiiklenirken, Adi sistemi, giiclii asit stresleri (pH 4.4)

tarafindan indiiklenerek aktive edildi (Brameyer ve digerleri, 2022).

Bu ¢alismada Cizelge 4.2 pH-6’da 12 giinliik deney incelendiginde mutantlar ve yabanil tip
arasinda farkli yasam siireleri oldugu tespit edilmistir. adiA, gadB, gadC, cadB ve cadC
mutantlariin yaklasik yasam degerlerinin benzer oldugu belirlenmistir. Yabanil tip asidik
ortamda onceki ¢alismalar1 destekler nitelikte asit direng mekanizmalarinin aktif olmasi ile
stres ortaminda hiicre metebolizmasin1 korumaktadir. Ancak mutantlar daha kisa yasam

stiresine sahip olmasi asidik ortamda bu mekanizmalarin 6nemli oldugu gostermektedir.

E. coli hiicrelerinin fotooksidatif stres altinda nasil yasadigini belirleyen bir¢ok faktor vardir.

Bu faktorler arasinda, hiicrelerin mevcut oksijen seviyesi, hiicrelerin yasadigi ortamin dogal
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151k seviyesi ve hiicrelerin genetik yapisi sayilabilir. Bu nedenlerden dolayi, E. coli
hiicrelerinin farkli pH degerlerinde fotooksidatif stres altinda nasil yasadigini1 tam olarak

belirlemek zordur.

AdiA, E. coli bakterisi i¢in bir protein kodlayan genin adidir. Bu gen, E. coli'nin asit stresine
kars1 korunmasina yardimci olan bir protein kodlar. Glutamat dekarboksilaz (GAD), E. coli
bakterisi i¢in 6nemli bir enzimdir. GAD, glisin aminoasidinden glutamat aminoasidine
doniisimiinii  katalizler ve bu reaksiyon, glisinin asetil-CoA'ya doniistiiriilmesiyle
sonuglanir. E. coli, glisinin asetil-CoA'ya doniistiiriilmesini kullanarak enerji iiretir ve bu
nedenle GAD, E. coli'nin enerji iiretiminde énemli bir rol oynar. Ayrica, GAD, E. coli'nin
glisin ve glutamat arasinda dengesini koruma gibi 6nemli bir fonksiyonu vardir. E. coli, asit
stresine maruz kaldiginda, GAD aktivitesi artar ve bu sayede hiicrenin i¢ pH'sin1 diizenler

ve asit stresine karsi korunmasina yardimei olur (Kanjee ve Houry, 2013).

Genetik Diizenleme Asit Rediiksiyon Sistemi (GDAR), Asit Diizenleme Asit Rediiksiyon
Sistemi (ADAR) ve Lizin Diizenleme Asit Rediiksiyon Sistemi (LDAR) sistemleri,
bakterilerde asit stresine karsi korunma mekanizmalaridir. GDAR sistemi, bakterilerin
duragan faza girdiginde indiiklenir, ancak asitli ortamda {istel biiyiime sirasinda da aktive
olabilir. GDAR genleri, kapsamli diizenlemeye tabi olan bir asit direng mekanizmasi
bulunup diger asit stres yanit genleriyle birlikte RpoS sigma faktoriiniin kontrolii altindadr.
ADAR sistemi, karmasik ortamda anaerobik, asidik kosullar altinda biiylime sirasinda
maksimum olarak indiiklenir ve AdiA, AdiY ve AdiC gibi genler kromozom {izerinde
bulunur. LDAR sistemi ise fazla lizin igeren zengin ortamda pH 5,5'te anaerobik biiylime
kosullar1 altinda optimal olarak indiiklenir. CadA ve CadB gibi genler CadBA operonunda
bulunur ve CadC tarafindan diizenlenir. Bu sistemler, bakterilerin asit stresine karsi
dayanikliligin1 artirmak ve biiyiime kosullarini optimize etmek i¢in kullanilir (Kanjee ve
Houry, 2013).

Bu deney metilen mavisi igeren iki farkli pH’da gergeklestirilmistir. Mutantlar pH-6'da
incelendiginde yasam siirelerinin yabanil tiple benzerlik gostermedigi ve mutantlarin daha
uzun siire yasadigi gézlemlendi. Yabani tip E. coli, gadC ve cadA yaklasik olarak yasam

stirelerinin yaklas1 olarak degerleri benzer oldugu goriilmiistiir.
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En az yasam degeri gosteren adiA'nin pH-8'de 6nemli bir etkiye sahip oldugu bulundu. E.
coli W3110 ve mutantlarin, fotosensitizer iceren pH-8 ortaminda diger ortamlardan daha
kisa siire yasama sahip oldugu verilerin karsilastirilmasi sonucunda ulasilmistir Metilen
mavisi, bir kimyasal maddedir ve genellikle mikrobiyolojide kullanilir. Metilen mavisi,
Gram pozitif bakterilerin hiicre zarmi kirmak i¢in kullanilir ve boylece bakterilerin
morfolojisini gdstermek icin kullanilir. Ayrica, metilen mavisi, bakterilerin kolonilesmesini
gostermek i¢in de kullanilir. Ayrica 151k ile tepkimesi sonucunda serbest radikal olusumu

goriilmektedir (Wang, Zhao, Qi ve Liu, 2019).

Calismada 2 farkli pH’da fosfat tamponu igerisinde aydinlik gruplarda ortama metilen
mavisi eklenerek ve metilen mavisiz ortamda yasam deneyleri incelenmistir. Fotooksidatif
stres ve metilen mavisi mutantlara iliskisinin arastirilmistir. Iki farkli pH’da serbest radikal
sallmmminin alkali ve asidik ortamda bakteri direng mekanizmalarinin molekiiler
mekanizmas1 agiklanmaya calisilmasi amaclanmistir. Kullandigimiz metilen mavisi
boyasinin farkli pH‘larda, farkli mutantlar {izerinde toksik etki olusturdugu gézlemlenmistir.
Metilen mavisinin mutantlarin yagimi tizerine etkili oldugu gériilmustiir. pH-8’de daha
cabuk oliimiine neden oldugu verilerden ulasilmistir. Mutantlarin grafik ve karsilagtirmalar
sonucunda adiA ‘nin 2,76 saatlik en az yasam degerine sahip oldugu ve adiA’nin en kisa
stirede ortamda uzaklastig1 belirlenmestir. Mutantlarin, farkli pH kosullarinda yasam siiresi
izerinde etkisi oldugu anlasilmistir. pH'in singlet oksijen ve radikal olusumunda biiyiik bir
etkiye sahip olmasi nedeniyle, bakteri inaktivasyonunda da Onemli olabilecegini
diistiniilmektedir. Bu nedenle, pH-9'da gram (+) ve gram (-) bakteri inaktivasyon oraninin
pH-5'teki orandan 25 kat daha yiiksek oldugunu gostermistir (Chen, Cesario ve Rentzepis,
2011).

Sonug olarak, E. coli bakterisi farkli pH degerlerinde fotooksidatif stres altinda yasayabilir,
ancak en 1y1 pH ortaminda daha az fotooksidatif stres altinda yasarlar. pH-6 ve 8’de, hiicreler
oksidatif stres altinda farkli yasam siiresi gosterir. Cizelge 4.5. ve 4.6.'da gosterildigi gibi,
fosfat tamponu ve metilen mavisi kullanilarak yapilan ¢alismada, yabani tip E. coli W3110
ve mutantlarinin pH-6 ve 8 ortamlarinda yasam siireleri incelenmistir. Calismada gézlenen
sonuglara gore, yabani tip E. coli W3110 pH-6’da yasam siiresinin daha uzun oldugu
goriilirken pH-8 alkali ortamda yasam siiresi daha kisa olmustur. Ancak, pH-6 asidik

ortaminda mutantlarin yasam siireleri yabanil tiple benzerlik gostermemis ve daha kisa siire
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yasadiklar1 gozlemlenmistir. Alkali fosfat tamponlu ortamda metilen mavisi kullaniminda
ise, AdiA, CadB, CadC ve GadB mutantlarin yasam siiresi daha kisa oldugu goriilmiistiir.
pH-8 fosfat tamponunda metilen mavisi etkili oldugunu sonuglar gostermektedir. Metilen
mavisi, 151k etkisiyle serbest radikallerin olusumuna neden olan fotosensitizer bir boyadir.
Metilen mavisi, bir bakterisit olarak kullanilir ve bakterilerin DNA'sinin sentezini inhibe
eder. Bu sirada, metilen mavisi molekiilii fotonlar1 absorbe eder ve bu enerji molekiiliin igine
depolar. Bu enerji, molekiilde bir elektronun hareketine neden olur ve elektron serbest hale
gelir. Bu serbest elektron, bir serbest radikal olusturur. Bazik ortamda E. coli ve mutantlarin
yagam siiresini azalttigt sOylenebilir. Ayni zamanda, membran gegirgenligindeki
degisikliklere bagli olarak hiicre i¢ ve dis pH degisikliginde sorumlu direng sistemlerinin

kontroliinde olabilecegi varsayilmaktadir (Balraj, Hussain ve King, 2016).

Elde edilen verilerin dogrulugunu test etmek i¢in yapilan komplementer testlerinin sonuglari
da degerlendirilebilir. Bu testlerde, genlerin yabani tiple benzer sonuglar vermesi, rollerinin
kontrolii agisindan 6nem tasimaktadir. Bu verilere dayanarak, metilen mavisi kullaniminin
alkali ortamda E. coli ve mutantlarin gen bolgeleri oksidasyona ugrar. Serbest radikallerin
yasam stirelerine etkisi oldugu ve pH ortaminin bu etkinin 6nemi iizerinde bir rol oynadigi
sOylenebilir. Bu ¢alisma E. coli ve mutantlarin yagsam siiresinin pH faktorii ve metilen mavisi

ile iliskili oldugunu gostermektedir.

Asit direncinin mekanizmalarini aydinlatmak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir. Bu
caligma, hedef genlerin asit direng mekanizmalarin1 aydinlatmak i¢in gelecekte yapilacak

arastirmalar icin bir rehber gorevi gorecektir.
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