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OZET

Escherichia coli W3110'DA PORIN PROTEINLERININ (OmpA, OmpC, OmpF.
OmpG, OmpT, LamB ve PhoE) METAL STRESINDEKI ROLLERININ
BELIiRLENMESI

Metaller, canlilar i¢in olduk¢a dnemlidir. Genellikle metaller, temel biyolojik siirecler icin
onemli olan biyomolekiillerin yapisal veya katalitik bileseni olarak gorev almaktadir. Ancak
cesitli nedenlerden dolay1 dogada biriken bakir, kadmiyum, kursun, ¢inko, nikel, civa ve krom
gibi agir metaller, canlilar1 olumsuz etkileyen en Onemli ¢evre sorunlarindan biri haline
gelmigstir. Hiicredeki metallerin homeostazi, oncelikle hiicre igine ve hiicre digina metal
taginmasinin diizenlenmesi ile ilgilidir. Bu nedenle membran gegirgenliginde rolii olan porin
proteinlerinin metal direncinin gelismesinde 6nemli rolii olacag1 degerlendirilmektedir. Bu
calismada, Escherichia coli W3110 nun dis membran kanal proteinlerinden OmpA, OmpC,
OmpF, OmpG, OmpT, LamB, ve PhoE porin proteinlerinin kobalt, bakir, ¢inko, kadmiyum
ve nikel metallerine karsi rolleri belirlendi. Bununla birlikte, metal homeostazinda yer alan
CueR, RcnR, NikR, Zur, CpxAR ve CusSR proteinlerinin porin genleri {izerindeki rolleri
arastirildi. Calismada kullanilmak iizere E. coli W3110 mutantlar1 ve komplement hiicreleri
elde edildi. Porin proteinlerinin kobalt, bakir, ¢inko, kadmiyum ve nikel metallerine karsi
rolleri, yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin cogalma ve yasam deneyleri yapilarak
belirlendi. Porin genlerinin ifadelerinin c¢alisilan metallerin varliginda degisimi ve bu
degisimde CueR, RcnR, NikR, Zur, CpxAR ve CusSR proteinlerinin rolii ger¢ek zamanli PZR
ile belirlendi. Son olarak, zayiflatilmis toplam yansitma (ATR)—Fourier dontisiimii kizilotesi
(FTIR) spektroskopisi kullanilarak, metale maruz kalan yabani E. coli W3110 ile farkli porin
mutantlarinda meydana gelen molekiiler profiller karsilastirildi. Caligmalar sonunda elde
edilen verilerin istatiksel analizleri GraphPAD Prism 8.3.0 programinda 2way ANOVA
testine gore yapildi ve P< 0.05 sistemine gére 6nem dereceleri belirlendi. Calisma sonucunda,
genel olarak OmpA ve OmpC proteinlerinin yoklugu hiicreyi duyarli hale getirirken, OmpF
ve LamB’nin yoklugu metale karsi direnci arttirdigi belirlendi. Biitiin metal streslerinde,
yabani tip E. coli W3110’da ompA, ompC, ompF genlerinin sentezinin azaldigi, ompG ve
phoE genlerinin sentezinin ise Onemli derecede arttig1 belirlendi. ompT geninin sentezi
kadmiyum metalinde 6nemli derecede baskilandigi, lamB’nin ise Cu ve Zn varliginda
sentezinin arttifi ancak Cd ve Co varhi@inda ise azaldigi belirlendi. Bu sonuglar, porin
proteinlerinin metal direnci gelistirmede 6nemli rolii oldugunu gostermektedir. Cd stresinde

onemli rolii oldugu belirlenen ompF ve lamB genlerinin baskilanmasinda NikR’nin, ompT

il



geninin baskilanmasindan ve phoE geninin artisindan NikR ve CueR’nin; ve ompG’nin
artisindan ise NikR ve Zur’un rolllerinin oldugu belirlendi. Co stresinde, ompC ve ompF’nin
baskilanmasindan NikR’nin, phoE ve ompG’nin artisindan ise RenR ve NikR’nin rolii oldugu
goriildii. Cu stresinde, ompA’nin baskilanmasinin CpxA ve CusSR’nin; ompC nin
baskilanmasinin CueR ve CusS’nin; ompF ve ompT sentezlerinin baskilanmasinin CusS’nin;
ompG’nin artisinin NikR ve CusR’nin ve phoE’nin ise artisinin NikR, Zur, CpxR ve CusSR
sisteminin kontroliinde oldugu tespit edildi. Ni stresinde, anlamli olarak belirlenen ompA’nin
baskilanmasinda, ompG ve phoE’nin artisindan CueR, RenR, NikR ve Zur proteinlerinin rolii
olmadig farkl bir diizenleyicinin kontroliinde oldugu belirlendi. Son olarak, Zn stresinde ise
ompA ve ompC’nin NikR ve Zur’un, ompT’nin ise NikR tarafindan kontrol edildigi tespit
edildi. Bu ¢alisma, metallerin detoksifikasyon etkinligini karakterize etmeye yardime1 olabilir

ve biyoremediasyonda kullanilacak aktif canli hiicrelerin elde edilmesi i¢in rehberlik edebilir.

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli (E. coli), gen ekspresyonu, porin, metal stresi, kizilotesi

spektroskopi
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE ROLE OF PORIN PROTEINS (OmpA, OmpC,
OmpF, OmpG, OmpT, LamB and PhoE) UNDER METAL STRESS IN Escherichia coli
W3110

Metals are very important for microorganisms. Generally, metals act as the structural or
catalytic component of biomolecules important for basic biological processes. However,
heavy metals such as copper, cadmium, lead, zinc, nickel, mercury and chromium, which
accumulate in nature for various reasons, have become one of the most important
environmental problems that negatively affect microorganisms. Homeostasis of metals in the
cell is primarily concerned with the regulation of metal transport into and out of the cell.
Therefore, porin proteins, which have a role in membrane permeability, have an important
role in the development of metal resistance. In this study, the roles of outer membrane
channel proteins OmpA, OmpC, OmpF, OmpG, OmpT, LamB, and PhoE porin proteins of E.
coli W3110 against cobalt, copper, zinc, cadmium and nickel metals were determined. In
addition, the roles of CueR, RcnR, NikR, Zur, CpxAR and CusSR proteins on porin genes,
which are involved in metal homeostasis, were investigated. E. coli W3110 mutants and
complement cells were obtained for use in the study. The roles of porin proteins against
cobalt, copper, zinc, cadmium and nickel metals were determined by growth and survival
experiments of wild type E. coli W3110 and porin mutants. The change in the expression
levels of porin genes in the presence of the studied metals and the role of CueR, RcnR, NikR,
Zur, CpxAR and CusSR proteins in this change were determined by real-time PCR. Finally,
using attenuated total reflectance (ATR)—Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, the
molecular profiles occurring in wild E. coli W3110 exposed to metal and different porin
mutants were compared. Statistical analyzes of the data obtained at the end of the studies were
performed in the GraphPAD Prism 8.3.0 program according to the 2way ANOVA test and
their significance levels were determined according to the P< 0.05 system. As a result of the
study, it was determined that the absence of OmpA and OmpC proteins in general sensitized
the cell, while the absence of OmpF and LamB increased resistance to metal. It was
determined that the synthesis of ompA, ompC, ompF genes decreased, while the synthesis of
ompG and phoE genes increased significantly in wild type E. coli W3110 at all metal stresses.
It was determined that the synthesis of the ompT gene was significantly suppressed in
cadmium metal, and the synthesis of lamB increased in the presence of Cu and Zn, but

decreased in the presence of Cd and Co. These results show that porin proteins have an



important role in developing metal resistance. In the suppression of ompF and lamB genes,
which were determined to have an important role in Cd stress, NikR and CueR from
suppression of ompT gene and increase of phoE gene; and from the increase of ompG, it was
determined that NikR and Zur had roles. It was observed that NikR from the suppression of
ompC and ompF, and RcnR and NikR from the increase of phoE and ompG in Co stress. In
Cu stress, the suppression of ompA resulted in CpxA and CusSR; suppression of ompC CueR
and CusS; CusS inhibition of ompF and ompT syntheses; It was determined that the increase
of ompG was under the control of NikR and CusR and the increase of phoE was under the
control of NikR, Zur, CpxR and CusSR systems. It was determined that CueR, RcnR, NikR
and Zur proteins did not have a role in the suppression of ompA, which was determined
significantly in Ni stress, from the increase of ompG and phoE, but under the control of a
different regulator. Finally, under Zn stress, ompA and ompC were found to be controlled by
NikR and Zur, and ompT by NikR. This study can help characterize metals detoxification

efficiency and guide for obtaining active living cells to be used in bioremediation.

Keywords: Escherichia coli (E. coli), gene expression, porin, metal stress, Infrared

spectroscopy

vi



ICINDEKILER

Sayfa No

ONSOZ i
OZET iiii
ABSTRACT v
ICINDEKILER.......eucueeeeeeeneeeenenencnenesenesesesesesesesesssssessscsssssssssssesesesssssssssssssssssssssssesssssssssssesens vii
TABLOLAR LISTES ccceuiuiiiunininiscncnsisiscncnsisinscnsenssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens X
SEKILLER LISTESI xii
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI Xix
1. GIRIS 1
2. LITERATUR OZETi w2
2.1. Bakterilerde HUCIe ZAarfl ....ccccceiveeicssnnicssnncsssansssnscsssnsssssnessssssssssssssasssssssssssssesssns 2
2.2, 1) 51 11 1 T 4
2.2.1. Porinlerin yapilari ve CeSitleri.......cocuniinvinssiissnisnicsninsnissnnssnnnsssnessissancssnncnns 4
2.2.2. Porinlerin gorevleri 7

2.3. Metal Stresi 24
24. Cahsmanin Amaci ve Onemi 28
3. MATERYAL METOT 29
3.1. Kullanilan besiyerlerinin hazirlanmasi 29
3.1.1. Nutrient agar besiyeri 29
3.1.2. Nutrient brot besiyeri 29
3.1.3. Luria Bertani (LB) agar besiyeri 29
3.1.4. Luria Bertani (LB) brot besiyeri 29
315, SOt QAT ceuveiernricssnnicssanisssanssssanessssesssnsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 29
3.1.6. DM agar 29
3.1.7. SOB medium 30
3.1.8. SOC medium 30

3.2 Kullanmilan antibiyotiklerin hazirlanmasi 30
3.3. Kullanilan metallerin hazirlanmasi . 30
34. Kullanilan diger soliisyonlarin hazirlanmasi .......coeececceeccsnnecssnnccsssnessnsessssseses 30
3.4.1. PBS (Phosphate Buffered Saline) 30

vii



3.4.2. Ringer soliisyonu 30

3.4.3. TBE hazirlama 31
3.4.4. TE hazirlama ...31
3.4.5. 1M Tris-HCI (pH 8) hazirlama .........coceeeeveccssnnccscnnicssancssssncssssesssssesssassssases 31
3.4.6. EDTA (0,5 M, pH 8) hazirlama.........ccccveeeesrrecssnccssanccsssncssssnssssssesssssesssassssases 31
3.4.7. 1M L-arabinoz 31
348. Mg+2(2M) 31
3.49. Tris-EDTA (1 M) ile doyurulmus fenol 31
3.4.10. X-gal hazirlama (5-brom-4klor-3indol-beta-D-galaktopironosid)........... 32
3.4.11. 0,1 IPTG hazirlama (izopropil p-D-1-tiogalaktopiranosid)........ccccceeeunees 32
3.4.12. Primerlerin sulandirilmasi ve ¢calisma soliisyonlarinin hazirlanmasi ..... 32
3.5. Kullanilan E. coli SUSIATT.u..cccuiicireicisarisssancsssnncssasssssnssssssssssssssssasssssasssssasssssassses 32
3.6. E. coli W3110 Mutantlarinin Eldesi .32
3.6.1. Transdiiksiyon ile mutant eldesi ... 34
3.6.2. Koloni polimeraz zincir reaksiyonu (Koloni PZR) 35
3.6.3. Tek gen delesyonu ile mutant elde edilmesi 35
3.6.4. Tamamlanmis (komplementer) hiicrelerin eldesi 40
3.7. Metallerin minimal inhibisyon konsantrasyon (MIK) ve minimal sidal
konsantrasyon (MSK) degerlerinin belirlenmesi 42
3.8. Porin mutantlarimin yasamu iizerine metallerin etkisi 43
3.8.1.  Biiyiime deneyleri. .. ciicnecseisensecsanssnnsecssecsenssncssessasssesssecsasssssssessssssassanes 43
3.8.2. Petri damlatma deneyleri .......ccccccceervuecssrnecssenecssenccssanecssanesssansssasesssasesssasesssanes 43
3.9. Porin mutantlarinda metallerin meydana getirdigi biyomolekiiler degisimler
43
3.9.1. Hiicrelerin biiyiitiilmesi ve tOPIaNMAaS] c..ccceereeerensecserssensencsaecsaesaecssecnessecsanes 43

3.9.2. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektrometresi (FT-IR) deneyleri ve analizi 43

3.10.  Metaller ile iliskili CueR, RcnR, NikR, Zur, CpxA, CpxR, CusS ve CusR
proteinlerinin porin genlerinin ekspresyonu iizerine etKiSi......ccecceesseeersuercscneecsneecnnnes 44

3.10.1. Yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinin metal varhginda biiyiitiilmesi

ve orneklerin toplanmasi 44
3.10.2. Total RNA izolasyonu ve cDNA eldesi........cceuueesueinurcserssnensncssnecsnncnnene 44
3.10.3. Gercek zamanli PZR (qPZR) .....uccoveicereicssnicssnnicsssnicsssnesssssesssssessssssssssssses 46

4. SONUC, TARTISMA VE ONERILER 47
4.1. SOMNUG aeeeieiiirenicnsesaneecssssnsscsssssssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 47

4.1.1. Cahsmada kullanilan mutantlarin ve komplementer hiicrelerin elde
edilmesi 47

viil



4.1.2. Cahsmada kullanilan yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarin biiyiime
grafigi 51
4.1.3. Kadmiyum (Cd) stresi
4.1.4. Kobalt (Co) stresi
4.1.5. Bakir (Cu) Stresi
4.1.6. Nikel (Ni) stresi
4.1.7. Cinko (Zn) stresi

4.2. Tartisma

4.3. Oneriler

KAYNAKCA

103
117
131
151

ix



TABLOLAR LISTESI

Sayfa No
Tablo 3.1. Calismada kullanilan Suslar.............ccccceeeeiiiiiiiiecceeeeee e 33
Tablo 3.2. Koloni PZR reaksiyon KariSImi..........ccocueeiiieniiiiienieiiieieeeesee et 35
Tablo 3.3. Calismada kullanilan gen primerleri .........cccooccvvieriieeniieeiiiecieeee e 36
Tablo 3.4. Koloni PZR KOSUILATT ........cccouiiiiiiie e et 37
Tablo 3.5 Tek gen delesyon metodunda kullanilan gene primerleri ..........cocoeveevieniencniiennene 37
Tablo 3.6. PZR reaksiyon Kari§imi.......cccueeeiieriiieiiieiieeiieeieeicesiee ettt teesae b e eneees 38
Tablo 3.7. PZR KOSUILATT........ccviiiiiiiiiiieeiee ettt eetae e e e e eve e e aeeeeaaeeenns 38
Tablo 3.8. Dpnl enzimi reaksiyon karisimi ve kosullart .........c..cooooeeiiiiiiiiininieee, 39
Tablo 3.9. Komplementer hiicrelerin elde edilmesinde kullanilan primerler.......................... 41
Tablo 3.10. LIC yonteminde ligasyon reaksiyon karisimi ve kosullari..........cccoeeerienenniennene 42
Tablo 3.11. DNase I reaksiyon karigimi ve kosullart ...........cccoocvieviiniienieniiiienieeceeeeen 45
Tablo 3.12. cDNA sentezi reaksiyon Kart§imi.......ccceeeevuervieniiiieniinienenieneeieeeeeeesie e 45
Tablo 3.13. cDNA sentezi reaksiyon Kosullart..........coceeerviiniiiiniiniinnincicceeceeicene 45
Tablo 3.14. Ger¢ek zamanli PZR reaksiyon KariSimi..........cecveeeriieeiiieniieenieeeieeeiie e 46
Tablo 3.15. Gergek zamanlt PZR Kosullart ............ccoviiiiiiiiiiiiiiiceee e 46
Tablo 3.16. Ger¢ek zamanli PZR’da kullanilan primerler ..........coccooveviriiniininninicnenicnene 46

Tablo 4.1. E. coli W3110, porin mutantlarinin ve bu mutantlarin komplement hiicrelerinin
lizerine kadmiyum metalinin minimal inhibisyon konsantrasyon (MIK) ve minimal sidal

konsantrasyon (MSK) deGeTler ........coeeuiiiiiiiiiiiieiieeeeeee et 52

Tablo 4.2. E. coli W3110, porin mutantlarinin ve bu mutantlarin komplement hiicrelerinin

lizerine kobalt metalinin MIK ve MSK deZerleri...........ccoevuruerieeuerceereeeieieeeeeesee e 66

Tablo 4.3. E. coli W3110, porin mutantlarinin ve bu mutantlarin komplement hiicrelerinin

iizerine bakir metalinin MIK ve MSK deBerleri ..........ccovveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeenennns 79



Tablo 4.4. E. coli W3110, porin mutantlarinin ve bu mutantlarin komplement hiicrelerinin

lizerine nikel metalinin MIK ve MSK deBerleri..........covvirirerieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseseeeenenas 103

Tablo 4.5. E. coli W3110, porin mutantlarinin ve bu mutantlarin komplement hiicrelerinin

iizerine ¢inko metalinin MIK ve MSK deSerleri..........c.cvvvviveieeeeeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesenennas 117

xi



SEKILLER LISTESI

Sayfa No
Sekil 2.1 Gram negatif bakterilerin temsili bir hiicre zarf yapist .......ccccccveevvvieecieeniieeeieeen 4
Sekil 2.2 E. coli’ de trimerik porinin hiicre dis1 ve yan goriinlimleri gosterilmektedir ............. 6

Sekil 2.3. E. coli’ de monomerik porinin hiicre dis1 ve yan goriiniimleri gosterilmektedir ...... 7

Sekil 4.1. Yabani tip E. coli ve ompA, ompC, ompF ve ompG mutantlarinin ileri (F)-geri (R)
ve F-Kanamisin geri (K1) primerleri ile elde edilen PZR iirlinlerinin jel elektroforezi

GOTUNTTSTL 1ttt eitte et ee ettt ettt e e e et e e et e e sttt e e sttt e ettt e enabeesabbeeenbbeesnbaeeeabeeesaseeennseeennseennns 48

Sekil 4.2. Yabani tip E. coli ve ompT, lamB ve phoE mutantlarinin F-R ve F-K1 primerleri ile

elde edilen PZR iiriinlerinin jel elektroforezi gOrintlisil. .......c.ceeeveeviierieeiiieniieiieeieeieeeee e 48

Sekil 4.3. Yabani tip E. coli ve mutantlarinin F-R primerleri ile elde edilen PZR iiriinlerinin

jel elektroforezi GOTUNTISTE. .....eevuiiiiiiieit ettt et 49

Sekil 4.4. Elde edilen porin mutantlarinin komplement hiicrelerin pLATES1 plazmitine 6zgii
primerler Ligasyon ileri (LIC F)- ligasyon geri (LIC R) ile elde edilen PZR f{iriinlerinin jel

eleKtroforezi GOTUNTISIL. .....eevieiiiiiiiet ettt ettt sa e st et e et eesaeeeaeeas 50

Sekil 4.5. Elde edilen cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinin komplement hiicrelerin
pLATES1 plazmitine 6zgii primerler (LIC F-R) ile elde edilen PZR friinlerinin jel

elektroforezi GOTUNTUSTL ...evvveeiiiieiiiie ettt et e et e et e e et e e st e e sabaeesnbeeeseneeesnneeenns 50

Sekil 4.6. Yabani tip E. coli W3110, porin mutant suslarin ve bu mutantlarin komplement

hiicrelerinin metalsiz ortamdaki bllylime grafigi .......ccccoceeviriiiiiiiiniiniiicecccecce 51

Sekil 4.7. Yabani tip E. coli W3110, ompA ve ompC mutant suslarin ve bu mutantlarin

komplement hiicrelerinin Cd metali varliginda biliylime grafigi. ......cccccceeveiveenciiieniieenieee, 53

Sekil 4.8. Yabani tip E. coli W3110, porin mutant suslarin ve bu mutantlarin komplement

hiicrelerinin Cd metali varlifinda petride yagsam deneyi.......c..ccoceevvereeneenienieneenenicneeienene 53

Sekil 4.9. Kadmiyum stresine maruz kalan ve kalmayan (kontrol) yabani tip E. coli W3110

hiicrelerinde porin genlerinin transkripsiyonel SENtez SEVIYESI....cccuvrerrureerrureeriureerireeerreeennen 54

Sekil 4.10. Cd iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda ompA geninin transkripsiyonel sentez Seviyeleri. .........coceeververervienieneeniennns 55

xii



Sekil 4.11. Cd iyonlan varliginda ve yoklugunda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR,

nikR ve zur mutantlarinda ompC geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri..........cccoocueennenee. 56

Sekil 4.12. Cd iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda ompF geninin transkripsiyonel sentez Seviyeleri. .......ccoceevverieenieriieenienieene. 57

Sekil 4.13. Cd iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda ompG geninin transkripsiyonel sentez seViyeleri.........occverveeerienieeiieeneeeneenne. 58

Sekil 4.14. Cd iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda ompT geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri. ........cocceveeriieeniinieiniienneenne 59

Sekil 4.15. Cd iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda lamB geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri. .........c.cceevveeereenieeiieenieeneene. 60

Sekil 4.16. Cd iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda phoE geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri. ........ccocceeveerieinieniieenieeeenne. 61

Sekil 4.17. 3100-2800 cm ! araligindaki spektral bantlar igin, Cd iyonlarmnin varliginda yabani

tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlart. ............ccoc..... 62

Sekil 4.18. 1800-1700 cm!' araligindaki spektral bantlar igin, Cd iyonlarinm varhiginda

yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tlirev spektrumlart. ............ 63

Sekil 4.19. 1700-1600 cm™' araligindaki spektral bantlar igin, Cd iyonlarinin varliginda

yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari. ............ 63

Sekil 4.20. 1600-1400 cm™!' araligindaki spektral bantlar igin, Cd iyonlarinin varhginda

yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tlirev spektrumlart. ............ 64

Sekil 4.21. 1250-1200 cm ™' araligindaki spektral bantlar i¢in, Cd iyonlarmin varliginda

yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari. ............ 65

Sekil 4.22. 1100-1000 cm™' araligindaki spektral bantlar igin, Cd iyonlarinin varhiginda

yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tlirev spektrumlart. ............ 65

Sekil 4.23. Yabani tip E. coli W3110 ve biitiin porin mutant suslarinin Co metali varliginda
DUYTIME GLATIZT c.evveeeiiieeiie ettt ettt e e e et e e et e e et e e s bt e e sssaeesssaeesnsaeesnseeennseens 67

Sekil 4.24. Yabani tip E. coli W3110, porin mutant suslarin ve bu mutantlarin komplement

hiicrelerinin Co metali varliginda petride yasam deneyi. ........cceceevveeeeneenienieneenienieneeienene 67

Sekil 4.26. Co iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda ompA geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri. ......coccveervuveercveenciieencieeennneen. 69

Xiil



Sekil 4.27. Co iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda ompC geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri. ..........ccceecveeeieenieriieeneeeneenne. 69

Sekil 4.28. Co iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda ompF geninin transkripsiyonel sentez Seviyeleri. .......ccoceevveeieenieniieeniennieenne. 70

Sekil 4.29. Co iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda ompG geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri.........occvevveeeiienieriieeneeeneenne. 71

Sekil 4.30. Co iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda ompT geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri. ........coccovveerieenienieinieneene. 72

Sekil 4.31. Co iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda lamB geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri. .........coccevveevieenieeiiieneeeneenne. 73

Sekil 4.32. Co iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda phoE geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri. ........ccocceveerieinienieenieenennnn 74

Sekil 4.33. 3100-2800 cm ! araligindaki spektral bantlar i¢in, Co varliginda yabani tip E. coli

W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlart. ........cccoocveveeveniencenennne 75

Sekil 4.34. 1800-1700 cm ™! araligindaki spektral bantlar igin, Co varliginda yabani tip E. coli

W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlart. .........ccccoceveiviniinenncnnn. 76

Sekil 4.35. 1700-1600 cm ™! araligindaki spektral bantlar i¢in, Co varliginda yabani tip E. coli

W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlart. ........c.cccoceeviiniiinennennn. 76

Sekil 4.36. 1600-1400 cm ™! araligindaki spektral bantlar igin, Co varliginda yabani tip E. coli

W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlart. .........ccccoceeveeviniicninnennn. 77

Sekil 4.37. 1250-1200 cm ™! araligindaki spektral bantlar i¢in, Co varliginda yabani tip E. coli

W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlart. ........c.cccoceeviiniiiniennennn. 78

Sekil 4.38. 1100-1000 cm™!' araligindaki spektral bantlar igin, Co iyonlarinin varhiginda

yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tlirev spektrumlart. ............ 78

Sekil 4.39. Yabani tip E. coli W3110, ompA, ompC ve ompF mutant suslarin ve bu

mutantlarin komplement hiicrelerinin Cu metali varliginda biiylime grafigi.........cccccecuveenneen. 80

Sekil 4.40. Yabani tip E. coli W3110, porin mutant suslarin ve bu mutantlarin komplement

hiicrelerinin Cu metali varliginda petride yasam deneyi.......c..cceceevveeieneenienicneeneniieneeienene 80

Sekil 4.41. Bakir stresine maruz kalan ve kalmayan (kontrol) yabani tip E. coli W3110

hiicrelerinde porin genlerinin SENEEZ SEVIYEST ...uveeerurreerreeerireeeiiieeeireeeireesaeeesseeesseeesseeessseens 81



Sekil 4.42. Cu varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda

ompA geninin transkripsiyonel SeNtez SEVIYEIETT .....ccvuiiiriiiiriiiiiiieiiiieeiieeeieeeeee e 82

Sekil 4.43. Cu varliginda yabani tip E. coli W3110 ve c¢pxAR ve cusSR mutantlarinda ompA

geninin transkripsiyonel sentez SeVIYEIeri........cceuuiiriiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 83

Sekil 4.44. Cu varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda

ompC geninin transkripsiyonel sentez SeVIYeler ........cceeivuiiiriiiiiiiiiiiieeieeeieeeee e 84

Sekil 4.45. Cu varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cpxAR ve cusSR mutantlarinda ompC

geninin transkripsiyonel sentez SeVIYEIeTi........ceeuiiiiiriiiiiiiiiiiiiiiieee e 85

Sekil 4.46. Cu varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda

ompF geninin transkripsiyonel Sentez SEVIYEIETT .....ccccuviiriiieriiieriiieeiiieciieeeieeeeiee e 86

Sekil 4.47. Cu iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cpxAR ve cusSR mutantlarinda

ompF geninin transkripsiyonel SeNtez SEVIYEIETT .......c.eviriiiiiiiiiiiieiiiieeiieeeieeeceeee e 87

Sekil 4.48. Cu iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda ompG geninin transkripsiyonel sentez seViyeleri........ccocverveeeieenveeiieeneeeneene. 88

Sekil 4.49. Cu iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve c¢pxAR ve cusSR mutantlarinda

ompG geninin transkripsiyonel Sentez SeVIyeleri........coccveviiriiiriiiiiiniieiiiecreeee e 89

Sekil 4.50. Cu iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda ompT geninin transkripsiyonel sentez Seviyeleri .........cccvevvuveerciveeniieeenieeennneen. 90

Sekil 4.51. Cu iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cpxAR ve cusSR mutantlarinda

ompT geninin transkripsiyonel Sentez SEVIYEIETT .......cc.eiiviiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeceeceeeeee e 91

Sekil 4.54. Cu iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur

mutantlarinda phoE geninin transkripsiyonel seviyeleri........ccccvevviiiriiieniiieeniieeniieeeee e, 94

Sekil 4.55. Cu iyonlar1 varlifinda yabani tip E. coli W3110 ve cpxAR ve cusSR mutantlarinda

phoE geninin transkripsiyonel Sentez SEVIYEler .........cooviviiiiiiniiiiiiniieieccececcece e 95

Sekil 4.56. 3100-2800 cm ! arahigindaki spektral bantlar i¢in, Cu iyonlarinin yoklugunda
ve/veya varliginda yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tlirev

] 015103 41001 F: 1 5 DSOS 96

Sekil 4.57. 1800-1700 cm ™! arahigindaki spektral bantlar i¢in, Cu iyonlarinin yoklugunda
ve/veya varliginda yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev

] 015103 41001 F: 1 5 DSOS 97

XV



Sekil 4.58. 1700-1600 cm™' araligindaki spektral bantlar i¢in, Cu iyonlarmin yoklugunda
ve/veya varliginda yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev

] 015103 411001 F: 1 DO SRR SPPR 98

Sekil 4.59. 1600-1400 cm™' araligindaki spektral bantlar i¢in, Cu iyonlarmin yoklugunda
ve/veya varliginda yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev

SPEKETUMIATT. ...ttt ettt e ettt e e bt e s b e ebeesnbeebeessbeenseesnsaens 99

Sekil 4.60. 1250-1200 cm ™' araligindaki spektral bantlar i¢in, Cu iyonlarmin yoklugunda
ve/veya varliginda yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tlirev

SPEKETUMIATT. ...ttt ettt et e et e et e e b e esbeessbeenbeessaeenseenens 101

Sekil 4.61. 1100-1000 cm™' araligindaki spektral bantlar icin, Cu iyonlarmin yoklugunda
ve/veya varliginda yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev

01510 41001 1 DRSSPSR 102

Sekil 4.62. Yabani tip E. coli W3110, ompA mutant susu ve bu mutantin komplement

hiicrelerinin Ni metali varliginda biiylime grafii.........ccccoeveeeiieniieiiiniieiienieeieecie e 104

Sekil 4.63. Yabani tip E. coli W3110, porin mutant suslarin ve bu mutantlarin komplement

hiicrelerinin Ni metali varliginda petride yasam deneyi ..........ccocceeevieeniiiiiieniieeieenieeieee 104

Sekil 4.64. Nikel stresine maruz kalan ve kalmayan (kontrol) yabani tip E. coli W3110

hiicrelerinde porin genlerinin SENtEZ SEVIYEST ..uuveeerureerrureeeriieeriieeeiireeeiieeesireesreeesseeesseeennnes 105

Sekil 4.65. Ni iyonlar1 varlifinda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompA geninin

transkripsiyonel SENteZ SEVIYEIETI. .. ..cccueiruiiiiuiiiiiiiieiie ettt 106

Sekil 4.66. Ni iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompC geninin

transkripsiyonel SENLEZ SEVIVEIETI.....ccvcuiiiriiieiiiieeiiie ettt ettt e e s 107

Sekil 4.67. Ni iyonlar1 varlifinda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompF geninin

transkripsiyonel SENteZ SEVIYEIETT. .....cocueeruiiriiiiiiiiiieiieeeeec et 108

Sekil 4.68. Ni iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompG geninin

transkripSiyonel SENLEZ SEVIVEIETI. . .ccivuiiiriiieiiiiieiiie ettt ettt eetreesaee e s eeeaaee s 109

Sekil 4.69. Ni iyonlar1 varli§inda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompT geninin

transkripsiyonel SENteZ SEVIYEIETT. .....cocueeiuiiriiiiiiiiieiiceiteee et 110

Sekil 4.70. Ni iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda lamB geninin

transkripsiyonel SENLEZ SEVIVEIETI. . .ccviuiiiriiiieeiieeiiie ettt ettt e s e saeeeeaaee s 111

XVi



Sekil 4.71. Ni iyonlan varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda phoE geninin

transkripsiyonel SENtEZ SEVIYEIRTI. .. ..ceiruuiiiriitiiieeiiie ettt ettt e e 112

Sekil 4.72. 3100-2800 cm ! araligindaki spektral bantlar igin, Ni iyonlarinin varliginda yabani

tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari. ...................... 113

Sekil 4.73. 1800-1700 cm ™! araligindaki spektral bantlar igin, Ni iyonlarinin varliginda yabani

tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlart. ...................... 113

Sekil 4.74. 1700-1600 cm ™! araligindaki spektral bantlar igin, Ni iyonlarinin varliginda yabani

tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari. ...................... 114

Sekil 4.75. 1600-1400 cm ™! araligindaki spektral bantlar igin, Ni iyonlarinin varliginda yabani

tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlart. ...................... 115

Sekil 4.76. 1250-1200 cm ! araligindaki spektral bantlar igin, Ni iyonlarinin varliginda yabani

tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari. ...................... 116

Sekil 4.77. 1100-1000 cm ™! araligindaki spektral bantlar igin, Ni iyonlarinin varliginda yabani

tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlart. ...................... 116

Sekil 4.78. Yabani tip E. coli W3110, ompA, ompC, ompF ve lamB mutant suslarin ve bu

mutantlarin komplement hiicrelerinin Zn metali varliginda bilylime grafigi.........cccccecueneeee. 118

Sekil 4.79. Yabani tip E. coli W3110, porin mutant suslarin ve bu mutantlarin komplement

hiicrelerinin Zn metali varliginda petride yasam deneyi.......cccceeevvieniiieeniiieeniiieenieeereeeeees 118

Sekil 4.81. Zn iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompA geninin

transkripsiyonel SENteZ SEVIYEIOTI. .. ..cocueiruiiiiiiiiiiiiieiie et e 120

Sekil 4.82. Zn iyonlar varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompC geninin

transkripSiyonel SENLEZ SEVIVEIETI.....ccvcuiiiriiiiiiiieeeiie ettt ettt e et sbee e s 121

Sekil 4.83. Zn iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompF geninin

transkripsiyonel SENtEZ SEVIYEIETI. ... .eeivuuiiiriiiiiiieiiiee ettt ettt 122

Sekil 4.84. Zn iyonlar varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompG geninin

transkripSiyonel SENLEZ SEVIVEIETI.....ccvvuiiiriiiieiiieeiiie ettt et e e re e s e s e e saaee s 123

Sekil 4.85. Zn iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompT geninin

transkripsiyonel SENteZ SEVIYEIOTI......cccueeiiiiiiiiiiieiieiie ettt 124

Sekil 4.86. Zn iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda lamB geninin

transkripsiyonel SENtEZ SEVIVEIETI.....ccviuiiiriiiiiiiiieiiie ettt ettt e e e saee e s eeenaee s 125



Sekil 4.87. Zn iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda phoE geninin

transkripsiyonel SENtEZ SEVIYEIRTT......uiiruuiiiriiiiiiieeiiie ettt ettt e e e e 126

Sekil 4.88. 3100-2800 cm ™! araligindaki spektral bantlar icin, Zn iyonlarinmn varhginda yabani

tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari. ...................... 127

Sekil 4.89. 1800-1700 cm ' araligindaki spektral bantlar igin, Zn iyonlarmin varliginda yabani
g y

tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlart. ...................... 128

Sekil 4.90. 1700-1600 cm ! araligindaki spektral bantlar igin, Zn iyonlarinin varliginda yabani

tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari. ...................... 128

Sekil 4.91. 1600-1400 cm ! araligindaki spektral bantlar i¢in, Zn iyonlarmin varliginda yabani

tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlart. ...................... 129

Sekil 4.92. 1250-1200 cm ! araligindaki spektral bantlar i¢in, Zn iyonlarmin varliginda yabani

tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari. ...................... 130

Sekil 4.93. 1100-1000 cm ! araligindaki spektral bantlar igin, Zn iyonlarinin varliginda yabani
VA g y

tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlart. ..................... 130

Sekil 4.94. Kadmiyum (Cd) stresine karsi1 Yabani tip E. coli W3110’da porin genlerinin

diizenlenmesinde rol oynayan proteinlerin tahmini sentez mekanizmasi ...........ccccceeeeennennee. 137

Sekil 4.95. Kobalt (Co) stresine karst Yabani tip E. coli W3110’da porin genlerinin

diizenlenmesinde rol oynayan proteinlerin tahmini sentez mekanizmasi ..........c.c.cceecveeenneee. 140

Sekil 4.96. Bakir (Cu) stresine karsi Yabani tip E. coli W3110’da porin genlerinin

diizenlenmesinde rol oynayan proteinlerin tahmini sentez mekanizmasi ...........ccccceeeeeneenee. 145

Sekil 4.97. Nikel (Ni) stresine karsi Yabani tip E. coli W3110’da porin genlerinin

diizenlenmesinde rol oynayan proteinlerin tahmini sentez mekanizmasi ..........c.c.cccecueeenneee. 147

Sekil 4.98. Cinko (Zn) stresine karst Yabani tip E. coli W3110°da porin genlerinin

diizenlenmesinde rol oynayan proteinlerin tahmini sentez mekanizmasi ...........ccccceeveeneeeee. 150

Xviii



%

°C
ATR FT-IR
ATPaz
cDNA
CpxRA
CusSR
DEPC’li dH20
dH20
dk

sn
DNA
RNA
mRNA
E. coli
EDTA
EtBr

F

R
LIC-F
LIC-R

ATR FT-IR

spektroskopisi
IPTG

Km

SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI
: Yiizde

: Santigrat derece

: Fourier Dontistimii Kizil6tesi Spektroskopisi
: Adenozin trifosfataz

: Komplementer deoksiriboz niikleik asit

: Dietil pirokarbonat ile islenmis
: Distile su

: Dakika

: Saniye

: Deoksiribo niikleik asit

: Ribo ntikleik asit

: Mesajci riboniikleik asit

: Escherichia coli

: Etilen diamin tetra asetik asit

: Etidyum bromiir

: Tleri primer

: Gerl primerleri

: Plazmite spesifik ligasyon ileri primerleri

: Plazmite spesifik ligasyon geri primerleri

Zayiflatilmig  toplam yansima -Fourier

: izopropil B-D-1-tiyogalaktopironasid

: Kanamisin

: CpxA ve CpxR’den olusan iki bilesenli diizenleyici

: CpxA ve CpxR’den olusan iki bilesenli diizenleyici

doniisiimli

kizil6tesi

Xix



Cm

L. monocytogenes
LB

LPS

Mg

MgClz

mM

mL

mg

ng

pL
Mol
NaCl
OD
IM
OM
OMP
OmpA
OmpC
OmpF
OmpG
OmpR

OmpT

: Kloramfenikol

: Listeria monocytogenes

: Luria Bertani

: Lipopolisakkaritler

: Magnezyum

: Magnezyum klortir

: Molar

: Milimolar

: Litre

: Mililitre

: Gram

: Miligram

: Mikrogram

: Mikrolitre

: Molekiiler agirlik birimi

: Sodyum kloriir

: Optik dansite

: Ic membran (inner membrane)
: D1s zar (outer membrane)
: D1g zar (outer membrane) proteinleri
: D1 membran proteini A

: D1 membran proteini C

: D1s membran proteini F

: D1s membran proteini G

: D1s membran proteini R

: D1s membran proteini T

XX



OmpX
LamB

PhoE

P. aeruginosa
pH

PZR
qRT-PZR
RNase

rpm

Taq Polimeraz
TBE

TE

TRIS
Tris-HCI

UidA

: D1s membran proteini X

: Maltoporin

: D1s zar fosfoporin

: Pseudomonas aeruginosa

: Potansiyel hidrojen iyonu

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
: Riboniikleaz

: Dakikadaki devir sayis1

: Thermus aquaticus’dan elde edilen polimeraz enzimi
: Tris-borik asit-EDTA

: Tris-EDTA

: Tris (hidroksimetil) aminometan

: Tris hidroklorik asit

: Beta-glukuronidaz

XX1



1. GIRIS

Diinyada endiistrinin ilerlemesi ile birlikte ortaya ¢ikan atik agir metaller, ciddi bir
cevre kirliligine neden olmaktadir. Topraklarda biriken bakir, kadmiyum, kursun, ¢inko,
nikel, civa ve krom gibi agir metaller mikroorganizma, bitki, hayvan ve insan yasami icin
toksik konsantrasyonlarda olabilir. Ortamda bulunan asir1 agir metaller, hiicrelerdeki
proteinlerin ve metabolik siireclerin engellenmesinin de baglica sebeplerinden biridir. Ancak
bazi bakteriler, atitk maddelerin i¢indeki metilen klorit ve kiikiirt gibi toksik maddelerle
beslenir. Bilim insanlari, bu tiir bakterileri kullanarak ortamdaki toksik maddeleri
uzaklagtirma islemi olan biyoremidasyonu iki sekilde uygularlar. Bunlardan ilki; atiklarin
dokiildiigii bolgeye besin aktarimi yapilarak, topragin bakteri kompozisyonuna gore,
halihazirda toprakta bulunan bakteriler etkin duruma gegirilir ya da ikinci olarak, topraga yeni
bakteriler aktarilarak, zararli atiklar zararsiz yan {irlinlere doniistiiriiliir. Daha sonra toprakta
etkin durumdaki bakteriler ya oliirler ya da sayilar1 normal popiilasyon diizeyine gelir.

Boylece ekolojik dengede korunmaktadir.

Bakterilerin dogada en sik karsilastigi stres faktorlerinden birisi metal stresi
oldugundan, metallere kars1 diren¢ mekanizmalar1 6nem arz etmektedir. Farkli metallere karsi
birgok korunma mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bu mekanizmalarin temelinde ya metalin
hiicre i¢ine aliminin engellenmesi ya hiicre disina atilmasinin arttirilmasi ya da cesitli yollarla
detoksifiye edilmesinin saglanmasidir. Bakteriler bu yollardan bazilarmi kullanarak farkli
metallere kars1 direng gelistirmektedirler. Bu direnci gelistirmede E. coli’de dis membranda
bulunan kanal proteinlerinin bir rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle de ¢alismada,
E. coli’nin dig membran kanal proteinlerinden OmpA, OmpC, OmpF, OmpG, OmpT, LamB,
ve PhoE porin proteinlerinin kobalt, bakir, ¢inko, kadmiyum ve nikel metallerine karsi
rollerinin olup olmadigi belirlenecektir. Metallere karsi rolii oldugu belirlenen porin
proteinlerinin sentezinde metallerle direkt iligkili kontrol mekanizmalarinin nasil rol oynadigi

arastirilacaktir.



2. LITERATUR OZETi
2.1. Bakterilerde Hiicre Zarfi

Tiim hiicreler, metabolik ve makromolekiiler biyosentetik siireclerin dis ortamlardan
ayirilmasini saglayan membranlar ile ¢evrilidir. Biyolojik membranlar, bilesimleri ve yapilari
bakimindan 6nemli 6l¢lide farklilik gosterseler de enerji {liretimi, biyosentetik reaksiyonlar,
sinyalizasyon, besin alimi ve aktif tasima gibi ¢esitli islevlerin yerine getirilmesinden

sorumludurlar.

Bakteriler hayatta kalabilmek i¢in kendilerini koruyan, gelismis ve karmasik bir hiicre
zarf yapisina sahiptir. Bakteri hiicre membrani, koruyucu o&zelliginin yani sira disaridan
igeriye besinlerin ve igeriden disariya atik iirlinlerin segici gegisine izin veren ¢ok katmali bir
yapidir. Hiicre zarfinin yapisal bilesimine bagli olarak, bakteriler, Gram negatif ve Gram
pozitif olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Gram-negatif bakteriler, kendisi lipopolisakkarit
iceren bir dig zar ile gevrelenmis ince bir peptidoglikan hiicre duvari ile ¢evrilidir. Gram-
pozitif bakterilerin dis zar1 yoktur, ancak Gram-negatiflere gore daha kalin peptidoglikan
katman ile ¢evrilidirler (Galdiero vd., 2012a). Gram negatif bakterilerin, antibiyotikler, agir
metaller gibi toksik kimyasallarin penetrasyonunu engelleyen ek bir bariyer olan dis membran
bulundurmasi, Gram pozitif bakterilere gore, bu kimyasallara karsi toleransinin daha fazla

olmasinda 6nem arz etmektedir (O’Shea & Moser, 2008).

Gram negatif bakterilerde hiicre zarfi, dis zar (OM), periplazmik bosluk (PG) ve
sitoplazmik membran (IM) olmak iizere ii¢ béliime ayrilir (Silhavy vd., 2010). IM,
fosfolipidler ve proteinlerden olusan ¢ift katmanli lipit tabakasidir. Bakteriler arasinda
degismekle birlikte, E. coli'de fosfolipid igeriginin biiylik cogunlugu fosfatidiletanolamin
(%75), fosfatidilgliserol (%15) ve kardiyolipin (%5)’ den olusmaktadir (Kanemasa, 1968;
Yamagami vd., 1970). IM proteinleri, integral proteinler, periferal proteinler ve lipoproteinler
olmak iizere ii¢ tipte olur. Bircok IM proteini kii¢iik molekiillerin taginmasinin yaninda
oksidatif fosforilasyon, lipid biyosentezi ve sensOr proteini gibi cesitli biyokimyasal

siireclerde de gorev alir (Tokuda & Matsuyama, 2004).

Sitoplazmik membran ile dis zar tabakasi arasinda periplazmik bosluk (PG)
bulunmaktadir (Silhavy vd., 2006). PG, hiicre hacminin yaklasik %10' unu olusturan bir
boliimdiir, peptidoglikan tabakasi ve ¢oziiniir proteinler burada yer almaktadir (Mas vd.,
2019). Periplazma, disiilfiir baglarinin olusumunu katalize eden enzimleri igermesinden

dolay1 oksitleyici bir ortamdir (Nakamoto & Bardwell, 2004). Periplazmik proteinler, kiigiik



molekiillerin taginmasinda veya polimerlerin bilesiklere pargalanmasinda gorev alir. Hiicrenin
hayatta kalmasi i¢in 6nemli olan bircok molekiiler olay da periplazmada meydana gelir. Stres
durumunda hiicre zarfini1 olusturan ve koruyan protein katlama ve tasima faktorleri de burada
bulunur (Duguay ve Silhavy, 2004; Mogensen ve Otzen, 2005). Ayrica, ¢ogu iki bilesenli
sistemin sensOr proteinlerinin reseptdr bolgeleri periplazmada bulunur (Hoch, 2000).
Periplazmada gergeklesen tim bu olaylar, ATP'den yoksun oldugu i¢in enerji olmadan
gerceklesir. Periplazmada yer alan peptidoglikan tabakasi, hiicre sekline katkida bulunan ve
hiicrelerin az yogun ortamda parcalanmasini Onleyen bir hiicre iskeleti gorevi goriir.
Peptidoglikan tabakas1 oligopeptidlerle ¢apraz baglanan glikan zincirlerinden olusur ve Lpp
(Braun'un lipoproteini) gibi peptidoglikan tabakasiyla iligkili proteinler de bu yapida yer alir
(Braun, 1975; Vollmer & Holtje, 2004).

Gram negatif bakterilerin karakteristik bir 6zelligi olan dis zar (OM), yapist ve
bilesimi agisindan benzersiz bir zardir. OM, yiizeysel olarak sitoplazmik zara benzeyen ve
proteinleri de icerisinde barindiran bir ¢ift lipid tabakasidir. Ancak, dis zar ile sitoplazmik
zarinin yapilari arasinda birgok farklilik bulunmaktadir. Sitoplazmik zar (IM), sitoplazma ve
periplazma ile dogrudan temas halindeyken, dis zar (OM) periplazmay1 dis ortamdan ayiran
ve dig cevre ile direkt iliskide olan zardir. OM, i¢ yiizeye bakan kismi1 fosfolipitlerden ve dis
ylizeye bakan kismi1 esas olarak lipopolisakarit (LPS) olmak iizere glikolipitlerden olusan cift
tabakali yapiya sahiptir. LPS, ¢ift degerli Mg?* ve Ca®* katyonlar1 ile gapraz bagl negatif
yiiklii fosfat ve karboksilat gruplarini igermesi ile kiiglik molekiillerin gecirgenligini fosfolipit
tabakasina kiyasla 10 ile 100 kat azaltmaktadir (Snyder ve Mclntosh, 2000). OM doymus yag
asitleri ve fosfatidil etanolamin acisindan zengin oldugundan, genel fosfolipit bilesimi
IM'ninkinden biraz farklidir (Kamio ve Nikaido, 1976; Smit vd., 1975). OM’nin yapist, lipid
A, kor polisakkarit ve O antijen zincirlerinden olugan LPS yapisinin 6zellikleri ile birlikte
¢ogu hidrofilik ve hidrofobik ozellikler tasiyan kimyasal maddelerin gecisi i¢in zorlu bir
bariyer olusturur (Ishinaga vd., 1979; Lugtenberg & Peters, 1976; White vd., 1972). Bu da

bakterilerin hayatta kalabilmesi i¢cin 6nemli bir 6zelliktir.

OM'de iki tip protein vardir. Bunlardan ilki OM’nin yaklasik %90' 11 olusturan
lipoproteinlerdir ve IM' nin dis yiizeyine baglanan lipoproteinler gibi dis zari alttaki
peptidoglikan tabakasina sabitlemekle goérevlidirler (Raetz ve Whitfield, 2002). Ikinci tip
protein olan integral dis zar proteinler (OMP’ler), integral IM proteinlerinden farklidir.
OMP'ler, a-sarmal transmembran alanlar1 yerine, birgogunun kanal olarak hizmet etmesine

izin veren fig1 benzeri anti paralel B-plakalarina sahiplerdir (Schulz, 2002). Membranlar



hidrofilik ¢oziinen maddeleri geciremedigi icin, OMP' lerin olusturdugu kanallar (porinler),

besinlerin alinmasi ve atik {iriinlerin atilmasi i¢in hayati 6neme sahiptir (Ruiz vd., 2008).

J Lipopolisakkarit

Dais zar

Periplazmik bosluk

Sitoplazmik membran
Sitoplazma -

Sekil 2.1. Gram negatif bakterilerin temsili bir hiicre zarf yapisi
Kaynak: (Galdiero vd., 2012)

2.2. Porinler

Di1s zar, biiylime ve hiicre fonksiyonu i¢in kiigiik molekiillerin pasif alimina aracilik
eden dis zar proteinlerini (OMP'ler) icerir (Nikaido, 2003; Pagés vd., 2008). Bu OM'nin
protein kiitlesinin yaklagik olarak %70' ini porinler olarak bilinen kanallar olusturur ve tipik
olarak hiicre bagma 10*-10° kopyaya kadar bulunur (Prajapati vd., 2021; Zeth & Thein, 2010).
Porinler, dis zardan hidrofilik molekiillerin pasif tasinmasini kolaylastiran su dolu kanallardir.
Bu proteinlerin esas olarak -tabakali yapilara (8 ila 26 iplikli) sahip oldugu ve besin alimi,
atiklarin disa atimi, yapisal biitiinliik, stres sartlarina kars1 korumada ve OM biyogenezi dahil
olmak iizere temel islevleri yerine getirdigi bilinmektedir (Osborn ve Wu, 1980; Pavlova vd.,

2016).
2.2.1.Porinlerin yapilan ve cesitleri

Bakteriyel porinler uzun yillardan beri ¢ok detayli olarak incelenmistir; ilk olarak
1990' da yiiksek ¢oziniirlikli X-1511 kullanilarak Rhodobacter capsulatus'un ana dis zar
proteininin yapisi yaymlanmigstir (Weiss vd., 1990). Bu porinin yapisi, 6zdes alt birimlerden
olusan homotrimerik yapidadir. Her alt birim, bir gézenek igeren 16 sarmall1 anti-paralel bir

B-tabakali yapidan olusur ve bu yapilar, hiicre dis1 tarafta bulunan sekiz ilmekten yalnizca
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birinin (uzun ilmek L3) hiicre icine katlanmasi ile birbirine baglanarak kanal yapisim
olusturur. Bu L3 ilmegi, kanalin yliksekliginin yarisinda bir daralma bdlgesi olusturur ve
onemli Olclide gozeneklerin gecirgenligine katkida bulunur. Sonradan gergeklestirilen
caligmalarda, kii¢iik varyasyonlar olmakla birlikte yliksek benzerlik gdsteren bircok porin

yapisi belirlendi (Cowan vd., 1992; Weiss & Schulz, 1992).

Simdiye kadar incelenen porinlerin ¢ogunlugu tipik olarak oval sekle sahiptir ve
monomerik yapilari, ortalama en 30-35A ve yiikseklik 50 A boyutlarindadir. Tiim bu
proteinler, zarlarda fazlaca bulunmalari, artan termal kararlilik ve diizenli beta-tabaka yap1
igerigi (%60 oraninda) ve ayrica diizlemsel membranlardaki spesifik gecirgenlik profilleri gibi
bir¢ok benzer 6zellikleri paylasirlar (Zeth vd., 2000). Yapilarinin genel 6zelligi, birinci ve son
B-tabakalar1 anti paralel bir sekilde eslestirilmesiyle kanalin olugsmasidir. Tiim B-tabakalari,
periplazmik boslukta 7 veya 8 kiiciik doniisle, hiicre dis1 tarafa bakan 8 veya 9 uzun ilmek
(Loop, L) ile baglanir. Tiim porinlerde, gozenek merkezindeki daralma, hiicre yiizeyine maruz
kalmayan ancak kanal kismina geri katlanarak yerlestirilmis uzun bir L3 ilmek tarafindan
olusturulur. Kanalin ana hatlarin1 olusturan rezidiilerin (aminoasitlerin) tiiri, gdzenegin
Ozgulliglini belirler. Tim porinler, OM'de homotrimerler olusturur; her alt birim bir kanal
tiretir ve bu nedenle ii¢ kanal (trimer) igerir. Cogu porin i¢in, L1, L2 ve L4 ilmekleri, porin
trimer i¢gindeki monomer-monomer etkilesimleri i¢in 6nemlidir. L3 ilmek i¢ kisimdadir, LS,
L6 ve L7 ilmekleri yiizeyseldir; ilmek L8, dis tarafta kanal agikliginin olusumuna katkida
bulunarak varilin i¢ kismina geri katlanir. Yiizeysel ilmeklere karsilik gelen peptit dizileri,
porinlerin biyolojik aktivitesinin ¢ogundan sorumludur. Diger bir oOzelligi ise, dis ve
sitoplazmik zar sinirlarinda yer alan tirozin ve fenilalanin rezidiilerine sahip aromatik
halkalarin varligidir. Tirozin rezidiileri dis bolgelerde daha sik bulunurken, fenilalanin
rezidiileri asimetrik zarin periplazmik tarafinda bulunur (Schulz, 1993). Bu aromatik halkalar
ayrica a-sarmal zar proteinlerinde de bulunur ve muhtemelen zarlarin kenarlarinda ikincil
yap1 elemanlarini ayarlanmasindan sorumludur (Elofsson & Von Heijne, 2007). Bu halkalar
arasinda yer alan ve lipid ortamina bakan rezidiiler (6rn. 16sin, valin ve izoldsin), ¢ogunlukla
yuksek hidrofobik degerlerine sahiptir. Genellikle yiiklii olan ilave halkalar, bakteri
porinlerinde bulunur ve lipid bas gruplari veya LPS molekiilleri ile daha siki bir etkilesim
kurarak etki edebilirler (Zeth vd., 2000). Hemen hemen tiim porinlerin C-ucunda, dis zarda
ice tasima ve katlanma icin gerekli olan bir fenilalanin rezidiisii bulunmaktadir (Schleiff &

Soll, 2005; Walther vd., 2009).



Gozenek cap1, genel porinler i¢in 15 A'ye kadar degisirken, yiiksek segicilikteki
porinler icin 6 A'ye kadar degismektedir. Biiyiik gozenekler, genellikle zit taraflarinda
bulunan yiiklii rezidiiler sayesinde, gozenek deliginde sinirli bir elektrik alani olusturur. Bu
alan, diisiik polariteli ¢dziinen maddeler icin bir voltaj bariyerinin olugsmasini saglar. Boylece
bakteri, sekerler gibi biiylik polar molekiilleri toplamak i¢in genis bir por sunarken,
antibiyotikler gibi istenmeyen polar olmayan molekiilleri disarida birakabilir. Gozenek
ozelliklerini nokta mutasyonlar1 ile degisti§ini gosteren bir c¢aligmada, L3 ilmegindeki

mutasyon sonucunda sukroz porininin maltoporine dogru degistigini gostermislerdir (Jeanteur

vd., 1994).

Sekil 2.2 E. coli’ de genel trimerik porinin hiicre dis1 ve yan goriiniimii

Kaynak: Protein Data Bank ID 2J1N. (Vergalli vd., 2020)

(Her bir porin monomerinin gozenekleri yildizlarla belirtilmistir. Porinler, dig zara gdmiilii halde olan pB-
tabakalarindan (gri renkli) olusur. Hiicre dis1 dongii L2 yesil renklidir ve gézenek daraltict dongii L3 mor

renklidir.)

Dis zarda belirli substratlara 6zgii gdzenekler de bulunmaktadir. Bu smifin en iyi
bilinen proteinleri, Salmonella typhimurium'da siikroza 0zgii ScrY ve E. coli'de
maltooligosakarite 6zgli maltoporin LamB’dir (Charbit, 2003; Forst vd., 1998). Her iki
protein de 18 B-tabakali antiparalel ipliklerden olusan monomerlerle homotrimerler olusturur.
L3 ilmegi, varil icinde geri katlanir ve hidrofilik ylizeye maruz kalan ilmekler olusturur.
Genel porinlerden farkli olarak, gozenekleri 18 (16 yerine) P-tabaka igerir ve bazi dig

ilmekler, alttaki gozenegi koruyan ve por girisini kisitlayan bir semsiye olusturmak iizere



birleserek onu maltodekstrinler sekline uyum saglayabilen uzun bir gézenek haline doniistiiriir

(Galdiero vd., 2012b).

Porin yapilar tipik olarak protein ailesinin tanimina bagh olarak 16 veya 18 B-plakali
tabaka yapilart icerir (Nikaido, 2003). ScrY veya LamB gibi sekere 6zel kanallar 18 -
tabakaliyken, Omp32, OprP ve PhoE gibi kiiciik ve cogunlukla inorganik molekiillerin
aliminda yer alan kanallar 16 B-tabakalidir (Korteland vd., 1982a; Moraes vd., 2007
Zachariae vd., 2006). Yeni arastirmalara gore, porinlerin 16'dan daha az sayida -tabakadan
(8, 12 ve 14) olustugu belirlenmis ve monomerik olmalarina ragmen, porin olarak
simiflandirilmigtir. Son zamanlarda OmpG'nin veya CymA'nin (14 [B-tabakali monomerik
proteinler) farkli sekilde katlanan bir yap1 gosterdigi ortaya koyulmustur (Pajatsch vd., 1999;
Yildiz vd., 2006a). Bu sayede, daha once spesifik olmayanlar olarak siniflandirilan bir dizi
porinin kiigiik, tipik olarak negatif yiiklii ligandlar1 (organik asitler veya fosfatlar) bagladig:
kanitlanmistir (Moraes vd., 2007; Zachariae vd., 2006).

_ C-terminal
N-terminal

Sekil 2.3. E. coli’ de genel monomerik porinin hiicre dis1 ve yan goriiniimii
Kaynak: (Yildiz vd., 2006).

2.2.2.Porinlerin gorevleri

Porinlerin fonksiyonel 6zellikleri 40 yili agkin bir siiredir arastirma konusu olmustur
(Nikaido, 2003). Yapilari, konumlar1 ve bakteri ylizeyindeki sayilarinin fazla olmasi onlara
birden fazla islev saglar (Achouak vd., 2001). Boylece porinler, bakteri hiicrelerinin hizl

adaptasyonuna ve hayatta kalmasina izin vererek ¢esitli biyolojik fonksiyonlar: etkileyebilir.



Dis zar (OM), Gram negatif bakterilerin ayirt edici 6zelligidir. Sitoplazmik zar1 ve
peptidoglikan tabakasini ¢evreler ve en onemli islevlerinden biri, i¢ ve dig ortam arasinda
gecirgenlik  bariyeri  olusturmasidir. OM, genellikle lipofilik molekiillerin  girigini
kisitlamaktadir. Belirli boyutlardaki kii¢iik hidrofilik molekiiller, goézenek olusturucu
proteinleri kullanarak bariyerden gegebilir (Henderson vd., 2016). Ote yandan, sitoplazmik
zar hidrofilik ¢oziinenlere bir engel olusturur, sadece 6zel tasiyicilarin varliginda gegisleri
kolaylastirabilir. Hiicre zarfi gecirgenliginin kritik 6nemine ragmen, hemen hemen tiim
molekiiller i¢in giris yolu sistematik olarak tanimlanmamustir (Prajapati vd., 2021b). Besinler
ve antimikrobiyaller, dis zardan lipid ¢ift tabakasi veya porinler olmak iizere iki farkli yolla
niifuz edebilmektedir. Hidrofobik molekiiller agirlikli olarak lipid yolunu kullanirken,
hidrofilik molekiiller porinleri tercih etmektedir (Dominguez-Medina vd., 2020; Im & Khalid,
2020).

2.2.2.1. Porinlerin secici gecirgenlikleri

Gram-negatif bakteri, OM'de spesifik olmayan alim kanallar1 (veya porinler) icerir ve
adindan da anlasilacag: gibi, niifuz eden ¢oziinenlere karsi baglanma afiniteleri yoktur veya
cok azdir (Kojima & Nikaido, 2013). Genel olarak, bu proteinler biiyiik ¢capli (<10 A) ici bos
bir gozenek olusturur ve 600 Da'dan kii¢lik hidrofilik ¢oziinenlerin konsantrasyon gradyani
boyunca pasif diflizyonuna izin verir (Acosta-Gutiérrez vd., 2018). Rhodobacter
capsulatus'tan OmpF porinin (1.8 A) ve E. coli'den OmpF ve PhoE porinlerinin (2.4 ve 3 A)
yiiksek ¢Oziiniirlikli atomik yapilarinin ortaya koyulmasindan bu yana, g¢esitli
mikroorganizmalardan bir¢ok spesifik olmayan kanal kristalize edilmistir (Weiss, M. S.;
Schulz, G. E 1992; Cowan vd.,1992). E. coli'deki OmpF, yapisal ve biyokimyasal olarak
kapsamli bir sekilde karakterize edilmistir. Yapisal olarak, OmpF kanali (ve diger genel
porinlerin ¢ogu), bagimsiz monomerlerin 16 sarmalli bir B-plaka olusturdugu ve hiicre dis1
tarafta bulunan sekiz ilmekten yalnizca birinin katlandig1 bir homotrimer olusturur (bkz. Sekil
4A). Gozenek boyutunu azaltmak i¢in kanala geri doner. Kanalin bu dar kismi genellikle
“kusgozii” veya “daralma” bolgesi olarak adlandirilir. Her bir OmpF monomeri, kanalin
merkezinde 6,57 A capinda bir bosluk olusturarak kanal ekseni boyunca kum saati seklinde
bir tlinel olusturur (Cowan vd., 1992). Enterobacteriaceae’deki porinler yillardir
arastirilmaktadir. Ornegin E. coli OmpF, yapisal ve biyokimyasal olarak kapsamli bir sekilde
karakterize edilmistir. Yapisal olarak, OmpF kanali (ve diger bir¢ok genel porin), gézenek
boyutunu azaltmak i¢in hiicre dis1 tarafta bulunan sekiz ilmegin yalnizca bir tanesi tabakaya

geri katlanmaktadir. Kanalin bu dar kismi1 genellikle "por" veya "daralma" bolgesi olarak



belirtilir. Her OmpF monomeri, kanalin merkezinde 6.5—7 A ¢apinda bir bosluk olusturarak
kanal ekseni boyunca kum saati seklinde bir tiinel olusturur (Cowan vd., 1992). Ayrica, yiklii
amino asitlerin delikli bolge i¢indeki asimetrik dagilimi, yani L3 halkas1 iizerindeki asidik
rezidiiler ve kanalin dis kismindaki bazik rezidiiler, katyonlar ve anyonlar i¢in farkl niifuz
etme yollarindan sorumlu enine bir elektrik alani olusturur (Dhakshnamoorthy vd., 2010). E.
coli'den 1iyi bilinen diger iki porin olan OmpC (ozmoporin) (Basl¢, vd., 2006) ve PhoE
(fosfoporin) (Cowan vd., 1992), cok benzer yapiya sahiptir. OmpC, zayif bir sekilde katyon
secicidir, OmpF'ye benzer, ancak kabaca 5,5-6 A'lik daha dar bir halka bdlgesi nedeniyle
daha fazla boyut kisitlayicidir. PhoE ise anyonlar1 tercih eder ve fosfat agligi kosullarinda
ifade edilmektedir. Bununla birlikte, OmpE35 ve OmpE36 (Enterobacter cloacae)
(Arunmanee vd., 2016; Acosta-Gutiérrez vd., 2018), Omp35 ve Omp36 (Klebsiella
aerogenes), OmpK35 ve OmpK36 (K. pneumoniae) (Acosta-Gutiérrez vd., 2018) ve OmpF
(S. typhi) (Balasubramaniam vd., 2012) dahil olmak {izere diger bakterilerden OmpF ve
OmpC'nin yapisal ortologlari, yapisal olarak ¢oziilmiis ve ayrica 16 sarmalli B-plaka
kivrimlarina ve benzer amino asit dagilimlarina sahip oldugu, bunun sonucunda tiimiinde
zayif bir katyon seciciligine neden oldugu bulunmustur. Birgok genel porin ile
karsilastirildiginda, Vibrio cholerae'den OmpU ve OmpT'nin yapilart yeni 6zellikler ortaya
¢ikardi. Porin OmpU'nun kanali, periplazmik taraftan baglayan genisletilmis bir N-terminali
tarafindan kapatilirken, OmpT durumunda daralma bdlgesi, biiyiik gecirgenlik bariyerleriyle

sonuclanan hiicre dis1 dongii L8 tarafindan olusturulur (Pathania vd., 2018).

Islevsel olarak, spesifik olmayan kanallar, birgok antibiyotik smifi i¢in birincil giris
yolunu olusturur. Bu nedenle, bu gdézeneklerde meydana gelen ve antibiyotik direncine yol
acan yapisal modifikasyonlar1 anlamak ¢ok dnemlidir (Prajapati vd., 2022). Simdiye kadar,
bir porinin antibiyotikli olarak sadece {i¢ kristal yapisi (ampisilin, karbenisilin ve ertapenem
ile OmpF) elde edilmistir (Ziervogel, vd., 2013). Kristal yapilarin az olmasinin nedeni,
kanallardan gecen ¢oziinen maddelere karsi zayif afiniteden kaynaklanmaktadir (Kojima ve
Nikaido, 2013). Housden vd. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, OmpF ve OmpC
kanallarinin, OmpF i¢indeki OBS1 alanin1 (2-26 rezidiileri) kristallestirerek, zayif bir
antimikrobiyal potansiyele sahip 83 kalinti uzunlugunda bir polipeptit olan bakteriyosin
kolikinin (ColE9) tasinmasi i¢in nasil kullamildigini gostermektedir (Housden vd. 2010).
Klintk veya klinik olmayan antibiyotige direngli bakterilerde porinlerin yapisal
modifikasyonlar1 gosterilmistir. Kolikine direngli E. coli susu durumunda, G119D mutasyonu

tarafindan L3 halkasinin omurga yapisindaki degisikliklerin gozenek ¢apini ve ardindan



kolikinin gecirgenlik oranii azalttigi bulundu. Kolikine N-direngli E. coli susunda, G119D
mutasyonu tarafindan L3 halkasinin omurga yapisindaki degisikliklerin gozenek ¢apini ve
ardindan kolikinin gecirgenlik oranini azalttifi bulundu (Jeanteur, vd., 1994). Bagka bir
calismada, porin OmpK36'nin L3 dongiisiine iki amino asit eklenmesinin gozenek ¢apini %26
azalttig1 ve K. pneumoniae'nin klinik izolati1 ST258'de karbapenem direncine neden oldugu
bulunmustur (Wong, vd. 2019). OmpC’ de, E. coli'nin klinik izolatlarindan belirlenen dort
mutant yapinin, gézenek capini degistirmeden goézenekteki enine elektrik alanini degistirerek
sefotaksim, imipenem ve gentamisin dahil olmak iizere antibiyotiklerin gecirgenligini azalttig
bulundu (Lou vd., 2011). Bu calismalardan, gozenek yapilarmi degistirmenin, ilgili
organizmalar icin antibakteriyel diren¢ kazanma ve hiicrenin canlilifi i¢in gozenek

islevselligini koruma arasinda bir uzlasma oldugu sonucuna varilabilir.

Diger islevsellikler agisindan, OmpF porininin, OM simetrisinin korunmasindaki rolii
ile ilgili arastirmalar yapilmistir. OmpF'nin, i¢ yaprak¢iga gomiili monomerik 20 A
kalinliginda halka bi¢imli bir protein olan MlaA proteini ile kararli bir kompleks olusturdugu
bulunmustur. MlaA'nin 6nce dis tarafta bulunan fosfolipitleri ¢ekerek, ardindan onlari
periplazmik bosluga tasiyarak hareket ettigi gosterilmistir. Boylece, bu fosfolipitler, OM'nin
asimetrisini korumak icin dig yaprakciktan ¢ikarilir. Ayni zamanda, OmpF'nin bu siirecte
dogrudan bir rolii olmadig1 gosterildi. (Abellon-Ruiz vd. 2017). MlaA'nin neden OmpF ile bir
kompleks olusturmasi gerektigi su anda belirsizligini koruyor (Prajapati vd., 2022).

Besin taginiminda spesifik olmayan kanallarin yapisal yonleri de incelenmistir.
Ornegin, ATP analogu AMP-PNP'in, siikrozun ve galaktozun tasinmasi ile PorB’nin kristal
yapilar1 ¢oziilmiistiir (Tanabe vd., 2010). Benzer sekilde, Sezyum-PorB, Ca2+-MOMP ve
K*/Rb*/Mg*OmpF gibi birka¢ farkli durumda porlarla iyon etkilesimleri arastirilmistir
(Dhakshnamoorthy vd., 2010; Yamashita vd., 2008). Ayrica, molekiiler diizeyde porinlerin
LPS molekiilleri ile etkilesimini anlamak igin bazi ¢alismalar da yapilmistir. Ornegin, LPS
molekiillerine sahip E. cloacae'de porin OmpE36'min X-1511 yapisi, L4 ve L5 halkalariin
yakininda iki baglanma bolgesi oldugunu ortaya ¢ikarmistir. OM'nin biitiinliigiinii korumadaki

onemli rolleriyle bilinen Ca*"iyonlar1 da burada bulunmaktadir (Arunmanee vd., 2016).

Diger bir OM difiizyon kanali, substrata 6zgii kanallardir. Bu kanallar yapilar1 geregi
mikromolar aralikta afiniteleri olan belirli substratlar i¢in gii¢lii baglanma (veya afinite)
bolgelerinin varliginda baglanabilir; bu da bu kanallar1 substrat konsantrasyonu diisiik
oldugunda bile ¢ok etkili olmasini saglar (Nikaido, 2003). Ayni1 zamanda, kanalin islevi, ilgili

substrat molekiillerinin taginmas: oldugundan, baglanma g¢ok gii¢lii olmamalidir. Spesifik
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olmayan gozeneklerden temel bir fark olarak, spesifik kanallar yiiksek substrat
konsantrasyonlarinda doygunluk gosterir. Baslangicta, belirli kanallarin 18 tabakali bir f-varil
mimarisine sahip olacagi diistiniilmiistlir, 6rnegin, E. coli LamB. Bununla birlikte, c¢esitli
bakterilerden c¢ok sayida spesifik kanal yapisinin belirlenmesi, B iplik¢iklerinin sayisi,
gbzenek caplari ve amino asit dagilimlar1 agisindan biiyiik bir g¢esitlilik ortaya ¢ikarmistir.
Genel porinlerden farkli olarak, ¢ogu spesifik kanalda, birden fazla hiicre dis1 ilmegin, yani
genellikle iki ile dorde kadar ice dogru katlandigi, gézenek ¢apini diislirdiigii ve boyut siirini

onemli olgiide azalttigi bulunmustur (Genellikle ~200 Da veya daha diisiik) (Eren vd., 2012).

Substrata 0zgili kanallarda, spesifik substratlara yonelik artan afinite, bazi kristal
yapilarin belirlenmesini saglamistir. Bu yapilar, ilgili tasima siireglerinin altinda yatan
molekiiler ozelliklerin karakterizasyonunun ortaya koyulmasma onemli oOl¢lide katkida
bulunmustur. Ornegin, Dutzler vd., (1996), farkli boyutlarda maltoz sekerleri ile 18 tabakali
homotrimerik LamB kanalinin (maltoporin) ilk kristal yapisini belirlemislerdir (Dutzler vd.,
1996) Bu yapilar, aromatik rezidiilerin, seker molekiillerinin hidrofobik c¢ekirdekleri ile
taginmasina yardimei oldugunu ortaya c¢ikardi. Benzer 6zelliklere sahip bir diger kanal ise S.
typhimurium'dan belirlenen siikroza 6zgli ScrY kanalidir (Forst vd., 1998). Benzer sekilde,
Vibrio harveyi'den yakin zamanda belirlenen kitooligosakkarit alim kanali VhChiP'de,
aromatik kalintilarin seker alimini yonettigi tekrar gdsterilmistir. Bu kanal kararli bir trimer
olusturur, ancak LamB ve ScrY kanallarindan farkli olarak her bir varil yalnizca 16 seritten
olusur. Yeni bir o6zellik olarak, yaklasik 20 rezidiiden olusan uzatilmis N-ucunun bitisik

monomerlerden birine katlandig1 bulundu (Aunkham vd., 2018).

P. aeruginosa’ daki hem monofosfata 6zgii OprP hem de polifosfata 6zgli OprO
kanallari, her bir monomerin 16 sarmall1 bir B-varilli trimerik diizenekler olusturur. Hiicre dis1
taraftan gozenegin merkezine giden ve yine merdiven benzeri bir yapi olusturan arginin
rezidiileri igerirler (Modi vd., 2015). Bu “arginin merdiveni"nin, fosfatlar1 diisiik
konsantrasyonlu bir ortamdan c¢ekmek i¢in gerekli olduguna inaniliyor (Moraesvd. 2007).
Buna karsilik, Pseudomonas putida'da olan sekere 6zgli OprB kanali da 16 sarmalli bir
varilden olusur ancak monomeriktir. Ek olarak, Enterobacteriaceae'da bulunan seker
kanallarina (LamB ve ScrY) kiyasla, OprB gozenegi boyunca aromatik rezidiilerinin
olmamasi, monosakkaritlerin polisakkaritlere gore daha ¢ok secici olmasint saglamistir (van

den Berg vd. 2012)

Bakteriyel porinler, hidrofilik besinlerin ve antibiyotiklerin dig zar boyunca niifuz

etmesine izin verir, ancak ayn1 zamanda periplazmik bosluktan proton sizintisina da katkida

11



bulunur, bu da aktivitelerinin dinamik olarak diizenlenebilecegini diisiindiiriir. Burada,
Escherichia coli'de porin gecirgenliginin periplazmik iyonlardaki degisiklikler tarafindan
kontrol edildigini, periplazmik asitlestirme tarafindan inhibe edildigini, bdylece elektron
tasima zinciri aktivitesi sirasinda proton kaybini sinirladigini ve aglik sirasinda arttirilarak
besin alimini tesvik ettigini gosteriyoruz. Glikozdaki biiylime, potasyum kanalini (Kch) aktive
ederek periplazmik potasyumu arttirir, gelismis porin gegirgenligini ve membran aksiyon
potansiyellerini tetikler. Porin gegirgenliginin bu metabolik kontrolii, lipit ortaminda
bakteriler biiyiidiiglinde antibiyotik duyarliligindaki bilinen azalmayr agiklamaktadir.
(Santiago vd., 2022)

2.2.2.2. Porinlerin diren¢ mekanizmalarindaki rolii

Bakterilerin antimikrobiyal molekiillere kars1 direngleri dogal olabildigi gibi sonradan
da kazanilabilmektedir (Ferndndez & Hancock, 2012a). Dogal direng, bakterilerin genetik
yapisindan kaynaklanmaktadir. Ornegin, baz1 molekiiller Gram-pozitif bakterileri etkilerken,
Gram negatif bakterilerde bulunan dig zar (OM) ile molekiillerin gegisini Onleyerek
hedeflerine ulagsmas1 engellenmis olur (Tsuchido & Takano, 1988). Gram negatif bakterilerde
OM'nin gegirgenligi degiskenlik gostermektedir. Ornegin, P. aeruginosa, A. baumannii,
Stenotrophomonas maltophilia ve Burkholderia cepacia bakterileri, E. coli'den 10 ila 100 kat
daha diisiik OM gecirgenligine sahiptir. Bu durum, daha genis OM kanallarinin olmamasina
baglanmaktadir (Breidenstein vd., 2011). Sonradan kazanilmis direncler ise, genellikle uygun
olmayan kosullarla, Ornegin antimikrobiyaller veya dezenfektanlarla karsilagiimasiyla
indiiklenir ve geri doniisii olmayan genetik degisikliklere neden olur, bu da dikey olarak
sonraki nesillere veya yatay olarak ayni nesille ve farkli bakterilere aktarilabilir (Darby vd.,
2022). Diren¢ elde etmenin bir yolu, antimikrobiyal molekiillerin hiicre i¢i birikimini
azaltmaktir. Bu, molekiiliin hiicre i¢ine alimini azaltarak, 6rnegin E. coli'lde OmpF kanalinin
asag1 regiilasyonu (Jaffe vd., 1982b) veya disariya atimin artirarak olabilecegi gibi, E. coli'de
AcrAB-TolC gibi ¢esitli akis pompalarinin yukar regiilasyonu ile de basarilabilmektedir (H.
Wang vd., 2001). Bakteriler ayrica molekiilleri modifiye eden enzimlerin ekspresyonu
(Schwocho vd., 1995); enzimlerin hidrolizi (Tzouvelekis vd., 2003), hedef protein
modifikasyonlart (Weigel vd., 2002) ve biyofilm olusumu (Shigeta vd., 1997) gibi

mekanizmalar sayesinde de direng kazanabilirler.

Bugiine kadar, Gram negatif bakterilerin klinik izolatlarinda porin bazli direng
mekanizmas1 tanimlanmistir. Tim bu caligmalarda, antibiyotik translokasyonunda ilgili

kanallarn rolii, minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) veya biiyiime deneyleri,
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elektrofizyoloji deneyleri, floresan deneyleri, jel elektroforezi ve genom analizi dahil olmak
tizere farkli tekniklerin bir kombinasyonu kullanilarak tanimlamalar yapilmistir. Literatiirde
yapilan bircok calisma, 6zellikle karbapenem simifi antibiyotiklerin ¢ogu bakteride porin
aracilt diren¢ mekanizmalarini tetikledigini ortaya koymaktadir. Bu durum bilesiklerin
molekiiler boyutlari, ilgili porin caplar ile iligkilidir (Reck vd., 2019; Ruggiu vd., 2019).
Ayrica, belirli antibiyotiklere karsi direngte siklikla birden fazla porinin rol oynadigi da
belirtilmelidir. Ayni zamanda, bu porlardan birinin bile kaybimin, ilgili antibiyotik
molekiiliiniin etkisizligi ile sonuglanabilecegi yaygin olarak goriilmektedir. Bakteriler,
Ozellikle antimikrobiyal molekiillerin alimini azaltmak igin ¢esitli direng mekanizmalar

gelistirmistir (David vd., 2019; Rocker vd., 2020; Vergalli vd., 2020b).

Antibiyotiklerin hiicreye girebilmesi icin, antimikrobiyal tiirline bagl olarak farkl
mekanizma yollar ile gerceklesebilen dis zar bariyerini agmasi gerekir (Hancock, 1987).
Hidrofilik antibiyotiklerin ana giris yolu, dis zar proteinlerinin olusturdugu su dolu
kanallardir. Bu nedenle, bir hiicrenin sahip oldugu porinlerin sayis1 ve tiirli, gecirgenligi ve
dolayistyla mikroorganizmanin antibiyotik duyarliligin1 veya direncini belirleyecektir.
Ornegin, antimikrobiyallere kars1 yiiksek direng seviyeleri ile bilinen P. aeruginosa ve A.
baumannii, birgok antibiyotige karsi genel direnclerinin temelini olusturan diisiik zar
gecirgenligine sahiptir. Bu nedenle, porinlerin ekspresyonunu ve/veya fonksiyonunu etkileyen
mutasyonlar, bakterilerin antimikrobiyallere duyarlili1 {izerinde dogrudan bir etkiye sahiptir.
Bu mutasyonlar, (en yaygin olarak) porin kaybi, porin kanalinin boyutunda veya
iletkenliginde bir degisiklik veya bir porinin daha diisiik bir ekspresyon seviyesi gibi farkl
etkilere sahip olabilir. Bununla birlikte, bu degisikliklerin tiimii, antimikrobiyalin hiicre i¢ine
sinirl, onemli Ol¢lide daha yavas diflizyonu ve sonug¢ olarak azalan bakteri Oliimii ile
sonuglanir. Ozellikle porinle iligkili mutasyonlar, p-laktamlara, florokinolonlara, tetrasikline

ve kloramfenikole kars1 direnci biiyiik dl¢iide etkileyebilir (Fernandez & Hancock, 2012b).

Porin kaybinin antibiyotik direnci tizerindeki etkisi onlarca yildir bilinmektedir. En
erken Orneklerden biri, 1981'de belirlenen E. coli'den OmpF porininin B-laktamlara direncte
yer almasidir (Harder vd., 1981). O zamandan beri, bircok bakteri tiirlinde antibiyotik
direncinde yer alan porinler tanimlanmistir. Baz1 durumlarda, antibiyotige direncli suslar, bir
veya daha fazla porinde tam bir kayip gosterir. Ornegin, P. aeruginosa karbapenem direncli
klinik izolatlarda dis zar porin OprD'nin eksikligi, translasyonun erken sonlanmasini saglayan
bir nokta mutasyondan veya diizenleyici mutasyonlardan (Ko hler vd., 1997a; Ochs,

McCusker, vd., 1999a), porin kodlayan gen icinde delesyon veya ekleme elemanlarinin
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varligindan (Sanbongi vd., 2009; Wolter, 2004) kaynakli olabilir. Daha diisiik bir
transkripsiyon seviyesi ile sonuclanan promotdr bolgedeki nokta mutasyonlari, porin kaybinin
baska bir nedenidir. Ornegin, SDS-PAGE analizine gére, OmpF'den yoksun oldugu goriilen
ve ertapeneme direncli Enterobacter cloacae izolatinda, promotdriinde ompF geninin
ekspresyonunun 20 kat azalmasina yol acan bir mutasyonun varligi tespit edildi (Doumith vd.,
2009). Ornegin, Enterobacter aerogenes'in OmpF/OmpC benzeri proteininin 3. dongiisiindeki
bir G'den D'ye mutasyonu, goézenegin iletkenlik kaybina ve sonug¢ olarak p-laktamlara
duyarliligin azalmasina yol acar (D¢ vd., 2001). Benzer sekilde, Neisseria gonorrhoeae'nin
porin PIB'sinin L3 dongiisiindeki mutasyonlar, bir mtrR mutasyonu nedeniyle bir akis
pompasint ayni anda asir1 eksprese eden suslarda penisilin ve tetrasikline direng saglar
(Olesky vd., 2002, 2006). Bununla birlikte, tiim direngli izolatlar, porinlerin ekspresyon
seviyesinde belirgin bir azalma gdstermez ve bu durumda direng, porinlerin islevini etkileyen
mutasyonlardan kaynaklanabilir. Ornegin, farkli porinlerin L3 ipliginde meydana gelen belirli
mutasyonlarin antibiyotiklere kars1 direncin artmasi ile sonuglandig1 bilinmektedir. Yukarida
bahsedildigi gibi, L3 daralma bolgesini olusturmak icin kanalin i¢ kismina katlanir ve bdylece
elektrostatik alana ve gdzenek liimeni igindeki kanalin en dar kismina katilir (Koebnik vd.,
2000b). Bunun, molekiillerin porin kanali boyunca taginmasi iizerinde dogrudan bir etkisi
vardir. Vibrio cholerae'de, antibiyotik baglama bdlgesi oldugu tahmin edilen OmpU'daki bir
D116A mutasyonu, sefalosporin grubu antibiyotiklerde direncin artmasina neden olur (Pagel
vd., 2007). Ote yandan, P. aeruginosa OprD'de imipenem baglanmasi L2 ve L3'{in varligim
zorunlu kilarken (Ochs vd., 2000), dis dongitiler L5, L7 ve L8, OprD kanal girisini daraltmaya
ve antibiyotiklerin spesifik olmayan gecisini 6nlemeye c¢alismaktadir (Huang vd., 1995).
Daralma bolgesindeki mutasyonlar, birka¢ direngli E. coli izolatinin OmpC kanalindan

sefotaksim ve diger B-laktamlarin gecisini azaltmistir (Lou vd., 2011).

Ugiincii tip bir mutasyon, porin genlerin ekspresyonunu kontrol eden diizenleyici
proteinleri etkileyenleri igerir. Ornegin, ompR ve envZ genlerini igeren ompB operonunun, E.
coli'de OmpC ve OmpF ekspresyonunu diizenledigi bilinmektedir (Pratt vd., 1996). Jaffe ve
ark. (1982), ompB'deki mutasyonlarla E. coli'nin spontan sefoksitine diren¢li mutantlarinin
tanimlanmasini saglamislardir (Jaffe vd., 1982a). OmpB lokusuna ek olarak, Rob, SoxS ve
MarA gibi diger birgok proteinin ve micF gibi kiigiik RNA'larin porin genlerinin
transkripsiyonunun diizenlenmesine katildigi bilinmektedir (De la Cruz & Calva, 2010).
Potansiyel olarak, bu lokuslarin herhangi birindeki ¢esitli mutasyonlar, porin ifadesinde ve

sonu¢ olarak antibiyotik direncinde degisikliklere yol acabilir. Diger bir 6rnek, belirli
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antimikrobiyal peptitlerin varliginda, P. aeruginosa'nin OprD porininin asagi regiilasyonunun
sebebi, bu porinin baskilanmasini saglayan ParRS iki bilesenli sistemi aktive eden
mutasyonlardan kaynaklandiginin bulunmasidir (Muller vd., 2011). OprD'yi asagi dogru
diizenlerken akis pompas1t MexEF-OprN'yi yukar1 dogru diizenleyen nfxC mutasyonlar1 dahil
olmak tiizere ¢esitli bagka diizenleyici mutantlar mevcuttur (Ko hler vd., 1997b; Ochs, Lu, vd.,

1999; Ochs, McCusker, vd., 1999b).

Baz1 g¢alismalar, antibiyotik tedavisi sirasinda porin kodlayan genlerde mutasyon
tastyan bakterilerin segilimini gdstermistir. Ornegin, ¢esitli antimikrobiyallerle tedavi goren
bir hastadan alinan E. coli izolatlari, OmpC proteininde, tiimii sefotaksime karsi artan direng
saglayan dort farkli varyantla sonuclanan degisiklikler gostermistir (Lou vd., 2011). Aym
sekilde, Oteo ve ark. (2008), ertapenem ile tedavi edilen bir hastadan ii¢ E. coli izolatinin geri
kazamldigmi bulmuslardir (Oteo vd., 2008). Ilk izolat karbapenemlere duyarl: iken, ikincisi
OmpF ve OmpC porinlerini kaybetmesi nedeniyle imipeneme direngli bulunmustur. Bununla
birlikte Ugiincii E. coli izolatinin ise duyarli fenotipi geri kazandigini gozlemislerdi.
Antibiyotiklere maruz kalmanin in vitro deneyleri de benzer sonuglar gostermistir. P.
aeruginosa suslariin laboratuvar kosullarinda meropeneme maruz kalmalar1 sonucunda porin
OprD'nin kaybi ile karbapenem direngli hiicrelerin se¢imi (Henrichfreise vd., 2007), bu oprD
mutant1 veya OprD'nin ekspresyonunu etkileyen diizenleyici mutant hiicrelerin P. aeruginosa
enfeksiyonlarinin yogun imipenem tedavisi sirasinda bulunmasini saglamistir (Fukuda vd.,

1995; Lynch vd., 1987).

Porin degisiklikleriyle ilgili mutasyon direnci, patojenlerin direncindeki adim adim
artisla iliskilendirilebilir (Fernandez vd., 2011). Bu nedenle, herhangi bir 6zel porinin kaybz,
mikroorganizmanin genel direnci lizerinde kiiciik ila orta dereceli bir etkiye sahiptir ve bu da
diisiik seviyeli dirence yol agar. Bununla birlikte, cesitli direng mekanizmalarin1 etkileyen bir
dizi bagimsiz mutasyon olayinin birikmesi, bakteriye yliksek diizeyde direng elde edene kadar
kademeli olarak artan diren¢ saglayabilir. Bu nedenle, porin kaybmin etkisinin ek
mekanizmalarla arttirildigi bakteri suslarmi gdzlemlemek olduk¢a yaygindir. Ornegin,
Serratia marcescens meropenem direncli suglar, AmpC [B-laktamazin1 asir1 {iretir ve porin
OmpF'den yoksundur (Suh vd., 2010). Benzer sekilde karbapenemazlar1 olan karbapenem
direngli Klebsiella pneumoniae ve E. coli suslar1 da bazi dis zar proteinlerinde eksiklik
gosterebilmektedir (Giilmez vd., 2008; Landman vd., 2009). K. pneumoniae'de
siprofloksasine direng, ¢ok adimli bir diren¢ kazanimi siireci gibi goriinen gyrA, parC ve

ompK35'teki mutasyonlarla iliskilendirilmistir (Chen vd., 2003). Diger bir agik 6rnek, B-
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laktamaz geni barindiran integron tastyan, iki akis pompasini asir1 eksprese eden ve OprD'den
yoksun olan P. aeruginosa karbapenem direngli izolattir (Maniati vd., 2007). Yakin zamanda
yapilan bir ¢alisma, sefpirome ve sefepime direngli, OmpC ve OmpF'den yoksun ve ayni
zamanda TEM-1 veya OXA-1 B-laktamaz iiretim diizeylerinin arttigin1 gosteren E. coli klinik

izolatlarin1 da tanimlamistir (Beceiro vd., 2011).

Bakteriler, bulunduklar1 ortamdaki degisikliklere yanit olarak transkriptomlarini ¢ok
hizli degistirebilir ve bdylece hayatta kalma sanslarini artirabilir. Bu modifikasyonlardan
bazilar1, bakteriye antimikrobiyal zorluga kars1 daha biiyiik bir dayanma yetenegi kazandirir.
Iyon konsantrasyonlari, sicaklik ve en énemlisi 6liimciil olmayan dozlarda antimikrobiyallere
maruz kalma dahil olmak {iizere belirli bir antibiyotige kars1 gecici olarak direng
kazanilmasia yol agabilir (Ferndndez vd., 2011). Porinler ifadesi, belirli sinyallere yanit
vermek i¢in ince bir sekilde diizenlenir ve boylece biiyiime kosullarina bagli olarak bir

bakterinin direncini degistirir.

Antibiyotiklere maruz kalmanin porinlerin ekspresyonunu ve sonu¢ olarak hiicre
zarfinm gegirgenligini diizenledigi birkag ornek vardir. Ornegin, E. coli hiicrelerinin
klortetrasiklin veya tetrasikline maruz kalmasi, ¢cok sayida porinin asagi regiilasyonuna yol
acar (Lin vd., 2010; D. Zhang vd., 2008). Benzer sekilde, benzodiazepin ilac1 diazepamin
inhibitér alt1 konsantrasyonlari, porin ekspresyonunu azaltarak ve akis sistemlerini
indiikleyerek E. coli ve K. pneumoniae'de adaptif ¢oklu direncin gelisimini saglar (Tavio vd.,
2004). Bu fenotip norfloksasin, kloramfenikol, tetrasiklin, nalidiksik asit ve B-laktamlara
duyarliligin azalmasimma yol ac¢mustir. Benzer sekilde Moraxella catarrhalis, amino
penisilinlere maruz kalmaya porin M35'in ekspresyon seviyesini azaltarak yanit verir ve
sonug olarak bu antibiyotiklere kars1 adaptif direng gelistirir (Jetter vd., 2010). M35 ayrica
37°C'deki biiylimeye kiyasla 26°C veya 42°C'deki biiylime sirasinda ve ayrica ozmotik stres
ve demir smirlamasi ile asag regiile edilen sicaklik tarafindan diizenlenir. E. coli'de biyosit
benzalkonyum kloriire adaptasyon, OmpA, OmpF ve OmpT gibi birkag OMP'nin varliginin
azalmasina neden oldu (Bore vd., 2007). Bu calismanin yazarlari, bunun yalnizca bu
kuaterner amonyum bilesigine degil, ayn1 zamanda kloramfenikol, siprofloksasin, nalidiksik
asit, ampisilin ve sefotaksim gibi antibiyotiklere kars1 artan tolerans sagladigini gozlemlediler.
Serratia marcescens'te iki ana porin olan OmpF ve OmpChnin varligi ozmotik strese,
sicakliga, pH'a ve eklenen salisilata gore degisir (Begic & Worobec, 2006). Salisilatin,
marRAB operonunun ekspresyonunu tesvik ederek E. coli'de coklu antibiyotik direnci

fenotipini indiikledigi bilinmektedir (Alekshun & Levy, 1999).
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Bir bakteri hiicresinin dig zarindaki porinlerin sayist ve tiirli, onun besin alimina izin
verme kabiliyetini ve ayrica toksik bilesiklere duyarliligini belirler. Porinleri kodlayan
genlerin ekspresyonunun, bazi durumlarda stres aglar ile koordine edilen diizenleyici yollar
tarafindan iyi1 bir sekilde diizenlenmektedir. Bunun iyi bir 6rnegi, E. coli'nin OmpC ve OmpF
porinlerinin diizenlenmesidir. OmpF, OmpC'den biraz daha biiylik bir gézenek boyutuna
sahiptir; bu nedenle, bu iki proteinin nispi oranlari, hiicreye girebilen ¢oziinenlerin tiirii ve
miktar1 lizerinde carpici bir etkiye sahiptir. Bu nedenle, bakteriyi ¢evreleyen ortam diisiik
ozmolariteye sahip oldugunda, dis zarda besin akisini kolaylastiran OmpF varliginda 6nemli
bir artis olur. Buna karsilik, ozmolaritenin yiiksek oldugu, 6rnegin in vivo, besin agisindan
zengin ortamlarda, toksik bilesiklerin hiicreye girmesine izin verecek sekilde yiiksek diizeyde
OmpF ifade etmek zararli olacaktir. Bu nedenle, yiiksek ozmolarite kosullar1 altinda, -
laktamlara kars1 direncin artmasina yol agan OmpF'de bir asag1 regiilasyon ve OmpC'de bir
yukari regiilasyon vardir. Bu cevaba iki bilesenli diizenleyici OmpR-EnvZ aracilik eder (Hall
& Silhavy, 1981). Yiiksek sicaklik, oksidatif stres veya salisilat gibi diger ¢evresel sinyaller,
OmpF translasyonunu azaltan antisens RNA micF'nin yukari regiilasyonu yoluyla porinlerin
ekspresyonunu modiile eder (Barbosa & Levy, 2000; Dupont vd., 2004). Asidik pH, OmpF

seviyelerini diistiriirken OmpC seviyelerini artiran baska bir durumdur.

Viveiros vd. (2007), E. coli'nin tetrasiklin maruziyetine verdigi tepkileri analiz etti
(Viveiros vd., 2007). Bu c¢alisma, hiicrelerin baglangicta OmpC ve OmpF ifadelerini
diizenleyen kiiresel diizenleyiciler MarA, SoxS ve Rob'un aracilik ettigi stres tepkilerine
maruz kaldigin1 gosterdi. Bununla birlikte, bu erken yaniti, OmpC ve OmpF ifadesini asag1
dogru diizenlemek i¢cin MarA'nin MicF ve OmpX ile birlikte ¢alistig1, ancak SoxS ve Rob ile
calismadig1 uzun vadeli bir uyarlama izler. OmpX, diger porinlerin ifadesine gore ters ifade
edilen bir dis zar proteinidir (Dupont vd., 2004). Bunun nedeni, OmpX {iretiminin porinlerin
katlanmas1 i¢in gerekli saperonlart doyurmasi ve diger katlanmamis porinlerin DegP
proteazlari tarafindan pargalanmasina neden olmasidir (Viveiros vd., 2007). OmpX'in ifadesi,
florokinolonlar ve novobiyosin, salisilat, yiiksek iyonik kuvvetli tampon ve selator dipiridil
gibi antibiyotikler dahil olmak iizere farkli ¢evresel streslere maruz kalindiginda artar (Dupont
vd., 2007). Ek arastirmalar, E. coli'de porin ekspresyonunu diizenleyen kaskadlarin, dahil olan
spesifik ¢evresel sinyale bagli olarak cok sayida diizenleyici protein ve sRNA'y1 igererek

bundan daha karmasik olabilecegini gostermistir (Castillo-Keller vd., 2006).
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2.2.3.  Porinlerin Calismasini1 Kontrol Eden Genler

Tiim canli organizmalar, gen ekspresyonunu yeniden sekillendirerek ¢evredeki zararli
kosullan algilamalarina ve bu kosullara tepki vermelerine izin veren bir sisteme sahiptir.
Bakteriler, olumsuz gevre kosullarina kars1 toleranslarinda biiyiik farkliliklar gdsterir. Ornegin
caligmalar gram negatif bakterilerin Gram pozitiflerden daha fazla tolerans gosterdigini
desteklemistir. Ciinkii Gram negatif bakterilerin bir 6zelligi, antibiyotikler, agir metaller gibi
toksik kimyasallarin penetrasyonunu engelleyen ek bir bariyer olan dis membram
bulundurmasidir. Membran permeabilitesinde rolii olan porin proteinleri, ortalarinda yer alan
porlar1 araciligryla 600 Da’ dan kiigiik hidrofilik bilesiklerin alinimini saglayan ve c¢aplar1 0,6-
2,3 nm arasinda degisen spesifik ya da spesifik olmayan gecirgenlik 6zelligi gosteren su dolu
kanallardir. Bu nedenle, besinler ve antibakteriyel maddeler dahil olmak iizere kiiciik
molekiillerin  hiicresel alimim1  kontrol eden porin proteinlerinin  ekspresyonunu

diizenlenmesinde gorev alan genleri belirlemek 6nemlidir.

Enterobacteriaceae'de porin gen ekspresyonunun diizenlenmesi olduk¢a karmagiktir.

Porin gen ekspresyonunun diizenlenmesi, ¢oklu diizenleyici proteinleri ve basamaklari igerir.

OmpR, bir i¢ membran sensorii histidin kinaz1 olan EnvZ'yi de igeren iki bilesenli bir
sistemin (TCS) sitoplazmik yanit diizenleyicisidir. OmpR, porin genlerinin ekspresyonunu ve
kemotaksis ve viriilans gibi hiicresel siirecleri kontrol eden pleiotropik bir regiilatordiir.
OmpR fosforilasyon durumu, porin gen diizenlemesi i¢in ¢ok 6nemlidir. OmpR-P, OmpR'nin
aktif formudur, ciinkii fosforilasyon, ompC ve ompF genlerinin promoter bdlgeleri igin
baglanma afinitesini arttirir. Ilging bir sekilde, aktivatdr roliine ek olarak, OmpR-P, belirli

genlerin bir baskilayicisidir.

Diisiik ozmolaritede E. coli K-12'de, OmpR-P konsantrasyonu diisiiktiir, ancak ompF
transkripsiyonunun etkinlestirilmesinden sorumlu ompF diizenleyici bolgedeki yiiksek afinite
bolgeleri (F1-F2-F3) ile etkilesime girmek i¢in yeterlidir. Yiiksek ozmolaritede, OmpR-P
konsantrasyonu ¢ok daha  biiyliktir ve OmpR-P, ompC transkripsiyonunun
etkinlestirilmesinden sorumlu ve ompF transkripsiyonunu baskilamaktan sorumlu ompF (F4)
bolgeleri ile etkilesir (Pratt vd., 1996). Bu nedenle, bu model, ompF ve ompCnin
diizenlenmesinin, hiicredeki OmpR-P seviyesinin dogrudan bir sonucu oldugunu ve OmpR-
P'nin ompF ve ompC diizenleyici bolgelerdeki alanlarla etkilesim sekline bagli oldugunu
gosterir. Bir ¢alismada, ompC ve ompF diizenleyici bolgelere yeni bir OmpR-P baglanma

modu agiklanmistir. Bu mekanizma, OmpR'nin sik1 bir hiyerarsik baglanmasini ifade eder,
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boylece ortam osmolaritesindeki degisiklikler iizerine ifadelerini en aza indiren ompF ve
ompC transkripsiyonunun farkli diizenlemesine izin verir. Ancak, bu karsilikli ifade modeli,
OmpC iiretiminin konstitiitif oldugu tiirler i¢in gecerli olmayip sadece EnvZ'nin varligina
baghdir. Enterobacter aerogenes'te, iki tahmini OmpR baglama kutusu tanimlanan ompX i¢in
yiiksek ozmolaritede sentezinin artis1 gézlenmistir. Ek olarak, Salmonella enterica’ da OmpR,
OmpS1 ve OmpS2 porinlerin iiretimini diizenler. E. coli'de ompSI ve ompS2 genlerinin
homologlari sirasiyla yedS ve ompN' dir. Ilging bir sekilde, OmpR, P1 promotériinii aktive
ederek ve P2 promotoriinii baskilayarak ompS1 promotor kullanimini farkl sekilde diizenler.
Ayrica, OmpR-P yoklugunda P2 aktif iken, OmpR fosforilasyonu, P1'i aktive eder ve P2'yi
baskilar.

Porin gen ekspresyonunun cesitli stres sartlar1 altinda diizenlenmesinde OmpR’nin
disinda farkli diizenleyicilerilerde yer almaktadir. Bunlar arasinda, CpxR (ekstrasitoplazmik
strese cevap verir) (Batchelor vd., 2005), PhoB (fosfat eksikligi), Lrp (aclik), Rob (katyonik
peptitler), MarA (zayif asitler), SoxS (redoks sistemi), CadC, CRP (katabolit baskilama), Fnr
(anaerobiyoz), ToxR (viriilans), HNS, StpA, IHF, HU (niikleoid proteinler) ve LeuO (siki

diizenleyici) gibi birkag¢ protein ailesi de yer almaktadir.

CpxA-CpxR, CpxA'nin transmembran sensor kinaz ve CpxR'nin cevap diizenleyici
oldugu bir iki bilesenli sistemi olusturur. CpxA, Sigma E aktivasyonu i¢in uyarici olan yanls
katlanmig OMP'lerin aksine, alkali pH ile yanlis katlanmis proteinler ve membran
bilesimindeki pili ve adhezinlerle ilgili olan degisiklikler gibi c¢esitli uyaranlarla
indiiklenebilir. Ek olarak, CpxR tarafindan aktive olan, CpxP, CpxA'y1 degrade eden ve bu
TCS'nin kontrolii i¢in gerekli olan periplazmik bir proteazdir. CpxA'nin aktivasyonu ile
olusan fosforilenmis CpxR (CpxR-P), OmpR-P i¢in olanlardan hem farkli hem de iist iiste
gelen alanlardaki promoter bolgelerine baglanarak ompC’yi pozitif, ompF'yi ise negatif olarak
diizenler. ilging bir sekilde, CpxR, OmpR'ye ek olarak ompSI(yedS)'in ekspresyonunu pozitif

bir sekilde diizenler.

PhoR-PhoB, cevresel fosfat konsantrasyonunu algilayan ve dolayisiyla fosfat agligina
cevap veren bir TCS'dir. PhoR sensor kinaz, diislik bir ¢evresel fosfat konsantrasyonu tespit
eder ve fosforilasyon (PhoB-P) ile cevap diizenleyici olan PhoB'yi etkinlestirir. Sentezinin
PhoB'den diizenlendigi bildirilen ilk proteinlerden biri, fosfat eksikliginde {iretilen PhoE
porinidir. PhoB-P, iki Pho kutusuna baglanarak phoE geninin transkripsiyonunu dogrudan
aktive eder. PhoE'ye ek olarak, PhoB, V. cholerae'daki OmpT, OmpU ve OmpA major

porinlerini negatif olarak diizenler.

19



Lrp, esas olarak amino asit metabolizmasiyla ilgili siirecleri diizenleyen global bir
diizenleyicidir. Hiicredeki fazlaligi, E. coli genlerinin %10'unun ekspresyonunu etkiler. Lrp
aktivitesi, aclik ve diisiik besin igeren minimal ortamda uyarilir ve zengin ortamda baskilanir.
Besin aclhiginda, Lrp ompC’ yi negatif ve ompF’ yi pozitif olarak diizenler. Lrp, promoter
bolgesiyle ortiisen ompC-micF intergenik bolgesine baglanarak ompC'yi transkripsiyonel
olarak baskilar ve kiiciik bir antisens RNA olan micF'yi de baskilayarak transkripsiyon sonrasi

seviyede ompF"' yi pozitif olarak diizenler.

MarA, SoxS ve Rob, transkripsiyonel diizenleyicilerden AraC/XylS ailesinin
tiyeleridir. Bu {i¢ protein, farkli cevresel uyaranlara yanit olarak micF transkripsiyonunu
aktive ederek ompF ekspresyonunu azaltir. SoxR, oksidatif stres ile aktive olan ve SoxS
regiilatoriinii transkripsiyonel olarak aktive eden bir sitoplazmik sensor proteinidir. MarA,
salisilik asit ve ariloksoalkanik asitler gibi zayif asitlere ve baz1 antibiyotiklere yanit verir; E.
aerogenes' te ompX'1 pozitif olarak diizenler. Rob, aktivitesi birkag¢ etken ile uyarilan genel bir
transkripsiyonel regiilatdr olabilir. Rob katyonik peptitler tarafindan da uyarilabilir. Ayrica,

SoxS, ompW porin genini, metil viologen varliginda pozitif olarak diizenler.

CadC, cadBA operonunun transkripsiyonunu aktive ederek diisiik pH ve lizin
seviyelerine yanit veren hem sinyal sensorii hem de transkripsiyonel regiilator olarak gorev
yapan bir i¢ membran transkripsiyon aktivatoriidiir. Bir proteomik yaklasim kullanilarak,
CadC'nin asit adaptasyonu sirasinda OmpC ve OmpF {iretimini pozitif olarak diizenledigi
belirlenmistir. Beklenenden farkli olarak, bir cadC mutantinda ompR' nin ekspresyonu artis
gostermis, bu da OmpC ve OmpF' nin CadC tarafindan kontroliinlin daha kapsamli

arastirilmasi gerektigini ortaya koymustur.

CRP, bakterilerdeki cesitli karbon metabolik genlerini kontrol eden ana kiiresel
diizenleyicidir. E. coli, CRP, diger herhangi bir diizenleyiciden daha fazla genin
transkripsiyonunu etkiler. CRP, dogrudan promoter bdlgesine baglanarak ompR-envZ
operonunun ekspresyonunu pozitif ve negatif olarak diizenler. E. coli ompA geninin
ekspresyonu, CRP tarafindan pozitif olarak diizenlenir, ancak ayrintili mekanizma
aydimlatilmamistir. Bir bagka ¢aligmada ise, CRP' nin yeni bir kiiciik RNA (sRNA) olan CyaR

aracilifiyla ompX ekspresyonunu negatif olarak diizenledigi bildirilmistir.

Fnr, oksijen konsantrasyonundaki degisiklikler1 algilayan ve farkli genlerin
ekspresyonunu tek basina veya ArcA gibi diger diizenleyicilerle is birligi i¢inde kontrol eden

DNA baglayici bir proteindir. Fnr, ompD'nin anaerobiyoz altinda ekspresyonunu, muhtemelen
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mRNA stabilitesi araciligryla hareket eden transkripsiyon sonrasi bir diizenleyici mekanizma

ile pozitif olarak diizenler.

OmpR'ye homolog olan bir transmembran DNA baglayic1 protein olan ToxR, V.
cholerae'da virlilans gen ekspresyonunun onemli bir diizenleyicisidir. Bagka bir zar proteini
olan ToxS ile birlikte ToxR, ToxR regulon adi verilen en az 17 genin ekspresyonunu kontrol
eder. ToxR, ompU porin geninin ekspresyonunu, dogrudan ompUnun diizenleyici bolgesine
baglanarak pozitif olarak diizenler. OmpU'ya ek olarak ToxR, ompT porin geninin
ekspresyonunu, promoter bolgesiyle drtiiserek negatif olarak diizenler. Ilging bir sekilde, artan
ozmolarite OmpT iretimini artirir ve OmpU iretimini azaltir. Bu karsilikli diizenleyici
mekanizma, ToxR'nin bir fosfoaseptor alani igermemesi disinda, E. coli'de ompC ve ompF
tizerindeki OmpR mekanizmasina benzerdir. ompW, V. cholerae'da yiiksek ozmolaritede asag1

regiile edilir, burada ToxR, glikoz varliginda ompW' yi negatif olarak diizenler.

Bakteriler, okaryotik histonlara islevsel benzerlige sahip proteinlere sahiptir. Bu
esdegerlik, amino asit dizisi iliskisine degil, DNA baglanma yetenegine, diisiik molekiiler
kiitlelerine, kopya sayisina ve elektrostatik yilike dayanmaktadir. Bu proteinlerden birkaci, gen
ekspresyonunu, rekombinasyon ve replikasyon gibi diger DNA bazli fonksiyonlar etkiler. Bu
gruba ait olan H-NS, StpA, IHF ve HU’da birka¢ porin geninin ekspresyonunu
etkilemektedir. H-NS, enterobakterilerde (%5-12) genomun Onemli bir kisminin
transkripsiyonunu baskilayan ana global regiilatordiir. H-NS, ana porinler olan OmpC'yi
baskilar ve MicF seviyesini diizenleyerek OmpF {iretimini azaltir. {lging bir sekilde, MicF'nin
stabilitesi StpA'ya baglidir. StpA, bir RNA saperonudur. Bununla birlikte, StpA'nin H-NS'nin
yoklugunda gorev alan yardimci bir molekiil oldugu tanimlanmistir. H-NS ve StpA, S.
enterica'daki ompS1 ekspresyonunu, dogrudan baglanarak baskilar. Benzer sekilde H-NS, E.
coli ve S. typhimurium'da ompS2 (ompN) ekspresyonunu negatif olarak diizenler. Ote yandan,
H-NS ve StpA, maltoz regiilon aktivatorii olan MalT'nin transkripsiyon sonrasi kontrolii

yoluyla dis membran maltoporin LamB'nin liretimini uyarir.

DNA baglayict proteinlerden biri olan IHF, ilk olarak bir konak¢i faktor olarak
tanimlanmistir. Ancak, IHF artik global bir diizenleyici olarak kabul edilmektedir. IHF
proteini, dogrudan diizenleyici bdlgeye baglanarak ompC ekspresyonunu negatif olarak
diizenler. IHF, OmpF'nin negatif osmoregiilasyonu i¢in gereklidir. ompC ve ompF'ye ek
olarak, IHF, ompR-envZ operonunu dogrudan ve negatif olarak diizenlemektedir. Bu nedenle

IHF, ompC ve ompF'yi hem dolayli hem de dogrudan etkilemektedir.
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HU, fonksiyon olarak Okaryotik HMG proteinlerine benzer olan bir niikleoid
proteinidir. HU proteini, birbiriyle yakindan iligkili hupB geni ve hupA geni tarafindan
kodlanan iki alt birimden olusur. Bir E. coli hupAB mutanti, micF ekspresyonunu azaltarak

OmpF porin seviyelerini artirir.

LeuO, strese bakteriyel yanitta, viriilansta ve biyofilm birikiminde rol oynayan birkag
genin ekspresyonunu kontrol eden LysR tipi bir regiilatordiir (Lawley vd., 2006; Moorthy ve
Watnick, 2005; Rodriguez- Morales vd., 2006; Tenor vd., 2004). Son zamanlarda, Salmonella
typhi'de birka¢ genin LeuO tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (Hernandez-Lucas vd.,
2008). LeuO, bir H-NS antagonisti olarak hareket eder, dolayisiyla ompSI ve ompS2
ekspresyonunu azaltir (De la Cruz vd., 2007; Fernandez-Mora vd., 2004). LeuO' nun etkisi
konsantrasyona bagli sekilde degisir. Diisiik seviyelerde LeuO, ompS1 i baskilarken ompS2’yi
ifadesini aktiflestirir. Yiiksek diizeyde LeuO ise, tam tersi seklinde hareket eder (De la Cruz
vd., 2007). ompSI ve ompS2' deki LeuO baglanma bolgeleri yukari kisimda bulunur ve bu
bolgeler birbiri ile gakismamaktadir. LeuO'nun baskilanmasi iizerine ompS1 ve ompS2, E. coli
ompC genine benzer sekilde yliksek ozmolaritede pozitif olarak diizenlenir (De la Cruz vd., ;
Fernandez-Mora vd., 2004). LeuO, gen aktivatorii roliine ek olarak, S. typhi'deki ompX porin
geninin, transkripsiyonu da baskilayabilir. (Herndndez-Lucas vd., 2008). Bdylece LeuO,

porinleri hem pozitif hem de negatif olarak diizenleyebilir.

Genellikle kodlamayan RNA'lar olarak adlandirilan kiigiik diizenleyici RNA'lar,
yasamin tiim formlarinda bulunur (Argaman vd., 2001). Ayrica, bu tiir 6zelliklerle tanimlanan
ilk RNA, porin regiilasyonunda yer alan MicF’dir (Andersen vd., 1987; Mizuno vd, 1984).
Genel olarak, dogrudan RNA-RNA etkilesimi ile transkriptlerin translasyonunu inhibe
ederler. sRNA'lar strese cevapta, metabolizmanin diizenlenmesinde, bakteriyel zarf
bilesiminin kontroliinde ve bakteriyel viriilansta ¢esitli fizyolojik roller oynarlar (Majdalani
vd., 2005; Romby vd., 2006; Storz vd., 2005; Vogel ve Papenfort, 2006). Yapilan
arastirmalar, enterobakterilerin, transkripsiyon sonrasi dig zar bilesiminin diizenlenmesinde

gorevli birgok sSRNA kullandigin1 gostermektedir (Vogel ve Papenfort, 2006).

E. coli MicF, karakterize edilen ilk sSRNA idi (Mizuno vd., 1984). micF geni, ¢oklu
kopyalarda bulundugunda OmpF {iretimini baskilamaktadir. 93-nt (niikleotid) MicF, ompF
mRNA"n (Schmidt ve digerleri, 1995) translasyon-baslama bolgesi ile bir RNA c¢ift ipligi
olusturarak iiretimini baskilar. Oksidatif bilesikler, toksik bilesikler ve besinler gibi ¢evresel
faktorler, micF ifadesini aktive ederek ompF seviyelerini disiiriir (Delihas ve Forst, 2001).

MicF seviyeleri, biliylime ortamindaki besinlerin konsantrasyonuna gore ters olarak degisir,
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yani MicF, minimal ortamda diisiik ancak zengin ortamda ytiksektir (Coyer vd., 1990). micF
transkripsiyonunun aktivasyonu, bir sicaklik veya ozmolarite artis1 {izerine veya katyonik
peptitlere maruz kalma iizerine gergeklesir. (Oh ve digerleri, 2000). micF ekspresyonu,
OmpR, Lrp, SoxS, Rob, MarA ve H-NS dahil olmak iizere, transkripsiyonel regiilatorler icin
baglanma bolgeleri agisindan zengin olan karmasik bir promoter bdolgesi araciligryla

diizenlenir (Delihas ve Forst, 2001).

MicC, ompN (ompS2)- ydbK intergenik bolgesinde kodlanmis 109 nt'lik bir sSRNA'dir.
(Chen vd., 2002). MicC, ompC mRNA ile baz eslestirmesi yaparak ompC ekspresyonunu
negatif olarak diizenler. MicC, OmpC seviyelerinin MicC diizenlemesi i¢in gerekli olan Hfq
RNA saperonu ile de baglanir. (Chen vd., 2004). Bu nedenle Hfq, bir¢ok strese yanit olarak
sRNA'lar1 tarafindan transkripsiyon sonrasi diizenlemede yer alan, yiiksek diizeyde korunmus,
pleiotropik olarak etkili bir RNA baglayici proteindir. Dolayisiyla, MicC {iretimindeki bir
artts, MicF iiretimindeki bir diisiisle iliskilidir. Ornegin, diisiik sicaklikta ve besin
kisitlanmasinda MicC seviyeleri yiikselir. OmpR, micC'yi dogrudan veya dolayli olarak
baskilayici gibi goriinmektedir. (Chen vd., 2004).

MicA, besince zengin ortamda duragan fazda bol miktarda bulunur. MicA'nin ompA
ekspresyonunu diizenledigi, MicA ve ompA mRNA'nin 5° sekansi arasindaki tamamlayici
olmasinin ve ayrica MicA'nin asir1 tiretiminin OmpA protein seviyelerinin azalmasina neden
olmasi sonucunda onerilmistir (Rasmussen vd., 2005; Udekwu vd., 2005). Bu kontrol, Hfq
gerektirir. Ayrica, MicA, in vivo duragan fazda ompA transkriptinin dengesizlesmesinden
sorumludur; bu kosullar altinda, OmpA seviyeleri, MicA igermeyen bir susta onemli dlgiide
yukselir. Ayrica MicA, S. typhimurium'daki LamB maltodekstrin porin genini asag dogru
diizenler. SigmaE'yi asir1 ifade eden suslarda, MicA birikimi, lamB mRNA seviyelerinde
onemli bir diislise yol acar. Bu durum OmpA’da oldugu gibi, fonksiyonel bir Hfq proteini
gerektirir. (Bossi ve Figueroa-Bossi, 2007).

RybB, sigmaE tarafindan diizenlenen 80 nt'lik bir sRNA'dir. (Vogel vd., 2003;
Wassarman vd., 2001). rybB, ompA, ompC, ompD, ompF, ompN (ompS2), ompS1, ompW ve
ompX dahil olmak iizere genis bir porin mRNA setini hedefler. RybB, zarf stresi yanitinin bir
parcas1 olarak Hfg'ye bagl bir sekilde omp mRNA'larin bozulmasini kolaylastirir (Papenfort
vd., 2006).

CyaR, ompX mRNA'nin Shine-Dalgarno sekansin1 ayirarak ve translasyoneli inhibe

ederek bir ompX baskilayict gorevi goren yeni bir Hfq bagimli sRNA'dir. CyaR'nin
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ekspresyonu, siklik AMP reseptor proteini CRP tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir. Bu,
porin geni baskilanmasi ile enterobakteriler arasinda biiyiik 6l¢iide korunmasi muhtemel olan

besin varlig1 arasinda yeni bir baglantiy1 temsil eder (Papenfort vd., 2008).
2.3. Metal Stresi

Metaller, birer iz element olarak biyokimyasal reaksiyonlarda 6nemli rol oynarlar.
Ca(Il), Co(Il), Mg(Il), Mn(II), Na(I), Ni(Il) ve Zn(I) gibi metaller organizmalar i¢in
esansiyeldir ve bu nedenle besiyerlerine eklenmeleri gerekmektedir. Bu esansiyel metaller,
redoks tepkimelerinde mikro besin maddeleri olarak, ozmotik basinci kontrol etmek i¢in ve
molekiillerin elektrostatik etkilesimlerini kararli tutmada enzimlerin bilesenleri seklinde
kullanilirlar. Ancak Ag(I), Al(I), Au(Il), Cd(I), Pb(Il) ve Hg(Il) gibi agir metaller esansiyel
olmadiklar1 gibi hicbir biyolojik 6éneme de sahip degildir. Ayn1 zamanda, bu agir metallerin

mikroorganizmalara son derece toksik etkileri bulunmaktadir (Kiling ve Dénmez, 2008).

Diinyada endiistrinin ilerlemesi ile birlikte toksik agir metaller ¢evre kirliligine neden
olmaktadir. Agir metaller biyolojik ayrismanin giiglii inhibitorleri olarak bilinmektedir.
Proteinlerin ve metabolik siire¢lerin engellenmesinin baslica sebebi agir metallerin toksik
etkileridir. Topraklarda biriken bakir, kadmiyum, kursun, ¢inko, nikel, civa ve krom gibi agir
metaller su kaynaklari, bitki, hayvan, insan ve sudaki yasam icin toksik konsantrasyonlara

ulasabilmektedir (Srivastava vd., 2017).

Yiiksek konsantrasyonlarda esansiyel olan ve olmayan biitiin metaller hiicre zari
hasarma yol agabilir, enzim spesifikligini degistirebilir, hiicresel fonksiyonlar1 bozabilir ve
DNA’nin yapisina zarar verebilir. Bu nedenle metallerin biitiin canli hiicrelerin

metabolizmalarinin dengede tutulmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Bruins vd., 2000).

Metal stresi dogada bakterilerin en sik karsilastiklari stres faktorlerinden birisidir.
Bakterilerle miicadelede metallerinde siklikla kullanilmasi, bakterilerin metallere karsi birgok
korunma mekanizmasi gelistirmesine neden olmustur. Bu mekanizmalarin temelinde ya
metalin hiicre i¢ine aliminin engellenmesi ya hiicre disina atilmasinin arttirilmasi ya da ¢esitli
yollarla detoksifiye edilmesinin saglanmasi yer almaktadir. Bakteriler bu yollardan bazilarini

kullanarak metallere kars1 direng gelistirmektedir.

Bakir (Cu), bakterilerde bircok solunum sisteminde ve metabolizmada goérev alan
enzimler i¢in esansiyel bir metaldir. Ancak, bakirin aktif redoks tepkimesi aerobik hiicrelerde
ROS’larin olusumuna neden olmakta ve boylelikle sitotoksik etki yaratmaktadir (Franke vd.,

2003). E. coli, degisen cevre kosullar1 altinda bakir kullanimini saglamak ve bakir
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toksisitesinden korunmak i¢in Cu homeostazinda gorevli birden fazla regiilatdr sistem
bulunmaktadir. Bu sistemler arasinda en fazla sorumlu olan 2 tane 6nemli sistem vardir.
Birincisi olan CueR, sitoplazmik Cu algilamada gorevli ¢oklu bakir oksidazdir. Sitoplazma
igerisinde Cu varliginda bu gen CopA ve CueO homeostatik mekanizmasini diizenleyerek
sitoplazmadan Cu detoksifikasyonunu saglar (Stoyanov vd., 2001). Aym sekilde, hiicre zarf
stresi algilamada gorevli iki bilesikli fosforlama siteminin regiilatérii olan CpxR, CopA
diizenlenmesine etki gostererek yine sitoplazmadan bakirin uzaklastirilmasinda gorev alir
(Kershaw vd., 2005). Hiicre igerisinde periplazmik bdlgede Cu stresini algilamada gorevli
ikinci sistemde CusS/CusR iki bilesenli sistemdir. Bu sistem periplazmadaki Cu’yu algilar ve
CusCFBA mekanizmasini devreye sokarak periplazmadan bakir uzaklagsmasini saglar. CusA
bakir toleransi i¢in gerekli olan bir bakir-baglayici proteindir. CusB ve CusC E. coli iginde,
bakir iyonlariin detoksifikasyonuna katilan membran flizyon proteinidir. CusF ise E. coli
icinde, bakir iyonlarinin detoksifikasyonuna katilan periplazmik bir baglama proteinidir
(Franke vd., 2003). Yine Pco proteini, periplazmadan Cu detoksifikasyonu saglayan genleri
kodlar (Rensing & Grass, 2003). Bakir homeostazinda gorev yapan genler ve sitoplazmik Cu
(D) 'e cevap veren ya da periplazmik Cu (I) algilamada gorevli iki bilesenli sistemler, MerR
benzeri aktivatorler tarafindan diizenlenir. Ayrica CusSR iki bilesenli sistemi c¢apraz
diizenleme reaksiyonlar1 gostererek Cu stresi altinda YedVW sistemini de aktiflestirmektedir
(Yamamoto & Ishihama, 2005). E. coli’de Cu algilamada ¢ok karmasik bir mekanizma s6z

konusudur (Rensing & Grass, 2003).

Cinko (Zn) tiim canli sistemlerde, proteinlerin dnemli bir yap1 bileseni ve enzimlerin
katalitik aktivitesinde rol oynayan bir metaldir. Bununla birlikte fazla miktarda hiicre igerisine
alman Zn, ciddi toksik etki gostermektedir. Organizmalarin hayatta kalabilmek i¢in Zn
toksisitesini tolere edebilecegi bir mekanizmaya ihtiyaglar1 vardir. E. coli, periplazmadan
sitoplazmaya Zn tasinimindan sorumlu olan ZnuABC tasima sistemine sahiptir (Binet &
Poole, 2000). Ayrica ¢inko, sitoplazmada bulunan Zur proteinine baglanabilir ve hiicre
igcerisinde de bulunmaya devam edebilir (Rensing & Mitra, 2007). ZntA, ATPaz aktivitesiyle
uyarilan ¢inkoyla iliskili bir proteindir. Hiicre igerisinde Zn konsantrasyonu yiiksek oldugu
zaman, transkripsiyon faktorii olan ZntR uyarilir ve disa atim sistemi olan ZntA’ y1

diizenleyerek sitoplazmadan periplazmaya Zn tasinimini saglar (Binet & Poole, 2000).

ZntA proteini Cd'nin tasinimina katilan bir P-tipi ATPaz’dir (Rensing & Mitra, 2007).
Hiicre i¢i oksidasyon durumlarinda kadmiyum, cinkoyla birlikte etkinlik gdsteren bir

metaldir. Cinko metalinin hiicre igerisine alinmasi, depolanmasi ve hiicre icerisinde
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tasinmalarinda, kadmiyum ve demir duyarl diizenleyici proteinler, demire duyarli Fur benzeri
Zur proteini, ArsR/SMTB ailesinin bir {iyesi olan represér CadC ve Mer tipi aktivator

ailesinden ZntR proteinleri gérev almaktadirlar.

Nikel E. coli'nin biiyiimesi iizerinde antagonistik bir etkiye sahiptir (Wu vd., 1994).
Nikel, ti¢ Ni-Fe-hidrojenaz izoenziminin aktiviteleri ve bakterinin fermentatif biiyiimesi i¢in
gereklidir. Bu nikel igeren enzimlerin basarili bir sekilde iiretilmesi, NikABCDE operonu
tarafindan kodlanan, nikel spesifik ABC sistemi vasitasiyla nikelin etkili bir sekilde
alinmasina dayanir (Navarro vd., 1993). Bununla birlikte, yiiksek konsantrasyonlarda (zengin
ortamda 0.3 mM'den) mevcut oldugunda, nikel biiyiimeyi engeller ve bdylelikle toksik etki
gosterir (Navarro vd., 1993; Wu vd., 1994). E. coli, toksik nikel konsantrasyonuna karsilik iki
strateji kullanir. Birincisi, bir kemoreseptor olan Tar’ a ve NikA'ya bagl negatif kemotaksiyi
aktive eder ve bdylece toksik nikelden uzaklasir (Pina vd., 1995). ikincisi, yiiksek afiniteli
nikel atim sistemi yoluyla nikel girisini engeller. Bu, NikABCDE operonun ifadesinin
baskilanmastyla elde edilir. Bu operonun ise regiilatorii, 6zellikle nikel ile uyarilan bir metal

diizenleyici protein olan NikR’dir.

Kobalt (Co), corrin halkalar1 olarak bilinen siklik tetrapirol merkezinde koordine
iyonu olarak 6énemli bir rol oynadig1 i¢in, birgok canli organizmanin temel bir elementidir
(Escalante-Semerena, 2007; Yang vd., 2010). Koenzim vitamin B12 (adenosilkobalamin
(AdoCbl)) ve kobalamin (Cbl) tiirevleri de dahil olmak iizere, corrinoidler, bir¢ok merkezi
metabolik reaksiyonda koenzim olarak gorev alir. Kobalt, direkt olarak kobalt bagimli
enzimlerle (nonkorrin enzimler) iligkilendirilebilir (Kobayashi & Shimizu, 1999). Bakteriler,
24

cogunlukla ortamda eser miktarda bulunan Co

sistemlerine sahiptir (Eitinger vd., 2005; Vitreschak vd., 2003; Y. Zhang vd., 2009). D1s metal

yi almak i¢in, ylksek afiniteli alim

konsantrasyonlar1 ¢ok yiiksek oldugunda, Co2+ birikimi toksik hale gelebilir ve asir1 Co?*,
disa atim sistemleri ile hiicrelerden atilabilir (Koch vd., 2007a). Prokaryotlarda c¢esitli kobalt
(Co) tastma mekanizmalar1 tespit edilmistir. Birgok iyon tastyicisi Co’nun taginmasinda gorev
yapmaktadir. Bunlar; Zn tasiyicisi ZupT, Mg tastyicisi CorA, Mn tasiyist MntH ve Ni
tastyicilaridir. Kobaltin affinitesi bilinmemektedir ve diger genlerle olan rekabetine bagl
olarak degismektedir. Ancak bunlarin Co”* igin zayif afinitesi nedeniyle fizyolojik agidan

anlaml oldugu diistiniilmemektedir.

Kobalt ve nikel regiilator proteini olan RcenR, bir disa atim protein olan RcnA' nin
transkripsiyonel ekspresyonunu diizenleyen, E. coli'nin transkripsiyonel metal-diizenleyici

proteinlerinden (Temel olanlar; Fur, CueR, CusR, MntR, Zur, ZntR ve NikR) biridir.
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Hiicredeki farkli metallerin homeostaz1 siirekli olarak kontrol edilir ve metallerin hiicre ici
konsantrasyonlarint normal seviyelerde tutmak i¢in gerekli yollar aktive edilir veya

baskilanir.

Porin ekspresyonu genetik diizenlenmesi agik¢ca karmasik transkripsiyonel ve
transkripsiyon sonrasi olaylar1 gerektirir. Bu baglamda, tam olarak aydinlatilmasi igin
transkripsiyonel diizenleyicilerin aktivitesini ve mekanik detaylar1 etkileyen ¢evresel
belirleyicilerin kapsamli bir sekilde arastirilmasi gerekmektedir. Porinler ile iligkili olarak
yukarida da aciklandigi gibi, bircok calismada farkli stres sartlar1 (6zellikle antibiyotik)
uygulanarak porin proteinlerinin rolleri belirlenmistir. Son donemlerde, ciddi ¢evre kirliligine
sebep olan metaller, bakterilerin en sik karsilastig1 stres faktorii haline gelmistir. Bu nedenle,
bakterilerin bu stres ile basa c¢ikmak icin gelistirdikleri diren¢ mekanizmalari 6nem arz
etmektedir. Ancak, bakterilerin agir metallere karsi hiicreyi korumasinda porin proteinlerinin

rolleri hakkinda detayli bir ¢calismaya simdiye kadar rastlanilmamustir.
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2.4. Cahsmamn Amaci ve Onemi

Diinyada endiistrinin ilerlemesi ile birlikte toksik agir metaller ¢evre kirliligine neden
olmaktadir. Proteinlerin ve metabolik siireclerin engellenmesinin baslica sebebi agir
metallerin toksik etkileridir. Topraklarda biriken bakir, kadmiyum, kursun, ¢inko, nikel, civa
ve krom gibi agir metaller, mikroorganizma, bitki, hayvan ve insan yasami igin toksik
konsantrasyonlarda olabilir (Flora vd., 2013). Ancak bazi bakteriler, atik maddelerin i¢indeki
metilen klorit ve kiikiirt gibi toksik maddelerle beslenir. Cevre miihendisleri, bu tiir
bakterilerle biyoremidasyon adli yontemi iki sekilde uygularlar. Bunlardan ilkinde; atiklarin
dokiildiigii bolgeye besin aktarimi yapilarak, topragin bakteri kompozisyonuna gore,
halihazirda toprakta bulunan bakteriler etkin duruma gegirilir ya da topraga yeni bakteriler
aktarilarak, zararli atiklar, zararsiz yan iirlinlere doniistiiriilir. Daha sonra toprakta etkin
durumdaki bakteriler ya oOliirler ya da sayilar1 normal popiilasyon diizeyine gelir. Boylece

ekolojik denge de korunmaktadir (Russell, 1999).

Bakterilerin dogada en sik karsilastiklar1 stres faktorlerinden birisi metal stresi
oldugundan metallere kars1 diren¢ mekanizmalar1 6nem arz etmektedir. Bakterilerin farkl
metallere kars1 bircok korunma mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bu mekanizmalarin temelinde
ya metalin hiicre i¢ine aliminin engellenmesi ya hiicre digina atilmasinin arttirtlmasi ya da
cesitli yollarla detoksifiye edilmesinin saglanmasidir. Bakteriler bu yollardan bazilarim
kullanarak farkli metallere kars1 direng gelistirmektedirler. Bu direnci gelistirmede E. coli’de
dis membranda bulunan kanal proteinlerinin bir rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle
de calismada, E. coli’nin dig membran kanal proteinlerinden ompA, ompC, ompF, ompG,
ompT, lamB ve phoE porin genlerinin bakir, ¢inko ve nikel metallerine kars1 rollerinin olup
olmadig1 arastirilacaktir. Metal homeostazinda dogrudan iligkili olan genlerin (cueR, rcnR,
nikR, zur, cusS, cusR, cpxR ve cpxA) rolii oldugu belirlenen porin genlerinin sentezini kontrol

edip etmedigi arastirilacaktir.
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3. MATERYAL METOT
3.1. Kullamlan besiyerlerinin hazirlanmasi

3.1.1.Nutrient agar besiyeri

20 g Nutrient agar (Merck) 1 L distile suda ¢ozdiiriildii ve 121 °C’de 15 dk otoklavda
(Niive) steril edildi.

3.1.2.Nutrient brot besiyeri

8 g Nutrient brot (Merck) 1 L distile suda eritildi. Daha sonra 121 °C’de 15 dk otoklav

ile steril edildi.

3.1.3.Luria Bertani (LB) agar besiyeri

25 g LB (Sigma) ve 15 g agar (Merck) tartilarak 1 L distile suda eritildi. Daha sonra
121 °C’de 15 dk otoklav ile steril edildi.

3.1.4.Luria Bertani (LB) brot besiyeri

25 g LB (Sigma) tartilarak 1 L distile suda eritildi. Daha sonra 121 °C’de 15 dk

otoklav ile steril edildi.

3.1.5.Soft agar

1 g tripton (Merck), 0,5 g yeast extract (Merck), 0,6 g KCI (Merck), 0,7 g agar
tartilarak 100 ml distile suda eritildi. Daha sonra 121 °C’de 15 dk otoklav ile steril edildi. Elle
tutulabilir sicakliga geldiginde 1ml %50°1ik glukoz (Merck) soliisyonu ve 0,2 ml 1 M CacCl: ()
eklendi.

3.1.6.DM agar

Transdiiksiyon deneyinde kullanildi. 1,4 g KoHPO4 (Merck), 0.4 g KH2PO4 (Merck),
0,1 g NazCsHsO7 (Merck), 0,2 (NH4)2SO4 (Merck), 3 g agar tartilarak 200 ml distile suda
eritildi. Daha sonra 121 °C’de 15 dk otoklav ile steril edildi. Elle tutulabilir sicakliga kadar
sogutulup, besiyerine 0,4 ml 1M MgSO4 (Merck), 0.8 ml %50’lik glukoz soliisyonu, 2 ml 10
mM FeSO4 (Merck), 0,2 ml 20 mg/ml tiamin (Sigma) ve uygun antibiyotikten belirlenen
konsantrasyonlarda eklendi. Hazirlanan besiyeri donmadan petri kaplarma dokiilerek

kullanima hazir hale getirildi.
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3.1.7.SOB medium

Transformasyon deneyinde kullanilmak {izere hazirlandi. 4 g bacto tryptone (BD
Company), 1 g yeast extract (Merck), 0,4 ml 5 M NaCl (Emsure), 0,25 ml 2M KCI (Carlo
Erba) 200 ml distile suda eritildi ve pH metre (Ohaus) ile pH 7’ye ayarlandi. Daha sonra 121
°C’de 15 dk otoklav ile steril edildi.

3.1.8.SOC medium

Transformasyon deneyinde kullanildi. Bir 6rnek i¢in 1,96 ml steril SOB medium

icerisine 20 pl 2M Mg (Merck) ve 14,4 ul %50’lik glukoz soliisyonu eklenerek hazirlandi.

3.2. Kullamlan antibiyotiklerin hazirlanmasi

Calismada kullanilacak olan 25 mg/ml kanamisin (Km) (Sigma) antibiyotigi stogunu
hazirlamak i¢in 0,25 g Km antibiyotigi 10 ml saf suda ¢oziildii. 20 mg/ml Kloramfenikol
(Cm) (Carlo Erba) antibiyotigi stogu i¢in 0,2 g Kloramfenikol (Cm) antibiyotigi 10 ml %99,6
etanolde ¢oziildii. 100 mg/ml ampisilin (Amp) (Sigma) antibiyotigi stogu i¢in 1 g ampisilin
(Amp) antibiyotigi 10 ml saf suda ¢6zdiiriildii ve tiim antibiyotikler filtre ile steril edildi. -20
°C’de sakland1.

3.3. Kullanilan metallerin hazirlanmasi

Calismada CdSO4.5 H2O (Merck), CoCL.6H,O (Merck), CuSO4 5 H>O (Mediko
Kimya), NiCl>.6 H>O (Fisher) ve ZnS0O4.7 H>O (Sigma), metalleri kullanildi. Her metalden
0,2 M olacak sekilde ¢aligma soliisyonlar1 saf su ile hazirland1 ve 0,22 pm’lik filtre yardimu ile
steril edildi. Tek kullanimlik olmak tizere kiiciik ependorflara paylastirilarak -20 °C’de

saklandi.

3.4. Kullanilan diger soliisyonlarin hazirlanmasi

3.4.1.PBS (Phosphate Buffered Saline)

200 ml saf suda 1 adet PBS (Sigma) tableti eritildi. Daha sonra 121 °C’de 15 dk
otoklav ile steril edildi.

3.4.2.Ringer soliisyonu

Ticari olarak satilan Ringer (Merck) tabletlerinden 1 tablet 500 ml saf suda
¢Ozdiiriilerek hazirlandi. 121 °C’de 15 dk otoklav ile steril edildi.
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3.4.3.TBE hazirlama

10x TBE hazirlamak i¢in 54 g TRIS (Merck), 0,5 M pH 8 EDTA (Sigma) 20 ml, 27,5
g borik asit (Merck) kullanild1. Uzerine 500 ml saf su eklenerek hazir hale getirildi.

3.4.4.TE hazirlama

1 M Tris-HCI (Applichem)’den final konsantrasyonu 10 mM Tris-HCI olacak sekilde
2ml, 0,5 M EDTA’dan final konsantrasyonu 1 mM EDTA olacak sekilde 400 pl eklendi.
Olusan soliisyonun pH’1 HCI1 (Carlo Erba) ya da NaOH ile ayarlandi ve saf su ile son hacim

200 ml’ye tamamlandi.

3.4.5.1 M Tris-HCI (pH 8) hazirlama

15,76 g/mol Tris-HCI tartilip iizeri 60 ml distile su ile tamamlandi. pH’1 HCI ya da

NaOH ile ayarlandi ve saf su ile son hacim 100 ml’ye tamamlandi.

3.4.6.EDTA (0,5 M, pH 8) hazirlama

Hazirlamak igin; 9,306 g EDTA tartilir ve iizerine 30 ml saf su ilave edilir. EDTA,
suda pH 8’de ¢oziindiigii i¢cin pH’1 HCl ya da NaOH ile ayarlandi. pH’1 ayarlanan EDTA
soliisyonunun hacmi 50 ml’ye distile su ile tamamlandi ve 121 °C’de 15 dk otoklav ile steril

edildi.
3.4.7.1 M L-arabinoz

1 M Arabinoz (Merck) hazirlamak i¢in, 15 g L-arabinoz 10 ml saf suda ¢ézdiiriildii ve
filtreden gegirilip, steril edilerek kullanildi.

3.4.8.Mg+2 2 M)

50 ml 2 M Mg*™ hazirlamak i¢in 1 M MgCl, (Merck) ve 1 M MgSO4 (Fisher)
soliisyonlarindan esit hacimde karigtirilarak hazirlandi. Bunun i¢in 5,08 g MgClz ve 6,162 g

MgSOq tartilip ayr1 ayr1 25 ml saf suda ¢ozdiiriildiikten sonra karistirildi. Hazirlanan soliisyon

121 °C’de 15 dk otoklav ile steril edilerek kullanilda.

3.4.9.Tris-EDTA (1 M) ile doyurulmus fenol

20 g kristal fenol (Sigma) 68 °C’de eritildi. Uzerine hacminin % oraninda 1M Tris-
HCI (pH 8) ilave edilerek 15 dk oda sicakliginda calkalandi. Iki faz seklinde olusan
soliisyonun iist faz1 atildi ve geriye kalan organik faza hacminin % oraninda 1M Tris-HCI (pH

8) ilave edilerek 15 dk oda sicakliginda calkalandi. Olusan iist faz atilarak tekrar kalan
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organik faza hacminin 1/6 oraninda 1M Tris-HCI (pH 8) ilave edilerek 15 dk oda sicakliginda
calkalandi. Daha sonra olusan {ist faz atildi ve organik faza (pH>7,8) esit hacimde TE (pH 8)
ilave edildi ve 15 dk oda sicaklifinda calkalandi. Hazirlanan soliisyonun iist fazi atildi ve
organik fazi Tris-EDTA ile doyurulmus Fenol olarak kullanima hazir hale getirildi. Soliisyon

pembelesinceye kadar 4 °C'de saklandi.

3.4.10. X-gal hazirlama (5-brom-4klor-3indol-beta-D-galaktopironosid)

X-gal (Sigma), 20 mg/ml olacak sekilde hazirlandi. 100 mg X-gal 5 ml DMF
(dimetilformamit)'de ¢6zdiirtildi. 1,5 ml’lik ependorflara 1’er ml konularak etrafi aliiminyum

folyo ile kapland1 ve daha sonra -20 °C'de saklandi.

3.4.11.0,1 IPTG hazirlama (izopropil p-D-1-tiogalaktopiranosid)

IPTG (Carlo Erba) 0,1 M olarak hazirlanildi. 0,238 g IPTG ile 9,9 ml saf su
¢Ozdiiriildii. Daha sonra filtre edilerek steril edildi. 1,5ml’lik ependorflara 1'er ml aktarildi.

Etrafi aliiminyum folyo ile kapland1 ve -20 “C'de sakland.

3.4.12. Primerlerin sulandirilmasi ve calisma soliisyonlarinin hazirlanmasi

10 mM Tris-HCI (Merck) 1 mM EDTA (Sigma) ile hazirlanan pH 7,5 TE kullanild.
+4°C’de saklanan primerler, pH 7,5 TE ile nanomoliine goére 10 kat sulandirildi. 5-10 dakika
¢oziinmesi beklendi. 10 pl bir ependorfa alindi ve 90 pl 10 mM pH 7,5 Tris-HCI eklendi. -20

°C’de dondurucuda saklandi.

3.5. Kullanilan E. coli Suslar:

Calismada kullanilan E. coli yabani tip W3110 ve bazi mutant suslar, Japonya Genetik
Ulusal Enstitiisii Keio koleksiyonundan alinmistir. Bu koleksiyon, E. coli BW25113 susunun
tek tek tiim genlerinin nakavt edilmis suslarini icermektedir. Bu ¢alismalarda kullanilan ve
Tablo 3.1°de belirtilen yabani tipi E. coli W3110 ve mutant hiicreler %20 gliserol (Merck)
iceren Luria-Bertani (LB) brothda (Sigma) stoklanarak -80 °C derin dondurucuda (Panasonic)

saklanmaktadir.

3.6. E.coli W3110 Mutantlarinin Eldesi

Tablo 3.1°de belirtilen E. coli BW25113 mutant suslar, P1 transdiiksiyon yontemi ile
E. coli W3110’a aktarilarak ¢aligmalarda kullanildi (Sato vd. 2000; Miller, 1992).
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan suslar

Lab. Stok Numaras1 | Genotip Kaynak

W3110 Yabani tip J aponya Genetik  Ulusal  Enstitiisii  Keio
Koleksiyonu

TW0940 BW25113 ompA:km J aponya Genetik  Ulusal  Enstitiisi Keio
Koleksiyonu

TW2203 BW25113 ompC::km Japonyg Genetik  Ulusal  Enstitiisii  Keio
Koleksiyonu

TW0912 BW25113 ompF::km J aponya Genetik  Ulusal  Enstitiisii  Keio
Koleksiyonu

IW1312 BW25113 ompG::km J aponya Genetik  Ulusal  Enstitiisi  Keio
Koleksiyonu

TW0554 BW25113 ompT::km J aponya Genetik  Ulusal  Enstitiisii  Keio
Koleksiyonu

TW3996 BW25113 lamB:km J aponya Genetik  Ulusal  Enstitiisii  Keio
Koleksiyonu

TW0231 BW25113 phoE::km J aponya Genetik  Ulusal  Enstitisii  Keio
Koleksiyonu

TW3882 BW25113 cpxd::km Japonyfi Genetik  Ulusal  Enstitlisii  Keio
Koleksiyonu

TW3883 BW25113 cpxR::km Japonyfi Genetik  Ulusal  Enstitlisii  Keio
Koleksiyonu

TW5082 BW25113 cusS:-km J aponya Genetik  Ulusal  Enstitiisii  Keio
Koleksiyonu

TWO0560 BW25113 cusR:-km J aponya Genetik  Ulusal  Enstitlisii  Keio
Koleksiyonu

D1 W3110 ompA::km 2015-01.BSEU.04-02 nolu BAP projesinde
yapilmustir.

CD2 W3110 ompC::km 2015-01.BSEU.04-02 nolu BAP projesinde
yapilmigtir.

CD3 W3110 ompF::km 2015-01.BSEU.04-02 nolu BAP projesinde
yapilmugtir.

CDh4 W3110 ompG::km 2015-01.BSEU.04-02 nolu BAP projesinde
yapilmigtir.

CD5 W3110 ompT::km 2015-01.BSEU.04-02 nolu BAP projesinde
yapilmusgtir.

CD6 W3110 lamB:-km 2015-01.BSEU.04-02 nolu BAP projesinde
yapilmustir.

CD7 W3110 phoE::km 2015-01.BSEU.04-02 nolu BAP projesinde
yapilmistir.

CD100 W3110 cpxA::km 201202. BIL.0401 nolu BAP projesinde
yapilmusgtir.

CD101 W3110 epaR::km 201202. BIL.0401 nolu BAP projesinde
yapilmustir.

OK102 W3110 cusS:-km TUBITAK 1002 kodlu 113T003 projesinde
yapilmigtir.

OK106 W3110 cusR:-km TUBITAK 1002 kodlu 113T003 projesinde
yapilmugtir.

GCKI BW25113 cueR::km Bu ¢alismada elde edildi.

GCK2 BW25113 renR::km Bu calismada elde edildi.

GCK3 BW25113 nikR::km Bu ¢alismada elde edildi.

GCK4 BW25113 zur::km Bu calismada elde edildi.

GCK5 W3110 cueR::km Bu ¢alismada elde edildi.

GCK6 W3110 renR::km Bu ¢alismada elde edildi.

GCK7 W3110 nikR::km Bu calismada elde edildi.

GCK8 W3110 zurR::km Bu calismada elde edildi.

33



3.6.1. Transdiiksiyon ile mutant eldesi

Derin dondurucuda saklanan yabani tip E. coli W3110 ve mutant suslar kanamisin
antibiyotigi igeren taze LB agarda (Sigma) 37 °C’de 16 saat inkiibatérde canlandirildi. Elde
edilen saf kiiltiirden 4 ml LB brot igerisine ekim yapildi.

Daha sonra besiyerine 1 M CaCl;’den 10 pl ve 25 mg/ml olarak hazirlanmis kanamisin
(Sigma) antibiyotiginden 4 ul eklendi. Ornekler, 37 °C’de 160 rpm calkalamali inkiibatorde
(Niive) O.Dgoo degeri 0,4-0,45 absorbansa ulasincaya kadar biiyiitiildii. Istenilen absorbansa
gelen hiicrelerden tiip igerisine 200 pl alinip tizerine 10 pl Plke fajindan ilave edilerek 37
°C’de 20 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda tiip igerisine yaklasik 50 °C olan soft agardan
2,5 ml ve %50’lik glukozdan 25 pl eklenerek homojen karisim saglandi. Karisim daha sonra
LB agar lizerine dokiilerek petrinin yiizeyine yayildi. Kuruyan petriler ters gevrilerek 37 °C’de
bir gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin petrinin i¢ yiizeyine 2 ml LB brot ve 2-3 damla
kloroform (Merck) eklendi. Pipet yardimi ile karisim petrinin tiim yiizeyine yaydirildi. 2 saat
boyunca ara sira calkalanarak, 4 °C’de bekletildi. Bekleme siiresi sonunda 1,5 ml’lik
ependorflara petrideki sivi bakteri kiiltiirinden 1 ml alindi. Alinan 6rnek tizerine 50 ul
kloroform eklenerek 12.000 rpm’de 5 dk 4 °C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda elde
edilen siipernatant (P1kc) baska bir ependorfa aktarilarak transdiiksiyonda kullanilmak tizere

+4 °C’de saklanda.

Transdiiksiyon i¢in ilk olarak alici hiicre hazirlandi. Alici hiicre yabani tip E. coli
W3110 susundan 5 ml LB brot igerisine tek koloniden ekim yapildi. ODeoo degeri 0,3’e gelene
kadar 37 °C’de calkalamal1 inkiibasyona birakildi. Daha sonra 1,5 ml’lik ependorflara 1 ml
aktarildi ve 10.000 rpm’de 10 dk 0 °C’de santrifiij (Termal) edildi. Siipernatant atild1 ve pelet
tizerine 1 ml yikama tamponu (LB Broth’dan 9,88 ml, %50 Glikozdan 0,1 ml ve 1 M CaCl»
20 pl eklenmesi ile steril sekilde hazirlanir) eklendi ve tekrar 10.000 rpm’de 10 dk 0 °C’de

santrifiij edildi. Yine siipernatant atildi ve pelet lizerine 1 ml yikama tamponu eklendi.

Alict hiicre yabani tip E. coli W3110 igerisine, farkli oranlarda (10-50 ul) elde edilen
Plkc faji eklendi ve oda sicakliginda 30 dakikadan fazla bekletildi. Vorteks (Wisemix)
yapilarak 12.000 rpm’de 5 dk 4 °C’de santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pelet lizerine 0,1
ml yikama tamponu eklendi. Km’li DM agar iizerine hiicreler aktarildi. DM agar siviy1
cekene kadar oda sicakliginda bekletildi ve 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Ertesi
giin iireyen bakteri kolonileri DM agardan Km’li LB agara seg¢ilerek aktarildi ve 37 °C’de bir
gece inkiibasyona birakildi. Km’li LB agarda iireyen bakteriler tekrar km-X gal-IPTG igeren
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LB agara ekildi ve 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakild:. inkiibasyonun ardindan mavi renk

veren koloniler secildi ve koloni polimeraz zincir reaksiyonu (koloni PZR) ile dogruland.

3.6.2.Koloni polimeraz zincir reaksiyonu (Koloni PZR)

Elde edilen mutant bakterilerin antibiyotik diren¢ kasetlerinin varliginin ve
konumunun kontrolii, ilgili gene spesifik ileri ve geri primerleri, Evrensel K1 geri primeri ve
gen spesifik ileri primerleri (Tablo 3.3’de listelendi) kullanilarak yapilan koloni polimeraz
zincir reaksiyonu (koloni PZR) ile saglandi. Elde edilen mutantlarin kolonisi 20 pl distile su
icinde siispanse edildi ve 1 pl’si PZR’de kalip olarak kullanildi. PZR i¢in hazirlanan
reaksiyon igerigi Tablo 3.2°de ve PZR ¢alisma kosullar1 ise Tablo 3.4’de gosterildi.

3.6.3.Tek gen delesyonu ile mutant elde edilmesi

Japonya Genetik Ulusal Enstitiisii Keio koleksiyonundan satin alinmayan ve Tablo
3.1°de belirtilen mutant suslarin elde edilmesi, Datsenko ve Wanner (2000) tarafindan
belirlenen tek gen nakavt metoduna gére yapildi. Oncelikli olarak 30 °C 1stya duyarli pkD3
plazmiti igeren E. coli BW25113 susundan plazmit izolasyonu yapildi. pkD3 plazmiti igeren
E. coli BW25113 susu, 5 ml’lik LB broth igerisine tek koloni ekimi yapildi ve 37 °C’de bir
gece calkalamali inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda elde edilen bakteri
kiiltiirleri 1,5 ml’lik ependorf igerisinde 10.000 g’de 3 dk santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklastirildi. Plazmit izolasyonu, ticari olarak elde edilen Purelink Quick Mini Prep
(InvitroGen) plazmit izolasyonu kitinin prosediirii kullanilarak gergeklestirildi. Izole edilen

plazmidin bir kism1 miktar tayini i¢in kullanildi ve elde edilen plazmitler -20 °C’de saklandi.

Tablo 3.2. Koloni PZR reaksiyon karigimi

Bilesenler Miktarlari Final konsantrasyonu
10x Thermo Pol Reaksiyon Buffer (MgCl, 1,0 pl Ix
olmayan)

50mM Mg*? igeren MgCl, 0,4 nl 2mM
10mM dNTP Mix 0,2 pl 200 uM
10 uM ileri primer 0,5 ul 5uM

10 uM geri primer 0,5 pl 5uM
Taq DNA Polimeraz (5 U/ul) 0,05 ul 0,250
Kalip (genomik) 1,0 pul 1 ng-1pg
dH,O 6,35 ul

Toplam 10,0 ul
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Tablo 3.3. Calismada kullanilan gen primerleri

Primerler Dizisi (5°....... 3%)

Evrensel K1 geri primeri CAGTCATAGCCGAATAGCCT
W3110::0mpA ileri primeri TATGCCTGACGGAGTTCACA
W3110::0mpA geri primeri GGCATTGCTGGGTAAGGAAT
W3110::0mpC ileri primeri TTTGGGGAGAATGGACTTGC

W3110::0mpC geri primeri CGCAACCAACAAAGAAGAGC
W3110::0mpF ileri primeri TGTAGCACTTTCACGGTA
W3110::0mpF geri primeri ATGACGAGGTTCCATTAT
W3110::0mpG ileri primeri TATGCTCTACACCACGGTTG
W3110::0mpG geri primeri ACGCAGGAGTTAGGTCAACA
W3110::0mpT ileri primeri TATGCCTCTAAAGGCATGGC
W3110::0mpT geri primeri TGTAATTGGGTTGCTGTCGC
W3110::lamB ileri primeri ATGTCGTCGACTGCATAAGG
W3110::lamB geri primeri AGCCGTTGTAGGCCTGATAA
W3110::phoF ileri primeri AAGCATGGCGTTTTGTTGCG
W3110::phoE geri primeri TTTCACGAGAAGCTGCGTGA
W3110::cpxA ileri primeri TTCCAACCTGCGTCGTAAAC
W3110::cpxA geri primeri GTTGTGGGGAAAATAACCCC
W3110::cpxR ileri primeri CCCAAAATCTTTCTGTCGCG
W3110::cpxR geri primeri ATGCTGCTCAATCATCAGCC
W3110::cusS ileri primeri AGTTCTTCCTTCGCCATCAG
W3110::cusS geri primeri CAAGAAGCCAGTCCACACAA
W3110::cusR ileri primeri TTTACTCGCCAGGCTCTGAT
W3110::cusR geri primeri GAGTGGATCATGATCCATGC
W3110::cueR ileri primeri TGGTCATGAAGCGCAATAAA
W3110::cueR geri primeri TAACCCTACATATCCGAGCC
W3110::rcnR ileri primeri TCACCGCTTGTTTAATGGTG
W3110::rcnR geri primeri CGGCAGTTTTACAATCGCGT
W3110::nikR ileri primeri TGGTTATGGACAACGGACAA
W3110::nikR geri primeri TCGTTCACCAAAGGACCCAA
W3110::zur ileri primeri CGACAAGGCAACATAACACC
W3110::zur geri primeri GACGTGTACAAGGATGTACG
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Tablo 3.4. Koloni PZR kosullari

Adim Sicakhik Zaman Dongii
On denatiirasyon 95°C 2 dk 1
Denatiirasyon 95 °C 30 sn
Baglanma 45-68 °C 30
(Genellikle 58 °C) 30 sn
Uzama 72 °C 1 dk
Son Uzama 72 °C 5dk 1

3.6.3.1.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Elde edilen pkD3 plazmiti kalip olarak kullanilarak Tablo 3.5°de verilen 60 bazlik

primerler ile PZR yapildi. Bu 60 bazlik ileri ve geri primerlerin, 40 niikleotitlik kismi

olusturulacak olan mutant gene spesifik iken 20 niikleotitlik kismi ise kloramfenikol genine

spesifik olacak sekilde tasarlandi. Mutant eldesi igin gen yerine yerlestirilecek olan

kloramfenikol geni ¢ogaltildi. PZR’de kullanilan reaksiyon igerigi Tablo 3.6’da ve g¢alisma

kosullar1 ise Tablo 3.7°de gosterildi.

Tablo 3.5 Tek gen delesyon metodunda kullanilan gene primerleri

Primerler

Dizisi (5°....... 3%)

Evrensel C1 geri primeri

CGCCTGATGAATGCTCATCCG

cueR H1 ileri primeri

AACCCTTTAACAAAGCACAGGAGGCGTTGCGCGAACGAT
GGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

cueR H2 geri primeri

AAGGGATAACCCTACATATCCGAGCCGTCTCGTCTTAATC
CATATGAATATCCTCCTTAGT

renR H1 ileri primeri

CTATGATTTTTCATATTCTTGTTAACCAGGTGTTGCCATGG
TGTAGGCTGGAGCTGCTTC

renR H2 geri primeri

CGAGGAAAAACGGCAGTTTTACAATCGCGTTAATAAATTA
CATATGAATATCCTCCTTAGT

nikR H1 ileri primeri

CCGTGCGCCGTCGCACCACAGAAAAGGTTTAACGCAAAT
GGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

nikR H2 geri primeri

CCTTTGTTGATCGTTCACCAAAGGACCCAATAATAGACTC
CATATGAATATCCTCCTTAGT

zur H1 ileri primeri

AGTAAGGACATTCTTAACCCCCACTTTGAGGTGCCCGATG
GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

zur H2 geri primeri

TCCCTCCTGCCCGACGTGTACAAGGATGTACGCCCTCTTA
CATATGAATATCCTCCTTAGT
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Tablo 3.6. PZR reaksiyon karigimi

Bilesenler Miktarlar1 | Final konsantrasyonu
10x Thermo Pol Reaksiyon Buffer (MgCl, 10,0 pl Ix
olmayan)

50mM Mg*? igeren MgCl, 4 ul 2mM
10mM dNTP Mix 2 ul 200 uM
10 uM ileri primer 2 ul 5uM
10 uM geri primer 2 ul 5 uM
Taq DNA Polimeraz (5 U/ul) 0,5 pl 0,250
Kalip (plazmit) 1,0 pl 1 pg-10ng
dH,0 78,5 ul

Toplam 100,0 pl

Tablo 3.7. PZR kosullar1

Adim Sicakhik Zaman | Dongii
On denatiirasyon 95 °C 2 dk 1
Denatiirasyon 95 °C 30 sn
Baglanma 45-68 °C 30
(Genellikle 58 °C) 30 sn
Uzama 68 °C 1 dk
Son Uzama 68 °C 5 dk 1

3.6.3.2. Agaroz jel elektroforezi

%0,8’lik agaroz hazirlamak i¢in 100 ml 1X TBE’de 0,8 g agaroz (Sigma) karistirildi

ve mikrodalgada 1sitilarak ¢oziildii. Eli yakmayacak sekilde sogutulduktan sonra 1 pl etidyum

bromiir (stok 10 mg/ml, Sigma) ilave edildi. Elektroforez tankina dokiilen agaroz soliisyonu

donduktan sonra 5 pl PZR ornekleri 1 pl 6X yiikleme boyas: (Sigma) ile karistirilarak jele

yuklendi. Elektroforez, oda sicakliinda 120 voltta 40 dk kadar gerceklestirildi. PZR

tiriinlerinin hem kantitatif olarak nanodrop (BioSpec-nano- Shimadzu) cihazinda hem de semi

kantitatif olarak agaroz jel elektroforezinde safliklar1 ve miktarlar1 kontrol edildi. Gerekli

goriilmesi halinde, PZR {iriinleri ya TE ile doyurulmus fenol kullanilarak manuel olarak ya da

Dpnl enzimi (Thermo Scientific™, Kotolog No ER1701) kullanilarak saflastirildi.
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3.6.3.3. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

TE ile doyurulmus fenol ile saflagtirma: 100 pl PZR {iriinii, hacminin ’2 oraninda TE ile
doyurulmus fenol ve 2 oraninda kloroform: izoamil alkol (24:1) karisimi vorteks (Wisemix)
yardimiyla karistirildi. Karigim, oda sicakliginda 12.000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Olusan
ist faz farkli bir ependorfa alindi ve iizerine ayni hacimde kloroform: izoamil alkol (24:1)
karigimi eklenerek vortekslendi. Tekrar oda sicakliginda 12.000 rpm’de 2 dk santrifiijlenen
ornegin iist faz1 farkli bir ependorfa alindi. Karisim iizerine, hacminin 1/25 oraninda 5 M
NaCl ve 2 kat1 oraninda %100 etanol ilave edildi. Ornek, -80 °C’de 30 dk’dan fazla (ya da -20
°C’de 2 saatten fazla) bekletildi. Dondurucudan ¢ikan ornekler, 0 °C sicakliginda 12.000
rpm’de 20 dk santrifiijlendi. Siipernatant kismi atilan drnegin peleti esit hacimde %70 etanol
ile yikandi. Yikama sonucunda 0 °C sicakliginda 12.000 rpm de 5 dk santrifiijlenen 6rneklerin
siipernatant kismi atildi ve alkolii ugurulduktan sonra pelet 10-100 ul TE (pH 7,5) igerisinde

¢ozildii.

Dpnl enzimi (Thermo Scientific™, Kotolog No ER1701) ile saflastirma: Ticari olarak elde

edilen enzimin Tablo 3.8’de gosterilen reaksiyon karisimi ve kosullarina gore kesim islemi

gercgeklestirildi.
Tablo 3.8. Dpnl enzimi reaksiyon karigimi ve kosullari
Bilesenler Miktar Islem
DNA (PZR fiiriinii) 0,5-1 pg/ ul Karistirildi ve birkag sn spin
10X Tango buffer 1 pL atild.
DNase I, RNase-free 0,5-2 uL (1 U)
dH,O 16 pl
37 °C 1-16 saat inkiibe edildi.
Enzimin inaktivasyonu igin 80 °C 20 dk inkiibe edildi.

3.6.3.4. Transformasyon

2 ml LB brot igerisine 100 mg/ml amp’den son konsantrasyonu 100 pg/ml olacak
sekilde eklendi. BW25113 pKD46 ya da pKD20 plazmiti igeren hiicreler inokiile edildi ve 30
°C’de 1 gece inkiibe edildi. Olusan &n kiiltiirden 50 pl alinarak, icerisinde 100 ul Mg*3(2 M),
10 pl arabinoz (1 M) ve 10 ul 100 mg/ml amp igeren steril 9,9 ml SOB medyum igerisine
eklendi. Hiicreler, erlen igerisinde hiicrelerin yogunlugu ODgoo’de absorbanst ~0,3’e
ulasincaya kadar (~ 2-2,5 saat) 30 °C’de 160 rpm’de calkalandi. Elde edilen hiicreler 5 dk buz
tizerinde sogutuldu ve 5 ml’si bir ependorfda, diger 5 ml’si baska bir ependorfda olacak

sekilde 4 °C sicakliginda 12.000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Olusan peletlerin her biri 1 ml
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soguk 0,1 M CaCl, ile siispanse edildi ve 10 dk buzda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
hiicreler 4 °C sicakliginda 12.000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Siipernatant kismi atildi ve
peletlerin her biri 200 pl soguk 0,1 M CaCl» ile yeniden siispanse edildi. Hiicreler 30 dk
buzda inkiibe edildi. Boylelikle transformasyonun gerceklesmesi i¢in iki alic1 (kompetant)
hiicre elde edildi. Elde edilen 200 pl komponent hiicrelere iki ayr1 konsantrasyonda (10-100
ng arasinda) saflastirilmis PZR {iriinii ilave edildi. 30 dakikadan fazla buzda bekletildi. Olusan
hiicre siispansiyonu 42 °C’de 90-120 sn arasinda blok 1siticida (Daihan) 1s1 soku yapildiktan
sonra 1-2 dk buz lizerinde sogutuldu. Sogutulan hiicrelere 800 ul SOC medyumdan ilave
edildi ve 37 °C’de 60 dk 160 rpm’de ¢alkalanarak inkiibasyona birakild:. inkiibasyon sonunda
hiicrelerin yaris1 5.000 rpm’de 1 dk 4 °C’de santrifiijlenirken diger yaris1 oda sicakliginda 1
gece bekletildi. Santrifiij sonunda olusan pelet 100-150 pul SOC medyumda siispanse edilerek
10 pg/ml cm iceren LB petrilere yayildi ve 1 gece 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
Transformasyon sonucunda olusan kolonilerin dogrulugu, Tablo 3.9’da belirtilen gene ve
antibiyotik kasetine spesifik primerler kullanilarak koloni PZR ile belirlendi. Gergeklestirilen
koloni PZR’nin reaksiyon karisimi ve kosullari sirasiyla Tablo 3.6 ve 3.7°de belirtildi. Bu
sayede, dogrulugu kontrol edilen hiicreler, E. coli BW25113 mutant suslaridir. Elde edilen bu
E. coli BW25113 mutant suslarindan ilgili gen bolgeleri, yukarida belirtildigi sekilde P1
transdiiksiyon yontemi ile E. coli W3110’a aktarildi ve bu hiicreler calismalarda kullanildi

(Sato vd. 2000; Miller, 1992).

3.6.4. Tamamlanmis (komplementer) hiicrelerin eldesi

Calismalarin  sonunda, istatiksel analizlere gore, onemli rolii oldugu belirlenen
genlerin rollerinin dogrulanmasi i¢in, ana kromozomda mutant olan hiicrelere gen bolgelerini
tasiyan plazmitler transforme edildi. Elde edilen komplementer hiicreler ile deneyler tekrar
edildi. Bunun yani sira, yabani tip E. coli W3110 hiicresine bos vektor de transforme edildi ve

caligmalarda kontrol olarak kullanildi.

3.6.4.1. Mutant genlerin PZR ile ¢ogaltilmasi, pLATES1 vektoriine ligasyonu

Komplementer hiicrelerin elde edilmesi i¢in yabani tip E. coli W3110 hiicresinden gen
spesifik primerler (Tablo 3.5) yardimiyla, gen bolgeleri koloni PZR ’nin reaksiyon karigimi ve
kosullar1 sirastyla Tablo 3.6 ve 3.7°de belirtildi. Tablo 3.9°da listelenen primerler pLATES1
vektoriine spesifik uclar icerecek sekilde olusturuldu ve PZR da kullanildi. Bu PZR firiinleri,

ana kromozomda mutant olan hiicrelere, ALICator LIC klonlama ve ekspresyon Kit 2
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(Thermo Fisher Scientific) kullanilarak, kit prosediiriine uygun olarak pLATES1 vektoriiyle

aktarildi. LIC yonteminin kosullar1 Tablo 3.10’da gosterildi.

Tablo 3.9. Komplementer hiicrelerin elde edilmesinde kullanilan primerler

Primerler

Dizisi (5°....... 3’%)

LIC -ompA- ileri primeri

GGTGATGATGATGATGACAAGATGAAAAAGACAGCTATCGCG

LIC -ompA- geri primeri

GGAGATGGGAAGTCATTAAGCAGCGGGGTTTTTCTAC

LIC -ompC- ileri primeri

GGTGATGATGATGACGAAAGTTAAAGTACTGTCCCTCC

LIC -ompC- geri primeri

GGAGATGGAAGTCATTAGAACTGGTAAACCAGACCCAGA

LIC -ompF- ileri primeri

GGTGATGATGATGACAAGATGATGAAGCGCAATATTCTGG

LIC -ompF- geri primeri

GGAGTGGGAAGTCATTAGAACTGGTAACGATACCCACAG

LIC -ompG- ileri primeri

GGTGATGATGATGACAAGATGAAAAAGTTATTTACCCTGTACCGC

LIC -ompG- geri primeri

GGAGATGGGAAGTCATTACGCATCTCTTATCCGGCCTACA

LIC -ompT- ileri primeri

GGTGATGATGATGAAAAGATGCGGGCGAAACTTCTGGG

LIC -ompT- geri primeri

GGAGATGGGAGTCATTAATGGCTAGTTATTCCCCGGG

LIC -lamB- ileri primeri

GGTGATGATGATGACAAGATGATGATTACTCGAAACTTCC

LIC -lamB- geri primeri

GGAGATGGGAAGTCATTACCACCAGATTTCCTCTGGGCAC

LIC -phoE- ileri primeri

GGTGATGATGATGACAAGATGAAAAAGAGCACTCTGGC

LIC -phoE- geri primeri

GGAGATGGGAAGTCATTAGGTGAAGTTAACGGCGGCGTGAG

LIC -cpxA- ileri primeri

GGTGATGATGATGACAAGATGATAGGCAGCTTAACCGCG

LIC -cpxA- geri primeri

GGAGATGGGAAGTCATTAATCAGGCATCCTGCTCAAAT

LIC -cpxR- ileri primeri

GGTGATGATGATGACAAGATGAATAAAATCCTGTTAGTTGATGATGACCG

LIC -cpxR- geri primeri

GGAGATGGGAAGTCATTAAGCCAGAAGATGGCGAAGAT

LIC -cusS ileri primeri

GGTGATGATGATGACAAGATGGTCAGTAAGCCATTTCAGCG

LIC -cusS geri primeri

GGAGATGGGAAGTCATTAAGGTATGACTATTGCGGCAC

LIC -cusR ileri primeri

GGTGATGATGATGACAAGATGAAACTGTTGATTGTCGAAG

LIC -cusR geri primeri

GGAGATGGGAAGTCATTAGCGCTGAAATGGCTTACTGA

LIC -cueR- ileri primeri

GGTGATGATGATGACAAGATGAACATCAGCGATGTAGC

LIC -cueR- geri primeri

GGAGATGGGAAGTCATTATAACCCTACATATCCGAGCC

LIC -rcnR- ileri primeri

GGTGATGATGATGACAAGATGTCTCATACAATCCGTGA

LIC -rcnR- geri primeri

GGAGATGGGAAGTCATTACGGCAGTTTTACAATCGCGT

LIC -nikR- ileri primeri

GGTGATGATGATGACAAGATGCAACGAGTCACCATCAC

LIC -nikR- geri primeri

GGAGATGGGAAGTCATTATCGTTCACCAAAGGACCCAA

LIC -zur- ileri primeri

GGTGATGATGATGACAAGATGGAAAAGACCACAACGCAGG

LIC -zur- geri primeri

GGAGATGGGAAGTCATTAGACGTGTACAAGGATGTACG

LIC - ileri primeri

TAATACGACTCACTATAGGG

LIC - geri primeri

GAGCGGATAACAATTTCACACAGG
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Tablo 3.10. LIC yonteminde ligasyon reaksiyon karigsimi ve kosullari

Bilesenler Miktar islem
5X LIC tamponu 4 ul
PZR iiriinii 10-100 ng
T4 DNA polimeraz 1l
Toplam hacim 20 pl’ye
a0 ' tamamlanir. -
Karistir ve oda sicakliginda 5 dk.
Inkiibasyon
0,5 M EDTA 0,6 ul
pLATE 51 vektori 1 ul

Karistir oda sicakliginda 15 dk.

Inkiibasyon

pLATES1 vektoriine ligasyonu gerceklestirilen her bir gen bolgesi, ilgili mutant
hiicrelere 3.6.2.4°de belirtildigi sekilde transforme edildi. Boylece elde edilen tamamlanmis
hiicrelerin 3.6.1.1°de belirtildigi sekilde koloni PZR ile dogrulamasi yapildiktan sonra

stoklanarak ¢alismalarda kullanildu.

3.7. Metallerin minimal inhibisyon konsantrasyon (MIK) ve minimal sidal

konsantrasyon (MSK) degerlerinin belirlenmesi

Biiytimede kullanilan CoCl», CuSOs, NiCl> ve ZnSO4 metallerin stok soliisyonu 0,2 M
ve CdSOs4 metalinin stok soliisyonu ise 0,02 M olacak sekilde hazirlanarak calismalarda
kullanildi. Metallerin MIK degerlerinin belirlenmesi igin tek bir bakteri kolonisi 5 ml LB
broth besiyerinde 37°C’de 18 saat ¢alkalamali inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda
bakterilerin absorbanst ODgoo nm dalga boyunda 0,1’e ayarlandi. Daha sonra steril 60 ml LB
besiyerinde 400 pl 6n bakteri kiiltiirii olacak sekilde ¢aligsma kiiltiiri hazirlandi. Bu kiiltiirden
96 kuyucuklu mikro plakaya ilk kuyucuk 180 ul diger kuyucuklar 100 pl olacak sekilde
kiiltiir eklendi. 180 pl’lik kuyucuga metal stoklarindan 20 pl eklenerek )% seri sulandirma
yapildi. Plakalar 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi ve iliremenin goriilmedigi en kiiciik
konsantrasyon, MIK degeri olarak belirlendi. Ureme gériilmeyen kuyulardan 10 pl almarak
LB agar iceren petrilere damlatildi. Ertesi gilin iireme goriilmeyen en kiiciik konsantrasyon
MSK degeri olarak belirlendi. Bu degerler ¢alismada kullanilan her bir mutant hiicre i¢in ayri

ayr1 belirlendi.
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3.8.  Porin mutantlarimin yasami iizerine metallerin etkisi

3.8.1.Bilyiime deneyleri

Yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarin her birinin kiiltiirleri 5 ml’lik Luria-Bertani
(LB) brot iceren deney tiiplerinde 37°C’de 18 saat inkiibe edildi. Elde edilen 6n kiiltiirler
kullanilarak bakterilerin yogunlugu 15 ml LB igeren erlenlerde ODgoo’de 0,005 absorbansa
ayarlandi. Hiicrelerin bir setine kontrol i¢in metal ilave edilmez iken diger setine yabani tip E.
coli W3110’a gore belirlenen MIK degerinin % kati konsantrasyonda metal ilave edildi.
Hiicreler 37°C’de 160 rpm'de 8 saat boyunca biiyiitiildii ve biliylimeleri sirasinda her iki saatte

bir 6rnek alinarak ODgoo'de elde edilen veriler ile hiicrelerin biiyiime grafikleri ¢izildi.

3.8.2.Petri damlatma deneyleri

Yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarin her biri 10 ml LB brot besiyerine ekildi ve 37
°C'de 160 rpm calkalamali inkiibatorde 18 saat biiyiitiilerek on kiiltiirleri hazirlandi. Daha
sonra bakterilerin 6n kiiltiirleri ODgoo’de 1,0 absorbansa ayarlandi. Ayarlanan bakteriler ringer
soliisyonu ile yikandiktan sonra 10'-107 oranlarinda diliisyonlar1 yapildi. Yabani tipin MIK
degeri dikkate alinarak 3 farkli konsantrasyon belirlendi ve bu miktarlarda metal iceren LB
agarlar petrilere dokiildii. Daha sonra bu petrilere bakterilerin 103-107 diliisyonlarindan 10 pl
alinarak damlatma yontemi ile ekim yapildi. Petriler, 37°C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Son
olarak, metal direncinde rolii oldugu belirlenen mutantlarin tamamlanmis hiicreleri ile

deneyler tekrarlanarak dogrulamasi yapildi.

3.9. Porin mutantlarinda metallerin meydana getirdigi biyomolekiiler

degisimler

3.9.1.Hiicrelerin biiyiitiilmesi ve toplanmasi

3.4.1 Biiylime deneylerinde belirtigi gibi hiicreler biiyiitiildii. Yabani tip E. coli
W3110 ve mutantlarin metalli ve metalsiz ortamda 37 °C’de 160 rpm’de 8 saat biiyiitiildiikten
sonra, hiicrelerden 1 ml alinarak ependorflarda toplandi. Toplanan hiicreler oda sicakliginda
10.000 g’de 10 dk santrifiijlendi. Siipernatant kismi atilarak peletler 1 ml 1X PBS ile iki kere
yikama yapildi. Yikama sonrasinda ortamdan PBS tamamen uzaklastirildi ve kullanilana

kadar peletler -80 °C’de sakland.

3.9.2.Fourier doniisiimlii kizilotesi spektrometresi (FT-IR) deneyleri ve analizi

Bakterilerin IR spektrumlari, evrensel bir ATR Miracle aksesuariyla donatilmis

Frontier FTIR Spektrometresi (PerkinElmer, ABD) kullanilarak elde edildi. Biiytitiilen hiicre
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peletleri, 100 pl saf su i¢inde yeniden siispanse edildi. Hava spektrumu, referans olarak
kullantlmistir. 10 uLL. numune bir elmas/ZnSe kristal plakaya (PerkinElmer, ABD) yerlestirildi
ve okumalar1 kaydedildi. Kontrol hiicreleri ve metale maruz kalan hiicreler, 4000 ila 650 cm’!
spektral araliginda, oda sicakliginda, 4 cm™ ¢oziiniirliikte ve 32 tarama gerceklestirilerek

incelendi. Tiim spektral analizlerde ikinci tiirev IR spektrumlari kullanilda.

3.10. Metaller ile iliskili CueR, RcnR, NikR, Zur, CpxA, CpxR, CusS ve CusR
proteinlerinin porin genlerinin ekspresyonu iizerine etkisi
3.10.1. Yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinin metal varh@inda biiyiitiilmesi

ve orneklerin toplanmasi

Yabani tip E. coli W3110 ve metaller ile iligkili genlerin mutant hiicrelerinin (cpxA,
cpxR, cusS, cusR, cueR, rcnR, nikR ve zur) her birinin kiiltlirleri 5 ml’lik Luria-Bertani (LB)
brot iceren deney tiiplerinde 37°C’de 18 saat inkiibe edildi. Elde edilen on kiiltiirler
kullanilarak bakterilerin yogunlugu 15 ml LB igeren erlenlerde ODgoo’de 0,005 absorbansa
ayarlandi. Iki set olacak sekilde hiicreler ODgoo’de 0,2-0,3 absorbansa (erken logaritmik
evresi) ulasincaya kadar 160 rpm’de 37 °C calkalamali inkiibatdrde biiyiitiildii. Biiylimeye
birakilan hiicreler istenilen absorbansa geldiginde (ODgoo’de 0,2-0,3) bir setine metal ilave
edilmezken, diger setine yabani tip E. coli W3110’a gore belirlenen metal MiK degerinin %
kat1 konsantrasyonda metal ilave edildi. 2 saat inkiibasyona birakildi. Iki saat sonunda
biiytitiilen hiicrelerden 1 ml olacak sekilde 6rnek alindi. Alinan 6rnekler 1 ml 1X PBS ile iki
kere yikama yapildi. Yikama sonrasinda ortamdan PBS tamamen uzaklastirildi ve RNA
izolasyonu yapilana kadar peletler -80 °C’de saklandi. Ayrica, yabani tip E. coli W3110 ve

mutantlarin metalli ve metalsiz ortamda 6 saatlik biiyiime grafikleri de elde edildi.

3.10.2. Total RNA izolasyonu ve cDNA eldesi

Biiylime sonucunda toplanan her bir 6rnekten ayr1 ayr1 RNA izolasyonu yapildi. RNA
izolasyonlari, ticari firmalardan temin edilen NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel) Kiti
kullanilarak elde edildi. Ardindan RNA 6rnek kalitesini iyilestirmek i¢in DNase I, RNase-free
(Thermo Fisher Scientific Inc.) ile Tablo 3.11°de belirtildigi sekilde muamele edildi. RNA
orneklerinin kalitesi ve miktar1 agaroz jel elektroforezi ve spektrofotometrik oOlgiim ile

belirlendi. En az 3 bagimsiz tekrarli olacak sekilde deneyler gerceklestirildi.
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Tablo 3.11. DNase I reaksiyon karisimi ve kosullari

Bilesenler Miktar islem
RNA 1pg

10X reaksiyon tamponu (MgCl, igeren) 1 pL

DNase I, RNase-free 1 ul (1 U)

dH,O Toplam hacim 10 pl’ye tamamlanir.

37 °C 30 dk. inkiibasyon

50 mM EDTA 1 pL

65 °C 30 dk. inkiibasyon

Porin proteinlerinin ekspresyon seviyelerini transkripsiyonel seviyede gormek igin
metalli ve metalsiz ortamlarda biiyiitillen yabani tip E. coli (W3110) ve mutantlardan elde
edilen RNA orneklerinden RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific
Scientific Inc.) kiti kullanilarak ters transkripsiyon (RT-PZR) ile cDNA’lar elde edildi. cDNA
sentezi reaksiyon karisimi ve kosullari sirasiyla Tablo 3.12 ve 3.13’°de verildi. Elde edilen
c¢DNA’lar kullanilana kadar -20°C derin dondurucuda saklandi. Elde edilen cDNA’lar Gergek
zamanli PZR (qPZR) i¢in kalip olarak kullanildi.

Tablo 3.12. cDNA sentezi reaksiyon karigimi

Bilesenler Miktar
10X RT Buffer 2,0 uL

25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 uL

10X RT Random Primers 2,0 uL

MultiScribe™ Reverse 1,0 uL
Transcriptase

dH,O 4,2 uL
RNA 10,0 pL
Toplam 20 puL

Tablo 3.13. cDNA sentezi reaksiyon kogullari

Sicakhik Zaman
1. Adim 25°C 10 dk
2. Adim 37°C 120 dk
3. Adim 85°C 5dk
4. Adim 4°C 1dk
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3.10.3. Gercek zamanh PZR (qPZR)

Gergek zamanli PZR calismalar1 RealQ Plus 2X Master Mix Green (Ampliqon) kiti
kullanilarak Agilent marka AriaMx Real-time PZR ile gerceklestirildi. Ger¢gek zamanli PZR
reaksiyon karisimi ve kosullari sirastyla, Tablo 3.14 ve 3.15’de verildi. qPZR’da, ompA,
ompC, ompF, ompG, ompT, lamB ve phoE porin genlerine ve housekeeping gen olarak Beta-
glukuronidaz (uidA) gen bolgesine spesifik olan primerler kullanildi. Caligmada kullanilan
primerlerin listesi Tablo 3.16’da gosterildi. qPZR, 95 ° C'de 15 saniye siireyle, ardindan 60 °
C'de 1 dk siireyle inkiibe edilerek 40 dongii seklinde gerceklestirildi. mRNA seviyeleri,
housekeeping gen olan Beta-glukuronidaz (uidA) (Piednoir, vd.,2018) transkriptinin mRNA
seviyelerine normalize edildi. Agilent Aria Software v1.5 yazilimi kullanilarak son
hesaplamalar Livak metoduna (Delta delta Ct) gore Excel'de yapildi. En az 3 bagimsiz tekrarh
olacak sekilde deneyler gerceklestirildi.

Tablo 3.14. Ger¢ek zamanli PZR reaksiyon karigimi

Bilesenler

Miktar

RealQ Plus 2x Master Mix

7.5 uL

10 uM ileri primer

0,5 ul (0,25 -2 ul)

10 uM geri primer

0,5 ul (0,25 -2 ul)

dH,O 5,5 puL
cDNA 1,0 uL ((~5 ng (1 — 10 ng)))
Toplam 15 uL

Tablo 3.15. Ger¢ek zamanli PZR kosullari

Sicakhik Zaman
1. Adim 95°C 15 dk
2. Adim 95°C 30 sn
3. Adim 60 °C 1 dk

Tablo 3.16. Gergek zamanli PZR’da kullanilan primerler

Primerler Dizisi (5°....... 3%)

ompA RT ileri primeri GCGTGCAGACACTAAATCCA
ompA RT geri primeri GACCGAAACGGTAGGAAACA
ompC RT ileri primeri CTACATGCGTCTTGGCTTCA
ompC RT geri primeri AATTTCAGACCTGCGAATGC
ompF RT ileri primeri GACATGACCTATGCCCGTCT
ompF RT geri primeri TATTTAAGACCCGCGAATGC
ompG RT ileri primeri CGAGGGTTATGGCGAAGATA
ompG RT geri primeri CAGGCCGAAACTGAAATCAT
ompT RT ileri primeri CGATCAGGACTGGATGGATT
ompT RT geri primeri GGAACCACCTCTGGCTGTAA
lamB RT ileri primeri TGAAGCTGGTGGTTCTTCCT
lamB RT geri primeri AGCCCTTCAGGACACTCTGA
phoE RT ileri primeri CGATATGTTCCCGGAATTTG
phoE RT geri primeri TTTTTAACGTCGCGGTTTTC
uidA RT ileri primeri CGGAAGCAACGCGTAAACTC
uidA RT geri primeri TGATGGTATCGGTGTGAGCG
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4. SONUC, TARTISMA VE ONERILER
4.1. Sonucg
4.1.1.Cahismada Kkullamlan mutantlarin ve komplementer hiicrelerin elde

edilmesi

Calismamizda kullanilan ana suslar, Japonya Genetik Ulusal Enstitlisi Keio
koleksiyonundan alimmistir. Bu koleksiyon, E. coli BW25113 tiim genlerinin nakavt
(delesyon) edilmis suslarmi igermektedir. Keio koleksiyonundan elde edilen E. coli
BW25113’dan P1 transdiiksiyon yontemi ile E. coli W3110’a aktarilarak calismalarda
kullanilmistir (Sato vd. 2000; Miller, 1992). Bu ¢alismada kullanilan E. coli W3110 porin
mutantlar1 (ompA ompC, ompF, ompG, ompT, lamB ve phoE) 2015-01. BSEU.04-02 nolu,
W3110 cpxA ve W3110 cpxR mutant hiicreleri 2012-02.BIL.04-01 nolu ve W3110 cusS ve
W3110 cusR mutant hiicreleri TUBITAK 1002 kodlu 113T003 nolu projelerimizde elde
edilmistir. Bu ¢alismalarda kullanilan ve Tablo 3.1°de belirtilen yabani tipi E. coli W3110 ve
mutant hiicreler su an da bdliimiimiiziin mikroorganizma koleksiyonunda %20 gliserol
(Merck) iceren Luria-Bertani (LB) brothda (Merck) stoklanarak -80 °C derin dondurucuda

saklanmaktadir.

Calismada kullanilan E. coli W3110 ve mutant suglar -80 °C derin dondurucudan
alimarak taze besiyerinde canlandirildi. Daha sonra bu bakterilerin antibiyotik direng
kasetlerinin kontrolil, ilgili gene spesifik ileri ve geri primerleri, Evrensel K1 geri primeri ve
gen spesifik ileri primerleri kullanilarak yapilan koloni polimeraz zincir reaksiyonu (koloni
PZR) ile saglanmistir (Sekil 4.1-4.5). Sekil 4.1°de goriildiigii gibi, ompA nakavt mutantinin
kontrolii i¢in f-r primerleri kullanilarak yapilan PZR sonucu 1-2 nolu kuyucuklarda ve f-k1
primerleri kullanilarak yapilan PZR sonucu 3 nolu kuyucukta verilmis olup belirlenen
biiytikliikler E. coli W3110 f-r (1) i¢in 1328 bg, ompA nin f-r (2) i¢in 1501 bg iken f-k1 (3)
icin 689 b¢ biiylikligiindedir. Ayni sekilde ompC’nin kontrolii i¢in yapilan PZR sonucu E.
coli W3110 f-r (4) i¢in 1373 bg, ompC 'nin f-r (5) icin 1483 bg iken f-k1 (6) i¢in 597 bg¢’dir.
ompF’nin kontrolii i¢in yapilan PZR sonucu E. coli W3110 f-r (7) i¢in 1436 bg, ompF 'nin f-r
(8) icin 1561 bg iken f-k1 (9) i¢in 661 bg¢’dir. ompG’nin kontrolii i¢in yapilan PZR sonucu E.
coli W3110 f-r (10) i¢in 1312 bg, ompG nin f-r (11) i¢in 1620 bg iken f-k1 (12) i¢in 691
be’dir.
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Sekil 4.1. Yabani tip E. coli ve ompA, ompC, ompF ve ompG mutantlarinin ileri (F)-geri (R) ve F-
Kanamisin geri (K1) primerleri ile elde edilen PZR {iriinlerinin jel elektroforezi goriintiisii.

M: Marker, 1: W3110-(ompA/F-R), 2: ompA::km-(ompA/F-R), 3: ompA::km-(ompA/F-K1), 4: W3110-(ompC/F-
R), 5: ompC::km-(ompC/F-R), 6: ompC::km-(ompC/F-K1), 7: W3110-(ompF/F-R), 8: ompF::km-(ompF/F-R),
9: ompF::km-(ompF/F-K1), 10: W3110-(ompG/F-R), 11: ompG::km-(ompG/F-R), 12: ompG::km-(ompG/F-K1)

Sekil 4.2°de goriildiigii gibi, ompT’nin kontrolii i¢in yapilan PZR sonucu E. coli
W3110 f-r (1) i¢in 1360 bg, ompT nin f-r (2) i¢in 1620 bg iken f-k1 (3) i¢in 740 bg’dir.
lamB’nin kontrolii i¢in yapilan PZR sonucu E. coli W3110 f-r (4) i¢in 1539 bg, lamB 'nin f-r
(5) icin 1412 bg iken f-k1 (6) i¢in 605 bg¢’dir. Son olarak, phoE nakavt mutantinin kontrolii
icin yapilan PZR sonucu E. coli W3110 f-r (7) i¢in 1393 bg, phoE nin f-r (8) i¢in 1551 bg
iken f-k1 (9) i¢in 701 b¢’dir.
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Sekil 4.2. Yabani tip E. coli ve ompT, lamB ve phoE mutantlarinin F-R ve F-K1 primerleri ile elde
edilen PZR fiirtinlerinin jel elektroforezi goriintiisii.
M: Marker, 1: W3110-(ompT/F-R), 2: ompT::km-(ompT/F-R), 3: ompT::km-(ompT/F-K), 4: W3110-(lamB/F-
R), 5: lamB::km-(lamB /F-R), 6: lamB::km-(lamB/F-K), 7: W3110-(phoE/F-R), 8: phoE::km-(phoE/F-R), 9:
phoE::km-(phoE/F-K)
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Calismada kullanilmak {izere, tek gen delesyon yontemiyle elde edilen cueR, rcnR,
nikR ve zur genlerinin nakavt edilmesi sonucunda olusan hiicrelerin dogrulamasi, koloni PZR
yontemi ile yapildi. Gen spesifik geri (r) ve gen spesifik ileri (f) primerleri kullanilarak
yapilan koloni PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii Sekil 4.3’de gosterildi. cueR::cm igin
elde edilen PZR iirlinlerinden 1. kuyucukta W3110’dan cueR(f-r) primerleri kullanilarak
yapilan PZR iiriinii 2-5’e¢ kadar olan kuyucuklarda ise elde edilen farkli cueR nakavt
hiicrelerin PZR iirtinleri yer almaktadir. Diger genler i¢in de benzer siralama yapilmistir. Sekil
4.4°de goruldigi gibi, W3110°’nun cueR(f-r) primerleri kullanilarak PZR {iriiniiniin
biytikligii 825 be (1), farklt cueR::cm mutantlarin cueR(f-r) primerleri kullanilarak PZR
triininiin  buyiikligi 1524 bg (2-5), W3110’nun nikR(f-r) primerleri kullanilarak PZR
irlinlintin biiytikligii 830 be (6), farkli nikR::cm mutantlarin nikR (f-r) primerleri kullanilarak
PZR {iriiniiniin biyiikliigi 1580 bg (7-10), W3110’nun renR(f-r) primerleri kullanilarak PZR
triininiin  biyiikligii 698 be (11), farkli renR::cm mutantlarin renR  (f-r) primerleri
kullanilarak PZR iiriinliniin biiytkligi 1452 bg (12-15), W3110’nun zur(f-r) primerleri
kullanilarak PZR iirlinliniin biytikligii 1008 be (16), farkli zur::cm mutantlarin zur (f-r)
primerleri kullanilarak PZR {iriiniintiin biytikligi 1571 be¢ (17-20)’dir. Calisma sirasinda
birden fazla mutant elde edilmis olup, bunlarin en verimli sekilde ¢ogalanlarindan biri
secilerek calismalarda kullanildi. Jellerde elde edilen bantlar beklenen biiytikliiklerde oldugu

i¢cin mutantlarin dogru ve ¢alisir durumda oldugu tespit edildi.

I 23 4 5867 8 9 101112 137141516 17 18 19 20

Sekil 4.3. Yabani tip E. coli ve mutantlarinin F-R primerleri ile elde edilen PZR {iriinlerinin jel
elektroforezi goriintiisii.

M: Marker, 1: W3110-(cueR/F-R), 2-5: cueR::cm-(cueR /F-R), 6: W3110-(rcnR/F-R), 7-10: rcnR::cm-(rcnR/F-
R), 11: W3110-(nikR/E-R), 12-15: nikR::cm-( nikR/F-R), 16: W3110-(zur/F-R), 17-20: zur::cm-( zur/F-R)

Tamamlama testlerinde elde ettigimiz mutantlarin, her birine ayr1 ayr ilgili genleri
iceren pLATES1 vektori transforme edilerek komplement hiicreleri elde edildi.

Transformasyon sonrasinda olusan komplement hiicrelerin uygun antibiyotik kontroliiniin
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ardindan, pLATES1 vektoriine spesifik ileri (LIC-F) ve geri (LIC-R) primerleri kullanilarak
koloni polimeraz zincir reaksiyonu (koloni PZR) ile dogrulamasi yapildi. Sekil 4.4’de
goriildigi gibi, ompA komplement hiicresinden elde edilen PZR iirtinlerinin buiyiikligii 1307
bg, ompC igin 1370 bg, ompF i¢in 1355 b, ompG igin 1172 bg, ompT igin 1220 bg, lamB igin
1607bg ve phoE igin ise 1322 b¢’dir.

Sekil 4.4. Elde edilen porin mutantlariin komplement hiicrelerin pLATES1 plazmitine 6zgii
primerler Ligasyon ileri (LIC F)- ligasyon geri (LIC R) ile elde edilen PZR firiinlerinin jel
elektroforezi goriintiisii.

M: Marker, 1: ompA::km pLATES1::0mpA, 2: ompC::km pLATES1::0mpC 3: ompF::km pLATES1::ompF 4:
ompG::km pLATES::0mpG 5: ompT::km pLATES1::ompT, 6: lamB::km pLATES1::lamB, 7: phoE::km
pLATES!1::phoE

Yukarida elde edilen cueR, rcnR, nikR ve zur genleri nakavt olan hiicrelerin
komplementlerinin dogrulanmasi koloni PZR ile pLATES1 vektoriine spesifik ileri (LIC-F)
ve geri (LIC-R) primerleri kullamilarak yapildi. Sekil 4.5°’de goriildigii gibi, cueR
komplement hiicresinden elde edilen PZR {iriinlerinin biiyiikliigii 752 bg, renR igin 564 be,
nikR i¢in 754 bg, ve zur i¢in ise 965 bg’dir. Sonug olarak, jeldeki bant biiylikliigiine gore,
hiicrelere transformasyon ile plazmitlerin aktarilabildigi ve komplement hiicrelerin uygun

sekilde elde edildigi dogrulandi.
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Sekil 4.5. Elde edilen cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinin komplement hiicrelerin pLATES1
plazmitine 6zgii primerler (LIC F-R) ile elde edilen PZR iiriinlerinin jel elektroforezi goriintiisii

M: Marker, 1: cueR::cm pLATES1::cueR, 2: rcnR::cm pLATES1::rcnR 3: nikR::cm pLATES1::nikR 4: zur::cm
pLATES1::zur
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4.1.2.Calismada kullanilan yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarin biiyiime
grafigi

Calismada kullanmak i¢in elde edilen porin mutant hiicrelerinin optimum kosullar
altinda (metalsiz, 37°C ve 160 rpm’de calkalama) 6 saatlik biiyiimeleri izlendi. Sekil 4.6’da
da gorildiigi iizere, elde edilen mutantlarin biiylimelerinin yabani tip E. coli W3110°dan
farkli olmadig1 belirlendi.
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Sekil 4.6. Yabani tip E. coli W3110, porin mutant suslarin ve bu mutantlarin komplement
hiicrelerinin metalsiz ortamdaki biiyiime grafigi

4.1.3. Kadmiyum (Cd) stresi
4.1.3.1. Cd metalinin minimal inhibisyon konsantrasyon (MiK) ve minimal

sidal konsantrasyon (MSK) degerleri

Biiytime deneylerinde kullanilacak olan metal miktarinin belirlenebilmesi i¢in, yabani
tip ve porin mutantlarinin iizerine metallerin minimal inhibisyon konsantrasyon (MiK) ve
minimal sidal konsantrasyon (MSK) degerleri belirlendi. Elde edilen MIK ve MSK degerleri
Tablo 4.1°de gosterildi. Yabani tip E. coli W3110’a (288,57 ng/ml) gore, mutant suglarin
kadmiyum metalinin MIK degerleri arasinda ompC mutant1 hari¢ diger mutantlarda bir
direnglilik goriiliirken (384,76 pg/ml) MSK degerlerine gore ompA ve ompC mutantlar
(swrasiyla 577,13 ve 384,76 npg/ml) duyarlilik kazanmistir. Deneyler benzer sekilde

mutantlarin komplement hiicreleriyle de gergeklestirildi. Sonuglar ise yabani tip E. coli
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W3110 ile benzerlik gosterdi. Calismada yapilan biitiin deneyler en az {i¢ tekrar olacak

sekilde yapildi ve ortalamalar1 alinarak degerler belirlendi.

Tablo 4.1. E. coli W3110, porin mutantlarinin ve bu mutantla}rln komplement hiicrelerinin iizerine
kadmiyum metalinin minimal inhibisyon konsantrasyon (MIK) ve minimal sidal konsantrasyon

(MSK) degerleri
Suslar MIK (pg/ml) | MSK(png/ml)
W3110 288,57 769,51
ompA::km 384,76 577,13
ompA::km pLATES1::0mpA 288,57 769,51
ompC::km 288,57 384,76
ompC::km pLATES1::0mpC 288,57 769,51
ompF::km 384,76 769,51
ompF::km pLATES1::ompF 288,57 769,51
CdSO4*8H,0
ompG::km 384,76 769,51
ompG::km pLATES1::0mpG 288,57 769,51
ompT::km 384,76 769,51
ompT::km pLATES1::ompT 288,57 769,51
lamB::km 384,76 769,51
lamB::km pLATES1:: lamB 288,57 769,51
phoE::km 384,76 769,51
phoE::km pLATES1:: phoE 288,57 769,51

4.1.3.2. Cd metalinin biiyiime iizerine etkisi

Kadmiyum metali varliinda porin genlerinin roliiniin belirlenmesi i¢in ilk olarak
biiyime deneyi gerceklestirildi. Bu deneyler sonucunda, yabani tip E. coli W3110’a gore
ompA ve ompC mutantlar1 kadmiyum metaline kars1t duyarlilik gosterdi (Sekil 4.7).
Kadmiyum metalinin biiyiime iizerine etkisi, yabani tip E. coli W3110’un kadmiyum MIK
degeri dikkate alinarak belirlenen, farkli konsantrasyonlarda kadmiyum iceren petrilerde
yapilan yasam deneyi ile belirlendi. Bu sonuglara gore, ompC mutanti kadmiyum metaline
karst duyarli iken ompG ve lamB mutantlar1 yabani tip E. coli W3110’a gore daha direnglidir
(Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. Yabani tip E. coli W3110, ompA ve ompC mutant suslarin ve bu mutantlarin komplement
hiicrelerinin Cd metali varliginda biiylime grafigi.
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Sekil 4.8. Yabani tip E. coli W3110, porin mutant suslarin ve bu mutantlarin komplement
hiicrelerinin Cd metali varliginda petride yasam deneyi.

4.1.3.3. Cd metali varhginda porin genlerinin transkripsiyonel sentez seviyesi

Calismada Cd metalinin porin genlerinin transkripsiyonel sentezine etkisi, ilk olarak
yabani tip E. coli W3110’da belirlendi. Sekil 4.9°da goriildiigi gibi, ompA (0,78) hari¢ diger
tiim porin genlerinin sentezindeki degisim istatistiksel olarak anlamli bulundu. Metalsiz

ortamda yabani tip E. coli W3110°da sentezlenen porin genlerine (1,0) gore, Cd metali
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uygulanmig yabani tip E. coli W3110°da ompT (0,13), ompC (0,22), lamB (0,38) ve ompF
(0,46) porin genlerinin sentezi azalirken phoE (2,09) ve ompG (5,86) genlerinin sentezi
artmaktadir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Kadmiyum stresine maruz kalan ve kalmayan (kontrol) yabani tip E. coli W3110
hiicrelerinde porin genlerinin transkripsiyonel sentez seviyesi.

4.1.3.3.1. ompA geninin sentezinde CueR, RenR, NikR ve Zur’un rolii

Kadmiyum stresi varliginda, istatiksel olarak énemli bulunmasa da yabani tip E. coli
W3110’da ompA (0,78) geninin sentezi azalmaktadir. Metal homeostazinda gorevli temel
genlerin bu azalistan sorumlu olup olmadigi arastirildi. Yapilan c¢aligmalar sonucunda,
metalsiz ortamda, cueR (0,04), rcnR (0,04), nikR (0,07) ve zur (0,24) genleri mutant
hiicrelerindeki ompA geninin sentezinde Onemli oranda azalma goriildii. Bu azalma bu
proteinlerin metalsiz ortamda ompA sentezinde énemli bir rolii oldugunu gosterdi. Ortama Cd
ilave edildiginde cueR, rcnR, nikR ve zur genlerinin ompA tizerindeki etkisi degismemistir.
Bu durum, bu proteinlerin ompA Tlzerindeki etkisinin metalden bagimsiz oldugunu
gostermektedir. Sonug¢ olarak, metal ilave edildiginde, ompA geninin kismen azalmasini
saglayan CueR, RcnR, NikR ve Zur proteinleri disinda farkli bir diizenleyici bulunmaktadir
(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Cd iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda
ompA geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.3.3.2. ompC geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Kadmiyum stresi varliginda yabani tip E. coli W3110°da en fazla baskilanan porin
proteinlerinden birisi ompC (0,22) genidir. Metalsiz ortamda yabani tip E. coli W3110 (1) ile
karsilastinlldiginda, cueR (0,11), rcnR (0,36) ve nikR (0,45) genlerinin yoklugunun ompC
sentezinde rolii oldugu belirlenirken zur geninin hem metalli (0,22) hem de metalsiz ortamda
(1,22) bir etkisinin olmadig goriildii. Cd varliginda, yabani tip E. coli W3110’da belirlenen
ompC geninin (0,22) sentezindeki azalmanin, cueR (0,06) ve rcnR (0,03) genlerinin
yoklugunda da benzer sekilde goriilmesi, bu proteinlerin ompC geninin sentezinde metalden
bagimsiz rol oynadigini gosterdi. NikR proteininin yoklugunun ise Cd yoklugunda ompC’nin
sentezi lizerinde onemli baskilamaya neden oldugu goriildii. Ancak, Cd varliginda ompC
geninin sentezinde bir baskilanma goriilmemesi, ompC genin sentezinde farkl bir diizenleyici

oldugunu gosterir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Cd iyonlar1 varliginda ve yoklugunda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve
zur mutantlarinda ompC geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.3.3.3. ompkF geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Metalsiz ortamda yabani tip E. coli W3110°da 1,0 olarak belirlenen ompF geninin
sentezi zur mutantinda degisim gostermezken cueR (0,09), rcnR (0,33) ve nikR (0,34)
mutantlarinda olduk¢a baskilanmaktadir. Kadmiyum stresi varliginda yabani tip E. coli
W3110°da ompF (0,46) geninin sentezi azalmaktadir. Ancak Cd iyonlarinin etkisi ile
gerceklesen bu azalmanin, renR ve zur mutantlarinda goriilmesi bu proteinlerin ompF geninin
sentezi lizerinde bir roliiniin olmadigini gosterir. Ortama Cd ilave edildiginde, cueR nin
nakavt edilmesi ompF nin sentezinde degisiklige neden olmazken, nikR mutantinda ise
ompF nin sentezi artig gosterdi. Bu sonuclara gore, cueR nin mutant olmasi metale bagl
ompF geninin sentezinde farkli bir diizenleyicinin rolii oldugunu gosterirken, nikR nin mutant

olmasi diizenleyici proteinin NikR oldugunu gosterir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Cd iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda
ompF geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.3.34. ompG geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110°a (1,0) gore kadmiyum stresi altinda en fazla artan ompG
(5,86) genidir. Metalsiz ortamda cueR (10,45), rcnR (11,22), nikR (7,63) ve zur (4,67)
genlerinin olmamasi ompG geninin sentezini oldukca arttirmaktadir. Bu durum, metalsiz
ortamda cueR, rcnR, nikR ve zur genlerinin ompG gen sentezinin baskilanmasindan sorumlu
oldugunu gosterir. Ortama Cd ilave edildiginde, yabani tip E. coli W3110°da gbdzlemlenen
ompG geninin yaklagik 5,5 kat’hk artisi, cueR ve rcnR nakavt hiicrelerinde gozlenmedi.
Dolayistyla, CueR ve RcnR proteinlerinin Cd etkisi ile artan ompG’nin sentezinde rolii
olmadig, farkli bir diizenleyici tarafindan regiile edildigi tespit edildi. nikR ve zur mutant
hiicrelerde Cd varliginda ompG nin sentezi artmak yerine baskilanmaktadir. Bu durum Cd
varliginda 6nemli derecede artan ompG’nin sentezinde, NikR ve Zur proteinlerinin 6nemli bir

rol oynadigimi gostermektedir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Cd iyonlar varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda
ompG geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.3.3.5. ompT geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Kadmiyum stresi altindaki yabani tip E. coli W3110da en fazla baskilanan gen ompT
(0,13)’dir. Metalsiz ortamda cueR (0,12), rcnR (0,59) ve nikR (0,56) mutantlarinda yabani tip
E. coli W3110’a (1,0) gore ompT geninin sentezi baskilanirken, zur (3,95) mutantlarinda ciddi
bir artis meydana geldigi tespit edildi. Cd yoklugunda, basta cueR olmak {izere rcnR ve nikR
proteinlerinin ompT gen ifadesinde, Zur regiilatoriiniin ise ompT ifadesinin baskilanmasinda
o6nemli oldugunu soyleyebiliriz. Cd iyonlarinin ortama eklenmesi ile baskilanan ompT geninin
sentezi rcnR (0,14) ve zur (0,33) mutantlarinda da azalma seklinde belirlendi. RcnR ve Zur
proteinlerinin ompT tlizerindeki rolii, metalden bagimsizdir. Bununla birlikte, Cd iyonlarinin
eklenmesi sonucunda cueR (0,44) ve nikR (0,65) mutantlarinda ompT nin ifadesi artmistir
(Sekil 4.14). Boylece, ompT nin ifadesinin Cd iyonlar1 varliginda baskilanmasindan CueR ve

NikR proteinlerinin rol oynadig1 belirlendi.
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Sekil 4.14. Cd iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda
ompT geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::renR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.3.3.6. lamB geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110’a kadmiyum ilave edilmesi sonucunda baskilanan bir diger
porin ise lamB (0,38)’dir. Kadmiyum yoklugunda, cueR (0,18), rcnR (0,13), nikR (0,17) ve
zur (0,10) mutantlarinda yabani tip E. coli W3110’a gore yaklasik 10 kat bir baskilanma
goriildii. Bu baskilanmanin, cueR, rcnR ve zur mutantlarinda, Cd iyonlarinin ilave edilmesi ile
de devam ettigi belirlendi. CueR, RcnR ve Zur proteinleri metalden bagimsiz olarak lamB
geninin ifadesini degistirmektedir. nikR mutantlarinda ise Cd iyonlarinin etkisi ile lamB gen
ifadesinde ~5 kat (4,87) artis oldu. Bu artig, Cd varligindaki lamB geninin baskilanmasindan

NikR proteininin sorumlu oldugunu gosterir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Cd iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda
lamB geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.3.3.7. phoE geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110’da kadmiyum stresi ile artig gosteren ikinci porin ise phoE
(2,09) olarak belirlendi. ompG geninde oldugu gibi, metalsiz ortamda cueR (3,71), rcnR
(4,26), nikR (3,56) ve zur (3,46) mutantlarinda goézlemlenen phoE geninin sentezi de dnemli
Ol¢iide artmaktadir. Bu artis, yabani tip E. coli W3110’da Cd iyonlar1 yoklugunda, CueR,
RenR, NikR ve Zur proteinlerinin phoE geninin sentezini baskiladigini gosterir. Cd ortama
eklendiginde, cueR ve rcnR mutantlarinda degisim gozlenmezken, nikR (1,55) ve zur (1,67)
mutantlarinda 2 kat’hik baskilama gozlendi. Sekil 4.16’ya gore, CueR ve RenR proteinlerinin
phoE iizerindeki rolii metalden bagimsiz iken, NikR ve Zur proteinlerinin Cd iyonlar

varliginda phoE gen ifadesinin artmasinda rol oynadig1 sdylenebilir.
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ekil 4.16. Cd iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda
y g y p
phoE geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.34. Cd metalinin porin mutantlarinda (ompA, ompC, ompF, ompG,
ompT, lamB ve phoE) meydana getirdigi biyomolekiiler degisiklikler

Metallerin porin mutantlarinda meydana getirdigi biyomolekiiler degisiklikler ATR-
FTIR spektroskopisi kullanilarak aydinlatildi. Metale maruz kalmamis (kontrol grubu) ve
maruz kalmis yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin spektrumlari, tim IR
bolgesinde (4000-650 cm™!) incelendi. Tespit edilen spektral bantlar, membran lipidleri (3100-
2800 cm™), parmak izi (karma bolge: yag asitleri, proteinler ve lipid /1800-1400 cm™),
niikleik asitler (1250-1200 cm™) ve polisakkaritler (1100-1000 cm™) olmak iizere 4 ana
bolgede analiz edildi.

Membran lipidleri (3100-2800 cm™); Bu bolgenin karsilastirilmas: sonucunda
onemli degisim gosteren 9 adet spektrum bandi belirlenmistir. Bu bantlardan 2994, 2982 ve

2964 bantlari, metil gruplarindan C—H'nin asimetrik gerilme titresimi olarak tanimlanirken,
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2947, 2938, 2916, 2907 ve 2897 cm! bantlar1 total lipit molekiillerini (CH> anti simetrik, CH>
simetrik gerilmesi, CH3 anti simetrik) temsil etmektedir. Bu alana genel anlamda bakildiginda
Cd iyonlarina maruz kalan yabani tip E. coli W3110 ile kontrol grubu yabani tip E. coli
W3110 arasinda 6nemli bir fark goriilmese de porin mutantlarinda total lipit miktarinin arttig

belirlendi (Sekil 4.17).

agr
2000 2980 2980 2940 2320 2500 2880 2870

Sekil 4.17. 3100-2800 cm ! araligindaki spektral bantlar i¢in, Cd iyonlarinin varliginda yabani tip E.
coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Cd iyonlarimin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Cd iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Cd iyonlarinin varliginda farkli E. coli porin mutantlari.

Bakteriyel yag asitleri (1800-1700 cm™); Yogun olarak trigliseritleri (TG'ler)
(lipitlerin C=0O germe modu) igeren bu bolge karma bolge olarak da nitelendirilmektedir.
Genel olarak, Cd iyonlarin varliginda ve yoklugunda yabani tip E. coli W3110 hiicrelerinin
burada temsil edilen molekiillerin miktarlarinda degisim goriilmezken porin mutantlarinda
yuksek bir artis tespit edildi. Bu bolgede toplam 7 spektral bant incelendi ve Cd iyonlarinin

! spektral bandmni temsil eden C-H biikme

etkisi ile porin mutantlarinda sadece 1768 cm’
aromatik halka yapilarinda azalma tespit edildi. Belirlenen 1761 (alifatik grup,
hidrokarbonlar), 1753 (yag asitleri), 1733 (lipit esterlerinin), 1724 (polyester depolayan
bilesikler), 1715 (fosfolipitlerin C=0 gerilmesi) ve 1705 cm™! (C=0O timin) spektral bantlarini

belirten molekiiller de ise artis gortildii (Sekil 4.18).

Bakteriyel proteinler Amid I Bolgesi (1700-1600 cm™'); Bu bolgede genel olarak
yabani tip E. coli W3110°da hem kadmiyum metalinin varliginda hem de yoklugunda

belirlenen 7 farkli spektral bandi temsil eden molekiillerin benzer profil sergiledigi belirlendi.
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Cd iyonlarina maruz birakilan yabani tip E. coli W3110 ile porin mutantlarinin
karsilastirilmast sonucunda, bolgedeki 1682 (Adenin), 1660 (Amide I bant) ve 1652 (a-sarmal
yapilariin bir 6zelligi olan C-O'nun gerilme) bantlarinin temsil ettigi molekiillerin porin
mutantlarinda artarken, 1637 (B-tabaka yapilar1) ve 1619 cm! (Fenil halkasinin C-C
gerilmesi) spektral bantlarini belirten -tabaka yapilarinin azaldig goriildi (Sekil 4.19).

A2 1760 1740 1720 1700 1697

Sekil 4.18. 1800-1700 cm™' araligindaki spektral bantlar i¢in, Cd iyonlarinin varliginda yabani tip E.
coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Cd iyonlarimin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Cd iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Cd iyonlarinin varliginda farkli E. coli porin mutantlart.

1694 1680 1660 1640 1620 1614
cm-1

Sekil 4.19. 1700-1600 cm™!' araligindaki spektral bantlar igin, Cd iyonlarimin varliginda yabani tip E.
coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Cd iyonlariin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmiz1 ¢izgi: Cd iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri ¢izgiler: Cd iyonlarmin varliginda farkli E. coli porin mutantlari.
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Bakteriyel proteinler Amid II Bolgesi (1600-1400 cm™); Yabani tip E. coli W3110
hiicrelerinin Cd varliginda ve yoklugunda belirlenen 1562 (aromatik halkalardan uzanan C-
C), 1535 (%60 N—H biikiilme,%40 C—N esneme), 1475 (Lipitlerde metilen zincirlerinin
CH: biikiilmesi) ve 1459 cm™! (CH; biikiilme titresimi) bant yapilarinda énemli bir farklilik
goriilmedigi, 1554 (CH3 asimetrik), 1543 (N-H biikiilmesi), 1523 (C=N, C=C esnemesi) ve
1502 cm™ (Fenil halkalarindan diizlem i¢i CH biikiilme titresimi) bantlarina karsilik gelen
proteinlerin yogunlugunun ise Cd varligindaki yabani tip E. coli W3110’da arttig1 belirlendi.
Cd varliginda, porin genlerinin olmamasinin hiicrede 1562 (C-C germe titresimi) ve 1523 cm”

! (C=N germe titresimi) bantlarinda artisa sebep oldugu tespit edildi (Sekil 4.20).

0,10
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Sekil 4.20. 1600-1400 cm™' araligindaki spektral bantlar i¢in, Cd iyonlarinin varliginda yabani tip E.
coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Cd iyonlarimin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Cd iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Cd iyonlarinin varliginda farkli E. coli porin mutantlart.

Niikleik asit bélgesi (1250-1200 cm™); Bu bolgede belirlenen 1246 cm™ (gerilen PO.
» simetrik titresim, Fosfat I), 1237 cm™ (PO’  anti simetrik esneyen, DNA’nin A formu) ve
1213 cm™ (DNA’nm Z formu) bantlar1 simgeleyen molekiillerin Cd iyonlarinm varliginda
hem yabani tip E. coli W3110’da hem de E. coli porin mutantlarinda arttig1 belirlendi. Buna
kars1 olarak 1225 cm™ bant1 gésteren DNA’nm B formunun (DNA ve RNA'daki fosfodiester
baglantilarinin fosfat gruplarinin asimetrik gerilmesi) yogunlugu Cd iyonlarmin etkisi ile
yabani tip E. coli’de degismez iken, porin mutantlarinda belirgin bir azalma goriildii. Bu
durum, Cd varliginda porin mutantlarinda DNA’nin B formunun azalarak A ve Z formuna

doniistiiglini gosterir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. 1250-1200 cm! araligindaki spektral bantlar igin, Cd iyonlarimin varliginda yabani tip E.
coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Cd iyonlarmin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Cd iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Cd iyonlarinin varliginda farkli E. coli porin mutantlari.

Bakteriyel Polisakkaritler (1100-1000 cm™); Yabani tip E. coli W3110’un
kadmiyum metali varliginda ve yoklugunda bu boélgedeki bandi temsil eden molekiillerde
onemli bir farklilik goriilmedi. Ancak, Cd iyonlar1 varliginda porin genlerinin herhangi birinin
yoklugunun 1094 (polisakkaritler-seliiloz), 1071 (Mannoz ve mannoz-6-fosfat), 1062 (C-O
germe), 1032 (kolajen) ve 1023 cm™ (Glikojen) bantlarini isaret eden molekiillerde énemli

Olciide artisa sebep oldugu belirlendi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. 1100-1000 cm™' araligindaki spektral bantlar i¢in, Cd iyonlarinin varliginda yabani tip E.
coli W3110 ve porin mutantlarmin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Cd iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Cd iyonlarinin varlifinda yabani
tip E. coli W3110. Gri ¢izgiler: Cd iyonlarimin varliginda farkli E. coli porin mutantlari.

65



4.14. Kobalt (Co) stresi
4.14.1. Co metalinin minimal inhibisyon konsantrasyon (MiK) ve minimal

sidal konsantrasyon (MSK) degerleri

Yabani tip E. coli W3110’nun kobalt metaline karsi elde edilen MIK degeri 297,41
png/ml olup, mutant suslar arasinda bir farklilik gézlenmedi. Ancak MSK degerleri yabani tip
E. coli W3110 (446,12 ng/ml) ile karsilastirildiginda, ompF (1784,48 ng/ml), ompT (892,24
ug/ml) ve phoE (892,24 pg/ml) mutantlarinin kobalt metaline karsi daha direngli oldugu
belirlendi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. E. coli W3110, porin mutantlarinin ve bu mutantlarin komplement hiicrelerinin {izerine
kobalt metalinin MiK ve MSK degerleri

Suslar MIK MSK (ug/ml)
(ng/ml)
W3110 297,41 446,12
ompA::km 297,41 446,12
ompA::km pLATES1::ompA 297,41 446,12
ompC::km 297,41 446,12
ompC::km pLATES1::0ompC 297,41 446,12
CoCL*6H0 o Fkom 297,41 1784,48
ompF::km pLATES1::ompF 297,41 446,12
ompG::km 297,41 446,12
ompG::km pLATES1::o0mpG 297,41 446,12
ompT::km 297,41 892,24
ompT::km pLATES1::ompT 297,41 446,12
lamB::km 297,41 446,12
lamB::km pLATES1:: lamB 297,41 446,12
phoE::km 297,41 892,24
phoE::km pLATES1:: phoE 297,41 446,12
4.14.2. Co metalinin biiyiime iizerine etkisi

Kobalt metalinin sivi besiyerinde ¢ogalma {iizerine etkisi incelendiginde porin
mutantlarinin yabani tip E. coli W3110’dan farkli olmadig1 belirlendi ve Sekil 4.23’de
gosterildi. Kobalt metalinin petrilerde yapilan yasam deneyi sonuglarinda ise ompF ve phoE

mutantlarinda yabani tip E. coli W3110’a gore bir kademe direnglilik gdzlendi (Sekil 4.24).
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Sekil 4.23. Yabani tip E. coli W3110 ve biitiin porin mutant suslarinin Co metali varliginda biiytime
grafigi

],4 mM Co ]’2 mM Co

W3110 W3110

ompA::km ompC::km
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W3110 W3110
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W3110
phoE::km pLATES1::phoE

lamB::km

Sekil 4.24. Yabani tip E. coli W3110, porin mutant suslarin ve bu mutantlarin komplement
hiicrelerinin Co metali varliginda petride yasam deneyi.

4.1.4.3. Co metali varhginda porin genlerinin transkripsiyonel sentez

seviyesi

Calismada Co stresi altinda yabani tip E. coli W3110’daki porin genlerinin
transkripsiyonel seviyedeki sentezi Sekil 4.25°de gosterildi. Buna gore, ompF hari¢ biitiin
porin genlerinin Co iyonlar1 varligindaki degisimleri istatistiksel olarak 6nemli bulundu.
Genel olarak, yabani tip E. coli W3110°da Co varliginda ompA (0,02), ompC (0,04), ompT
(0,20) ve lamB (0,23) porin genlerinin sentezi azalirken ompG (16,31) ve phoE (3,40)

genlerinin sentezi artmaktadir.
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Sekil 4.25. Kobalt stresine maruz kalan ve kalmayan (kontrol) yabani tip E. coli W3110 hiicrelerinde

porin genlerinin sentez seviyesi.

4.1.4.3.1. ompA geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110°da Co metali varliginda en fazla baskilanan gen ompA
(0,02)’dir. Ortama Co metali ilave edildiginde, yabani tip E. coli W3110’da belirlenen
yaklasik 50 kathk azalma, cueR (0,02), rcnR (0,03) nikR (0,04) ve zur (0,02) mutant
hiicrelerinde belirlenmedi. Sonuglar, Co varliginda 6nemli miktarda baskilanan ompA geninin
kontroliinde, CueR, RcnR, NikR ve Zur proteinlerinin roliiniin olmadig1 ve ifadesinin farkli

bir diizenleyici tarafindan baskilandig: tespit edildi (Sekil 4.26).
4.1.4.3.2. ompC geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110 hiicrelerinde kobalt stresi altinda onemli derecede
baskilanan bir diger gen ompC (0,04) genidir. Kobalt varliginda ompC geninin ifadesindeki
bu azalis, cueR (0,07), renR (0,07) ve zur (0,03) genlerinin yoklugunda goriilmedi. Ancak
nikR mutantinda (0,27) ise ompC nin ifadesinde énemli bir artis belirlendi. Bu durum, CueR,
RenR ve Zur proteinlerinin Co varliginda ompC’nin ifadesi lizerindeki roliiniin metalden
bagimsiz oldugunu gosterirken, NikR proteinin ise dogrudan ompC ifadesinin

baskilanmasindan sorumlu oldugunu gosterdi (Sekil 4.27).
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Sekil 4.26. Co iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda
ompA geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)
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Sekil 4.27. Co iyonlari varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda
ompC geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::renR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)
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4.1.4.3.3.

ompkF geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110 hiicrelerinde ortama Co ilave edilmesi sonucunda meydana

gelen ompF (0,57) geninin sentezindeki azalma istatiksel olarak anlamli bulunmadi. Co

iyonlarinin etkisi ile yabani tip E. coli W3110°da belirlenen ompF geninin sentezindeki

azalma cueR (0,25) ve zur (0,23) mutantlarinda da belirlenirken, rcnR (0,44) mutantinda

belirlenmedi. Ancak bu durumun aksine, nikR (1,31) nakavt hiicrelerinde ompF geninin

ifadesinde artis gozlendi. Sonucta, kobalt iyonlarinin etkisi ile azalan ompF geninin

ifadesinde sadece NikR proteinin rolii oldugu, diger proteinlerin ise metalden bagimsiz olarak

rollerinin oldugu belirlendi (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Co iyonlar varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda

ompF geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::renR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:

4.1.4.34.

zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

ompG geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110’da Co metali ilavesi ompG (16,31) geninin sentezini dnemli

derecede arttirdi. Ancak Co varligindaki bu artis, cueR (17,35) ve zur (12,56) nakavt
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hiicrelerinde goriilmedi. Bu durum, CueR ve Zur proteinlerinin Co varliginda ompG’nin
ifadesi tlizerinde bir rolii olmadigin1 ve farkli bir diizenleyici tarafindan kontrol edildigini
gostermektedir. Ancak nikR ve rcnR genlerinin olmadigi durumda, ompG sentezinin
baskilanmasi, var oldugu durumlarda ise ompG sentezinin artmasi, bu genlerin ompG
diizenlemesinde 6nemli oldugunu gosterir. Sonug olarak, Co varliginda ompG gen ifadesinin

artisindan sorumlu proteinlerin NikR ve RenR oldugunu sdyleyebiliriz (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Co iyonlar varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda
ompG geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.4.3.5. ompT geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Co ilave edilmemis yabani tip E. coli W3110 hiicresine (1,0) gore, ortama Co ilave
edilmesi ompT (0,2) geninin ifadesini azaltmaktadir. Kobalt iyonlarinin ortama eklenmesi ile
cueR (0,23), rcnR (0,32), nikR (0,24) ve zur (0,13) nakavt edilmis hiicrelerde ompT geninin
ifadesi, yabani tip E. coli W3110 ile benzerdir (Sekil 4.30). Sonug¢ olarak, Co iyonlarinin

71



etkisi ile onemli derecede azalan ompT geninin ifadesinin diizenlenmesinde CueR, RcnR,

NikR ve Zur proteinlerinin disinda farkli bir diizenleyicinin oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.30. Co iyonlar1 varhiginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda

ompT geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:

4.1.4.3.6.

zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

lamB geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Metalsiz ortamda yabani tip E. coli W3110°da lamB geni sentezinin kobalt metalinin

ilavesi ile 1,0°dan 0,23’e azaldig1 belirlendi. Ancak yabani tip E. coli W3110°da belirlenen ~5
kat azalma, cueR (0,23), rcnR (0,12), nikR (0,19) ve zur (0,23) nakavt edilmis hiicrelerde

goriilmedi. Bu durum kobalt iyonlar1 varliginda lamB geninin baskilanmasinda, CueR, RcnR,

NikR ve Zur proteinlerinin degil farkli bir diizenleyicinin rol oynadigini gosterir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Co iyonlar varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda
lamB geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.4.3.7. phoE geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110’da kobalt metalinin etkisi ile artan bir diger gen ise phoE
(1,0 ‘dan 3,40’a) olarak belirlendi. Yabani tip E. coli W3110 ile karsilastirildiginda, kobalt
varhiginda phoE geninin sentezi zur (3,40’dan 6,33’e) mutantinda da benzer profil
sergilerken, cueR (3,39) mutantinda herhangi bir degisim goriilmedi. Diger mutant hiicrelere
bakildiginda ise, rcnR (3,40°dan 1,43’e) ve nikR (3,40’dan 2,10’a) mutantlarinda bir azalma
belirlendi. Sekil 4.32’den anlasilacagi gibi, Co varliginda phoE geninin ifadesinin artisindan

RenR ve NikR proteinlerinin rolii oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.32. Co iyonlar varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda
phoE geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.4.4. Co metalinin porin mutantlarinda (ompA, ompC, ompF, ompG,

ompT, lamB ve phoE) meydana getirdigi biyomolekiiler degisiklikler

Membran lipidleri (3100-2800 cm™); Yabani tip E. coli W3110'da hem metalin hem
de porinlerin mutant olmasinin etkisi ile bu alanda belirlenen spektral bantlarda ciddi
farkliliklarin oldugu tespit edildi. Kobalt metalinin meydana getirdigi bantsal farkliliklarin
yani sira, ayn1 yapinin farkli konformasyonuna igaret eden kaymalarin da oldugu gézlendi. Bu
alanda bir¢ok spektral bantta degisim olmasina ragmen genel olarak 8 spektral bant
degerlendirildi. Yabani tip E. coli W3110’da Co metalinin etkisi incelendiginde, belirlenen bu
spektral bantlardan sadece 2939 cm™'de (C-H germe bantlar1) belirlenen lipit miktarmin
degismedigi, 2977 (N-H esneme, C—H esneme) ve 2916 cm™''de (CH> ve CHj3 fosfolipitler)
belirlenen molekiillerde azalma, 2970 (CH3, lipitler, yag asitleri), 2957 (CH3 asimetrik germe)
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ve 2925 cm™ (CH: lipitler) spektral bantlar1 temsil eden molekiillerde ise artis belirlendi.
Genel anlamda, kobalt iyonlar1 varliginda, bazi mutantlar (lamB, ompT ve phoE) metale
maruz kalmamis yabani tip E. coli W3110’a benzer bir bant profili sergilerken, bazilari da Co

metaline maruz kalmis yabani tip E. coli W3110’a benzer profil sergiledi. (Sekil 4.33).

001
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Sekil 4.33. 3100-2800 cm ! araligindaki spektral bantlar igin, Co varliginda yabani tip E. coli W3110
ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Co yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmiz1 ¢izgi: Co varlifinda yabani tip E. coli W3110. Gri
cizgiler: Co iyonlarmin varliginda farkli E. coli porin mutantlari.

Bakteriyel yag asitleri (1800-1700 cm™'); Bu bolgede belirlenen 1743
(triacilgliseroller (TG'ler)), 1733 (lipit esterlerinin), 1724 (polyester depolayan bilesikler) ve
1705 cm™! (C=0 timin) spektral bantlarmni gésteren molekiillerde yabani tip E. coli W3110’da
kobalt iyonlarinin etkisi olmadig1 goriildii. Ancak kobalt iyonlarinin etkisi ile yabani tip E.
coli W3110°da 1740 ve 1715 cm™ spektral bantlarin1 simgeleyen fosfolipit miktarlarinda
azalma belirlendi. Ancak, kobalt metali varliginda porin mutantlarinda fosfolipit miktar

tekrardan arttig1 gozlendi (Sekil 4.34).

Bakteriyel proteinler Amid I Bolgesi (1700-1600 cm™); Bu bélgede Co iyonlarinin
etkisi ile belirlenen spektral bantlarda suglar arasinda kiiglik farkliliklar belirlense de diger
bolgelere gore daha fazla korunmus profil gdstermektedir. Genel anlamda proteinlerin amid I
baglarin1 temsil eden bu bolgede, 1696 ile 1668 (Proteinlerin amid I B-tabakalar1), 1682
(Adenin), 1674 (karbonil gruplar1), 1645, 1660 ile1652 (amid I bandi), ve 1619 cm™ (Fenil
halkasinin C-C gerilmesi) bantlar1 olmak iizere 9 adet spektral bant belirlendi (Sekil 4.35).
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Sekil 4.34. 1800-1700 cm™! araligindaki spektral bantlar i¢in, Co varliginda yabani tip E. coli W3110
ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Co iyonlarimin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Co iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Co iyonlarinin varliginda farkli E. coli porin mutantlari.
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Sekil 4.35. 1700-1600 cm™! araligindaki spektral bantlar i¢in, Co varliginda yabani tip E. coli W3110
ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Co iyonlarimin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Co iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Co iyonlarinin varliginda farkli E. coli porin mutantlari.

Bakteriyel proteinler Amid II Bélgesi (1600-1400 cm™); 3100-2800 cm! spektral
bolgede oldugu gibi, bu alanda da Co etkisi ile karmasik bir spektral bant profili belirlendi.
Bu durum, kobalt iyonlarinin, proteinlerin amid II baglar {izerinde etkili oldugunu gosterdi.
Co metaline maruz kalmamis yabani tip E. coli W3110 hiicreleri ile Co metaline maruz kalan
yabani tip E. coli W3110 hiicreleri karsilastirildiginda, 1578 (Fenil halkasinin C-C gerilmesi),
1562(aromatik halkalardan uzanan C-C), 1529 (C=N adenin, sitozin) ve 1547 cm™ (a-sarmal
yap1, protein NH biikiilmesi, CN gerilmesi) spektral bantlarini temsil eden molekiillerde artig
olurken, 1571 (C=N adenin), 1536 (sitozin), ve 1510 cm™' (Fenil halkalarindan C-H biikiilme

titresimi) spektral bantlarimi gosteren molekiillerde ise azalis belirlendi. Bu bant profilleri
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kobalt iyonlar1 varliginda, yabani tip E. coli W3110 hiicreleri ile karsilastirilan porin
mutantlarinda 1578, 1562, 1546 ve 1528 cm™ bantlarim simgeleyen molekiillerde azalis;
1571, 1536 ve 1510 bantlarini1 gésteren molekiillerde ise artis goriildii (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. 1600-1400 cm™! araligindaki spektral bantlar igin, Co varliginda yabani tip E. coli W3110
ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Co iyonlarimin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Co iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Co iyonlariin varliginda farkli E. coli porin mutantlari

Niikleik asit bolgesi (1250-1200 cm™'); Kobalt iyonlarinin yabani tip E. coli W3110
ve porin mutantlarinda meydana getirdigi niikleik asit bolgesindeki spektral bantlarin oldukca
degisken oldugu tespit edildi. Sekil 4.37°de goriildiigii gibi, yabani tip E. coli W3110’da
1245°ten 1242 cm™ye, 1238’den 1231 cm™’e ve 1224’lerden ise 1222 cm™! spektral bandina
kaydig1 belirlendi. Bu durum, bu bantlar1 temsil eden molekiillerin yapisal olarak da
degistigini gostermektedir. Kobalt iyonlarinin yabani tip E. coli W3110 lizerindeki etkisi ile,
sadece 1222-24 cm!*deki (hiicresel niikleik asitlerin fosfodiester gruplarindaki fosfat germe)
spektral band1 gosteren molekiillerde artma, 1245-42 (gerilen PO2 simetrik titresim), 1238-31
(PO*" anti simetrik esneyen) ve 1212-14 cm’deki (DNA’nin Z formu) bantlarini gdsteren
molekiillerde ise azalma oldugu belirlendi. Bu bolgede degisen spektrumlardaki molekiillerin
degisimine bakildiginda, kobalt metaline maruz kalmis bazi porin mutantlarinin kobalta
maruz kalan yabani tip E. coli W3110’a gore; bazi porin mutantlarinin ise metale maruz

kalmayan yabani tip E. coli W3110’a gore artt1g1 tespit edildi.

77



-u.oasJ l'.l\d Ir'. \ | " ! ‘
o HK fi _4:/ \ {.; | Y
. J’I \ \ /fI | \\\/.'/f | el
0o ."I \ '\,x"l 1242 Y 12355
EXTE RN f \/ ,
n 1245,5\/

=1

T 1240 1230 1220 1210
cm-1

Sekil 4.37. 1250-1200 cm! araligindaki spektral bantlar i¢in, Co varhiginda yabani tip E. coli W3110
ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Co iyonlarimin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Co iyonlarinin varlifinda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Co iyonlarinin varliginda farkli E. coli porin mutantlari

Bakteriyel Polisakkaritler (1100-1000 ¢cm™); Yabani tip E. coli W3110 ve onun
porin mutantlar1 Co iyonlar1 varlifinda karsilastirildiginda hem miktar olarak hem de yapisal
olarak karmasik bir polisakkarit igerigine sahip oldugu Sekil 4.38’da gosterildi. Genel olarak
bakildiginda, kobalt iyonlarina maruz kalan mutantlarin bir kismi metale maruz kalmamis
yabani tip E. coli W3110’a benzer molekiil profili sergilerken, bazi porin mutantlart metale
maruz kalmayan yabani tip E. coli W3110’a benzer molekiil profili sergiledigi tespit edildi.
Co metaline maruz kalmayan yabani tip E. coli W3110’a gore, metale maruz kalan yabani tip
E. coli W3110°da 1071-68 (Mannoz ve mannoz-6-fosfat), 1062-58 (C-O germe), 1032-36
(kolajen), 1023-27 cm™! (Glikojen) spektral bantlar1 gdsteren molekiillerde azalis gdzlendi
(Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. 1100-1000 cm™' araligindaki spektral bantlar i¢in, Co iyonlarinin varliginda yabani tip E.
coli W3110 ve porin mutantlarmin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Co iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmiz1 ¢izgi: Co iyonlarinin varlifinda yabani
tip E. coli W3110. Gri ¢izgiler: Co iyonlarmin varliginda farkli E. coli porin mutantlari
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4.1.5. Bakir (Cu) Stresi

4.1.5.1.Cu metalinin minimal inhibisyon konsantrasyon (MIiK) ve minimal sidal

konsantrasyon (MSK) degerleri

Tablo 4.3’de gosterildigi gibi, yabani tip E. coli W3110 (MIK:936,38 ve
MSK:1248,50 ng/ml) ile karsilastirildiginda hem MIK hem de MSK degerlerinde ompC

mutantlart bakir metaline karsit hassasiyet (sirasiyla 624,25 ve 936,38 pg/ml) kazanirken

ompF mutantinin dayanikli (1248,50 ve 1872,75 ng/ml) oldugu belirlendi. Bununla birlikte

yabani tipe gore, lamB mutant hiicrelerin MiK degeri (1248,50 pg/ml) ve phoE mutant
hiicrelerin ise MSK degeri (1872,75 pg/ml) daha yiiksek belirlendi.

Tablo 4.3. E. coli W3110, porin mutantlarinin ve bu mutantlarin komplement hiicrelerinin {izerine
bakir metalinin MIK ve MSK degerleri

Suslar MIiK MSK (ng/ml)
(ng/ml)
W3110 936,38 1248,50
ompA::km 936,38 1248,50
ompA::km pLATES1::0mpA 936,38 1248,50
ompC::km 624,25 936,38
ompC::km pLATES1::0mpC 936,38 1248,50
CuSOSSH0 e om 1248,50 1872,75
ompF::km pLATES1::ompF 936,38 1248,50
ompG::km 936,38 1248,50
ompG::km pLATES1::o0mpG 936,38 1248,50
ompT::km 936,38 1248,50
ompT::km pLATES1::ompT 936,38 1248,50
lamB::km 1248,50 1248,50
lamB::km pLATES1:: lamB 936,38 1248,50
phoE::km 936,38 1872,75
phoE::km pLATES1:: phoE 936,38 1248,50
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4.1.5.2. Cu metalinin biiyiime iizerine etkisi

Porin mutantlarinin bakir metali varliginda yapilan biiyiime deneyleri sonucunda,
yabani tip E. coli W3110’a gore ompA ve ompC mutantlar1 metale kars1 daha duyarli hale
gelirken, ompF mutantinin metale kars1 daha dayanikli hale geldigi belirlendi (Sekil 4.39).

Metal varliginda petri damlatma deneyleri incelendiginde, hiicrelerin, ompA ve ompC
genlerinin yoklugunda duyarlilik, ompF geninin yoklugunda ise direnclilik kazandig1 net bir
sekilde belirlendi. Biiyiime deneylerinde etkisiz gibi goriinmesine ragmen petri damlatma
deneylerinde lamB ve phoE genlerinin yoklugunun da hiicreye diren¢ kazandirdigi goriildii

(Sekil 4.40).
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Sekil 4.39. Yabani tip E. coli W3110, ompA, ompC ve ompF mutant suslarin ve bu mutantlarin
komplement hiicrelerinin Cu metali varliginda biiytime grafigi
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Sekil 4.40. Yabani tip E. coli W3110, porin mutant suslarin ve bu mutantlarin komplement
hiicrelerinin Cu metali varliginda petride yagam deneyi



4.1.5.3. Cu metali varh@inda porin genlerinin transkripsiyonel sentez seviyesi

Sekil 4.41°de metale maruz kalmayan yabani tip E. coli W3110 (1,0) ile bakir metaline
maruz kalan E. coli W3110°da porin genlerinin transkripsiyonel sentez seviyesi gosterildi.
Metalsiz ve bakir ilave edilmis hiicrelerin karsilastirilmasi: sonucunda, ompT (0,73) geninin
sentezindeki farkliligin istatiksel olarak anlamli bulunmadigt; ompA (0,08), ompC (0,05) ve
ompF (0,14) genlerinin sentezinin azaldig1 ve ompG (11,69), lamB (2,87) ve phoE (6,29)
genlerinin sentezinin ise artig gdsterdigi belirlendi. Bu durumda ompT geni hari¢ diger porin

genlerinin bakir homeostazinda 6nemli gorevleri oldugunu sdyleyebiliriz.
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Sekil 4.41. Bakir stresine maruz kalan ve kalmayan (kontrol) yabani tip E. coli W3110 hiicrelerinde
porin genlerinin sentez seviyesi

4.1.5.3.1. ompA geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR, Zur, CpxAR ve

CusSR’nin rolii

ompA (0,08) geninin sentezi bakir metali varliginda yabani tip E. coli W3110’da
Oonemli miktarda azaldi. Ancak Cu iyonlar1 varliginda, ompA’nin ifadesi cueR (0,03 kat), rcnR
(0,02), nikR (0,02) ve zur (0,01) genleri nakavt olan hiicrelerde yabani tip E. coli W3110’daki
gibi anlamli bir degisim goriilmedi (Sekil 4.42). Bu sonuglara gore, Cu varliginda ompA
geninin ifadesinde meydana gelen azalmada CueR, Renr, NikR ve Zur proteinlerinin rolii

olmadig belirlendi.

Bakir metali varliginda ekstra olarak, CpxAR ve CusSR iki bilesenli sistem genlerinin
porin genleri iizerine etkisine de bakildi. Ciinkii bu genler, bakir hemostazinda gorevli en
temel sinyal iletim sistemlerinden biridir. Calismada bakir metalinin etkisine bakilmadan
once, ilk olarak metalsiz ortamdaki yabani tip E. coli W3110 ile cpxA, cpxR, cusS ve cusR

mutant oldugu durumlarda ompA 'nin sentez miktarlar1 karsilastirildi. Bakir yoklugunda cpxR
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(0,92) geninin olmamasi, yabani tip E. coli W3110’daki ompA 'nin sentez miktarina (1,0)
yakin oldugu, cpxA (0,13) ve cusR (0,33) genlerinin yoklugu ompA sentezinin azalmasina ve
cusS (1,57) geninin yoklugunun ise ompA sentezinin artmasina sebep oldugu belirlendi (Sekil

4.43).
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Sekil 4.42. Cu varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda ompA
geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement hiicresi
renR::cm pLATES1::renR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D: zur::cm ve
onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

Ortamda bakir ilave edilmesi sonucunda yabani tip E. coli W3110’da ifade edilen
ompA geninin miktar1 1,0°dan 0,08’e diistiigii belirlendi. iki bilesenli sistemin genlerinin
mutant oldugu durumda Cu iyonlarinin etkisi ile ompA geninin sentez seviyesindeki degisime
bakildiginda, cpxA (0,08) nakavt edilen hiicrede yabani tip E. coli W3110’dan farkli olmadig,
cpxR (0,34), cusS (1,51) ve cusR (0,44) nakavt suslarinda ompA sentezinin artmakta oldugu
goriildii. Sonug¢ olarak, Cu varliginda ompA nin baskilanmasinda CpxR, CusS ve CusR

proteinlerinin 6nemli rolii oldugu tespit edildi (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. Cu varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cpxAR ve cusSR mutantlarinda ompA geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cpxA::km ve onun komplement hiicresi cpxA::km pLATES1::cpxA B: cpxR::km ve onun komplement
hiicresi cpxR::km pLATES1::cpxR C: cusS::km ve onun komplement hiicresi cusS::km pLATES1::cusS D:
cusR::km ve onun komplement hiicresi cusR::km pLATES1:: cusR)

4.1.5.3.2. ompC geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR, Zur, CpxAR ve

CusSR’nin rolii

Yabani tip E. coli W3110’da bakir metalinde en fazla baskilanan gen ompC (0,05)
olarak belirlendi. Calismada kullanilan cueR (0,04), rcnR (0,06), nikR (0,03) ve zur (0,03)
mutantlarinda ompC geninin sentezinin bakir iyonlarinin etkisi ile degisim gostermediginin
belirlenmesi, bu porinin CueR, RcnR, NikR ve Zur proteinlerinden baska bir diizenleyici

tarafindan baskilandigin1 gostermektedir.

83



5 £
S S
s s
< - w3110 (= - W3110
:5 = CuSO, :5 = CuSO,
k! B
= =
£ £
- W3110 - W3110
= CuSO, = CuSO,

Karsilagtirmal kat degisimi (‘°Log)
Karsilagtirmal kat degisimi (‘°Log)

Sekil 4.44. Cu varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda ompC
geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: renR::cm ve onun komplement hiicresi
renR::cm pLATES]::renR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D: zur::cm ve
onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

Metal icermeyen ortamda biiyiitiilen yabani tip E. coli W3110’a (1,0) gore, iki
bilesenli sistemlerin genleri mutant olan, cpxA (0,05), cpxR (0,07), cussS (0,32) ve cusR (0,38)
hiicrelerinde ompC 'nin ifadesi olduk¢a azalmaktadir (Sekil 4.45). Bu durum, CueR, RcnR,

NikR ve Zur proteinlerinin ompC’nin ifadesinin kontroliinde 6nemli oldugunu gosterir.

Bakir iyonlarmin ilavesi ile yabani tip E. coli W3110’da belirlenen ompC sentezindeki
20 kathk (0,05) azalis, cpxA (0,05) ve cpxR (0,06) genleri nakavt edilmis hiicrelerde
goriilmedi. Ancak cusS (0,22) ve cusR (0,22) mutantlarinda azalmanin aksine ~4 kathk bir
artis tespit edildi. Bdylece, CusS ve CusR proteinlerinin Cu varliginda ompC geninin

baskilanmasinda rol oynadigi belirlendi (Sekil 4.45)
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Sekil 4.45. Cu varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cpxAR ve cusSR mutantlarinda ompC geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cpxA::km ve onun komplement hiicresi cpxA::km pLATES1::cpxA B: cpxR::km ve onun komplement
hiicresi cpxR::km pLATES1::cpxR C: cusS::km ve onun komplement hiicresi cusS::km pLATES1::cusS D:
cusR::km ve onun komplement hiicresi cusR::km pLATES1:: cusR)

4.1.5.3.3. ompF geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR, Zur, CpxAR ve

CusSR ’nin rolii

Bakaur stresi altinda ompF geninin sentezi, yabani tip E. coli W3110’da 1,0’dan 0,14’e
kadar baskilandig1 belirlendi. Bu ¢alismada Zur proteininin nakavt oldugu hiicrelerde, bakir
varligi (0,20) ve yoklugunda (1,19) ompF geninin ifadesinin yabani tip E. coli W3110 ile
benzer oldugu icin sentez lizerinde herhangi bir rolii olmadig1 belirlendi. Bununla birlikte,
bakir ilavesi sonucunda yabani tip E. coli W3110°daki ompF sentezi, cueR (0,08) ve rcnR
(0,08) mutantlarinda degismez iken nikR (0,28) mutantinda yaklasik 2 kat bir artis oldugu
tespit edildi. Bu durumda, CueR ve RcnR proteinlerinin Cu varliginda ompF 'nin ifadesi
tizerinde rolii bulunmaz iken, NikR proteininin kismen de olsa baskilanmasinda rolii oldugu

goriilmektedir (Sekil 4.46).
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Sekil 4.46. Cu varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda ompF
geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: renR::cm ve onun komplement hiicresi
renR::cm pLATES]::renR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D: zur::cm ve
onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

Yabani tip E. coli W3110’a (1,0) gore, metalsiz ortamda ompF geninin sentezi, cpxA
(0,05), cpxR (0,22), cusS (0,09) ve cusR (0,22) mutant hiicrelerinde 6nemli oranda
baskilanmaktadir. Bu durumda, Cu yoklugunda hiicredeki ompF geninin sentezinin

artmasinda CpxAR ve CusSR sisteminin genlerinin sorumlu oldugu sdylenebilir.

Calismamizda ortama Cu ilave edilmesi, yabani tip E. coli W3110°da ompF geninin
sentezini ~ 7 kat (0,14) azaltirken, cusR (0,14) mutantinda degismedigi, cpxA (0,05) ve cpxR
(0,05) mutantlarinda ~ 3 kat azaldig1 ve cusS (0,3) mutantinda ise ~2,5 kat arttig1 belirlendi.
Bakir iyonlariin etkisi ile, cpxA ve cpxR mutantinin yabani tip E. coli W3110’a benzer profil
sergilemesi, ompF geni sentezi lizerindeki bu proteinlerin roliiniin metalden bagimsiz
oldugunu gosterdi. Yabani tip E. coli W3110’da bakir iyonlarinin etkisi ile baskilanan ompF
ifadesinin, CusS proteini tarafindan kontrol edildigini géstermektedir (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47. Cu iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cpxAR ve cusSR mutantlarinda ompF
geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cpxA::km ve onun komplement hiicresi cpxA::km pLATES1::cpxA B: cpxR::km ve onun komplement
hiicresi cpxR::km pLATES1::cpxR C: cusS::km ve onun komplement hiicresi cusS::km pLATES1::cusS D:
cusR::km ve onun komplement hiicresi cusR::km pLATES1:: cusR)

4.1.5.34. ompG geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR, Zur, CpxAR ve

CusSR’nin rolii

Yabani tip E. coli W3110°da metalsiz ortama gore, bakir stresi altinda en fazla artan
porin ompG (11,69) 'dir. Bakir iyonlarinin ilavesi ile ~11 kat artan ompG geni sentezi, cueR
(10,22), rcnR (8,49) ve zur (8,05) genleri nakavt edilmis suslarda goériilmez iken, nikR (3,52)
mutantinda artisin aksine ~4 kat bir azalma oldugu goriildii. Calismanin sonucunda, CueR,
RenR ve Zur proteinlerinin Cu varliginda ompG’nin artan ifadesinde rolii olmadigi, NikR

proteinin ise onemli derecede roliiniin oldugu tespit edildi (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. Cu iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda
ompG geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement hiicresi
renR::cm pLATES1::renR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D: zur::cm ve
onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

Metalsiz ortamda yabani tip E. coli W3110’a (1,0) gére, cpxA (8,09) ve cpxR (8,46)
genlerinin yoklugunda ompG 'nin ifadesinin arttig1, cusR (0,26) geninin yoklugunda ifadesinin
azaldig1 ve cusS (0,62)’nin ise anlamli bir degisim gostermedigi belirlendi. Bu durum,
metalsiz ortamda CpxA ve CpxR proteinleri ompG 'nin ifadesinin baskilanmasinda, CusR

proteini ise ompG ‘nin ifadesinin artisinda rol oynadigini gosterir.

CpxAR ve CusSR iki bilesenli sistemlerin genlerinin mutant oldugu hiicrelere bakir
ilave edildiginde ompG 'nin sentezi cpxA (12,33) ve cpxR (10,28) genlerinin olmamasi
durumunda yabani tip E. coli W3110’a gore degismese de cusS (0,15) ve cusR (0,11) nakavt
edilmis hiicrelerde ompG 'nin ifadesinin 6nemli oranda azaldig1 belirlendi (Sekil 4.49). Sonug
olarak, bakir iyonlar1 varliginda ompG’nin artisindan CusSR sisteminin sorumlu oldugu

goriildii.
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Sekil 4.49. Cu iyonlar varliginda yabani tip E. coli W3110 ve ¢pxAR ve cusSR mutantlarinda ompG
geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cpxA::km ve onun komplement hiicresi cpxA::km pLATES1::cpxA B: cpxR::km ve onun komplement
hiicresi cpxR::km pLATES1::cpxR C: cusS::km ve onun komplement hiicresi cusS::km pLATES1::cusS D:
cusR::km ve onun komplement hiicresi cusR::km pLATES1:: cusR)

4.1.5.3.5. ompT geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR, Zur, CpxAR ve

CusSR’nin rolii

Bakir igermeyen ve Cu iceren ortamda biiylitiilen yabani tip E. coli W3110°da ompT
geninin sentezi arasinda (1,0’dan 0,70°e) anlamli bir degisim bulunmadi. rcnR ve nikR genleri
nakavt edilmis hiicrelerdeki ompT geninin hem bakir varliinda hem de yoklugunda ompT
geninin sentezindeki degisim yabani tip E. coli W3110’a benzer oldugu, bu nedenle de ompT
geninin sentezinde herhangi bir roliiniin olmadig1 tespit edildi. Diger nakavt suslara
bakildiginda ise cueRnin (0,23) ve zur’un (0,31) mutantlarinda ompT nin ifadesinin
baskilandig1 goriildi (Sekil 4.50). Ancak cueR mutant hiicrelerde bakir yoklugunda da
baskilanmasi, bu proteinin metalden bagimsiz olarak ompT geninin sentezini arttirmada
gorevli oldugunu gosterirken, zur mutant hiicrelerin bakir yoklugunda ompT geninin sentezini

arttirmas1 ise Zur proteinin bakir varliginda ompT’nin sentezini arttirici rol oynadigini
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gosterir. Bakir varliginda istatiksel olarak anlamli bulunmayan ompT geninin sentezinde
CueR, RenR ve NikR’nin rolii olmadig1 Zur’un ise ompT sentezi {izerinde arttirici roli oldugu

sOylenebilir.
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Sekil 4.50. Cu iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda
ompT geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement hiicresi
renR::cm pLATES1::renR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D: zur::cm ve
onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

Bakir homeostazindan sorumlu olan cpxA ve cusR genleri yoklugunda hiicrede
sentezlenen ompT miktarinin hem metalli hem de metalsiz ortamda yabani tip E. coli
W3110’da sentezlenen ompT geninin miktarina benzer oldugu gorildi. cpxR ve cusS nakavt
edilmis suslarda ise durum farklidir. Metale maruz kalmayan (kontrol) yabani tip E. coli
W3110’a (1,0) gore, cpxR (0,35) ve cusS (0,26) mutantlarinda ompT geninin ifadesi
azalmaktadir. Bu durum, CpxR ve CusS proteinlerinin Cu yoklugunda ompT geninin
sentezinden sorumlu oldugunu gdésterir. Bununla birlikte, ompT geninin sentezi iizerine bakir

iyonlarinin etkisi arastirildiginda, cpxR (0,06) mutantinda ompT sentezi baskilanirken, cusS
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(1,45) mutantinda sentezi artmaktadir. Sekil 4.51°de goriildiigii gibi, Cu iyonlarin etkisi ile

kismen azalan ompT geninin ifadesinden CusS proteininin sorumlu oldugunu sdyleyebiliriz.
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Sekil 4.51. Cu iyonlar1 varhiginda yabani tip E. coli W3110 ve cpxAR ve cusSR mutantlarinda ompT
geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cpxA::km ve onun komplement hiicresi cpxA::km pLATES1::cpxA B: cpxR::km ve onun komplement
hiicresi cpxR::km pLATES1::cpxR C: cusS::km ve onun komplement hiicresi cusS::km pLATES1::cusS D:
cusR::km ve onun komplement hiicresi cusR::km pLATES1:: cusR)

4.1.5.3.6. lamB geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR, Zur, CpxAR ve

CusSR’nin rolii

Yabani tip E. coli W3110’a gore, lamB geninin sentezi bakir iyonlar1 varliginda ~3 kat
(2,87) artis gosterdi. Bakir iyonlarinin etkisi ile, yabani tip E. coli W3110’a gore cueR (0,44),
rcnR (0,23) ve zur (0,14) mutantlarinda meydana gelen ~13 kathk azalma, bakir iyonlarinin
olmadig1 durumda da goriilmektedir (Sekil 4.52). Bu nedenle, CueR, RcnR ve Zur
proteinlerinin metalden bagimsiz olarak /amB geninin ifadesini arttirdig1 belirlendi. Bununla

birlikte, Cu varliginda nikR nakavt edilmis hiicrede lamB’nin ifadesinin yabani tip E. coli
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W3110’da sentezlenenden farkli olmamasi, bakir varliginda lamB’nin ifadesini arttiran farkli

bir diizenleyicinin oldugunu gdsterir.
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Sekil 4.52. Cu iyonlar varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda

lamB geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement hiicresi
renR::cm pLATES1::renR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D: zur::cm ve
onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

Bakir bulunmayan ortamda, yabani tip E. coli W3110’da sentezlenen lamB miktar ile
karsilastirildiginda, cusS nakavt olan susda degisim olmadigi, cpxA (0,05)’da azalma oldugu,
cpxR (4,30) ve cusS (1,91)’de ise artma oldugu tespit edildi. Bu sonuglara gore, bakir
yoklugunda lamB’nin ifadesini CpxA proteini arttirmada, CpxR ve CusS proteinleri ise

baskilamada gorev alir.

Ortama Cu iyonlarinin eklenmesi sonucunda yabani tip E. coli W3110°da lamB
ifadesinin ~3 kat (2,87) arttig1 goriilmektedir. cusR (2,68) mutant oldugunda da benzer oranda
artis gozlendi. Hiicrede bakir varliginda, cpxA (1,32), cpxR (1,45) ve cusR (2,68)’nin nakavt

oldugu suslarda sentezlenen lamB’nin yabani tip E. coli W3110 ile istatiksel olarak ayni
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oldugu tespit edildi. Ancak Sekil 4.53’de goriildiigii gibi, Cu varliginda, CusS proteinin
yoklugunun hiicrede lamB ifadesini (31,56) yiiksek oranda (~11 kat) arttirdig1 belirlendi. Bu
durum, CusS proteinin lamB geninin bakir varhiginda artisindan degil, baskilanmasindan

sorumlu oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.53. Cu iyonlari varliginda yabani tip E. coli W3110 ve ¢pxAR ve cusSR mutantlarinda lamB
geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cpxA::km ve onun komplement hiicresi cpxA::km pLATES1::cpxA B: cpxR::km ve onun komplement
hiicresi cpxR::km pLATES1::cpxR C: cusS::km ve onun komplement hiicresi cusS::km pLATES1::cusS D:
cusR::km ve onun komplement hiicresi cusR::km pLATES1:: cusR)

4.1.5.3.7. phoE geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR, Zur, CpxAR ve

CusSR’nin rolii

Bakir iyonlarina maruz kalan yabani tip E. coli W3110 hiicresinde, sayist en ¢ok artan
ikinci porin phoE (6,29)’dir. Yabani tip E. coli W3110 hiicresinde bakir ilavesi ile meydana
gelen phoE geninin ifadesindeki artisin, cueR (5,17) geninin yoklugunda da oldugu tespit
edilirken, rcnR (3,64), nikR (2,33) ve zur (3,29) mutantlarinda ise phoE ifadesinin azaldigi
tespit edildi (Sekil 4.54). Bu sonuglara gore, bakir varliginda CueR proteinin phoE geninin
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ifadesinde rolii bulunmazken, RcnR, NikR ve Zur proteinlerinin phoE geninin ifadesinin

artisindan sorumlu oldugunu sdyleyebiliriz.
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Sekil 4.54. Cu iyonlar varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlarinda
phoE geninin transkripsiyonel seviyeleri

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement hiicresi
renR::cm pLATES]::renR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D: zur::cm ve
onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

Metal icermeyen ortamda, CusSR iki bilesenli sistem genlerinin mutant oldugu
hiicrelerdeki phoE genin sentezi, yabani tip E. coli W3110’dan farkli olmadigi, cpxA (0,01) ve
cpxR (0,28)’nin mutant oldugu durumda 6nemli miktarda baskilanmakta oldugu goriildii. Bu
durum, CusSR sisteminin phoE’nin ifadesi iizerinde rolii olmadigini, CpxAR sisteminin ise
ifadesinin artisindan sorumlu oldugunu gésterir. Ancak ortama bakir iyonlari ilave edildiginde
yabani tip E. coli W3110’da meydana gelen phoE genindeki ~6 kat (6,29) artis, cusS (0,33)
ve cusR (0,32) mutantlarinda azalma seklinde goriildii. Bununla birlikte cpxA (0,03) ve cpxR
(1,62) mutantlarinda da phoE geninin ifadesi azalmistir ancak bu azalma metal igermeyen
ortamda da gergeklestigi icin bu azalmanin metale bagli olmadigin1 gostermistir. Sonug
olarak, bakir varliginda phoE geninde meydana gelen artistan CpxAR’nin degil CusSR

proteinlerinin dnemli derecede sorumlu oldugunu sdyleyebiliriz.
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Sekil 4.55. Cu iyonlar varliginda yabani tip E. coli W3110 ve cpxAR ve cusSR mutantlarinda phoE
geninin transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cpxA::km ve onun komplement hiicresi cpxA::km pLATES1::cpxA B: cpxR::km ve onun komplement
hiicresi cpxR::km pLATES1::cpxR C: cusS::km ve onun komplement hiicresi cusS::km pLATES1::cusS D:
cusR::km ve onun komplement hiicresi cusR::km pLATES1:: cusR)

4.1.54. Cu metalinin porin mutantlarinda (ompA, ompC, ompF, ompG,
ompT, lamB ve phoE) meydana getirdigi biyomolekiiler degisiklikler

Membran lipidleri (3100-2800 cm™); metal igermeyen bir ortamda, 3011 cm

konumundaki spektral bandin temsil ettigi doymamais lipit miktari, porin mutant hiicrelerinde
azaldi. Ancak, Cu ilavesiyle yabani tip E. coli W3110’da bu bandin konumunun 3013 cm’!
noktasina kaydigi belirlendi. Tiim porin mutantlarinda doymamuis lipit miktarinin arttig1
goriildii. 2918 cm™’deki bandin temsil ettigi lipit molekiillerin (CH» antisimetrik gerilmesi)
miktarinda, metal yoklugu veya varligina bakilmaksizin, tiim porin mutantlarinda artis oldugu
belirlendi. 2850 cm™’de (CH? simetrik gerilmesi) spektral bandi olusturan lipit miktarmnn ise,
Cu yoklugunda porin mutantlarinda arttig1 goriildii. Bu bandin Cu varliginda kaybolmasi, hem
E. coli W3110’da hem de tiim mutantlarda lipid konsantrasyonlarmin azaldigini gosterir

(Sekil 4.56).
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Sekil 4.56. 3100-2800 cm ™' araligindaki spektral bantlar i¢in, Cu iyonlarinin yoklugunda ve/veya
varliginda yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Cu iyonlarimin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Cu iyonlarinin varlifinda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Farkli E. coli porin mutantlari

Bakteriyel yag asitleri (1800-1700 cm™); 1743 cm™' spektral bandini olusturan
triasilgliseroller (TG’ler) (lipitlerin C=0O germe modu), Cu iyonlarinin yoklugunda porin
mutantlarinda genel olarak artti. Bununla birlikte, TG miktari, Cu iyonlarinin varliginda hem
yabani tipte hem de porin mutantlarinda ciddi sekilde azaldi. Bu azalma muhtemelen porin
mutasyonlarindan degil, Cu iyonlarindan kaynaklanmaktadir. 1733 ve 1716 cm’!
konumlarindaki bantlar, sirasiyla lipit esterlerinin ve fosfolipidlerin C=0O gerilmesi ile

iligkilidir. Her iki banttaki varyasyon benzerdir ve dogrudan porin mutasyonlari ile iligkilidir.
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Bagka bir deyisle, porin genlerinin yoklugu, Cu iyonlarindan bagimsiz olarak fosfolipitlerin

sayisini arttirir (Sekil 4.57).
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Sekil 4.57. 1800-1700 cm ™" araligindaki spektral bantlar i¢in, Cu iyonlarinin yoklugunda ve/veya
varliginda yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarmin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Cu iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmuz1 ¢izgi: Cu iyonlarimin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri ¢izgiler: Farkli E. coli porin mutantlar

Bakteriyel proteinler Amid I Bolgesi (1700-1600 cm™); 1652 cm™’deki bant, a-

sarmal yapilarinin bir 6zelligi olan C-O’nun gerilme titresimlerinden kaynaklanirken, 1630

cm’deki bant, p-tabaka yapilarma atfedilir. 1652 cm™’deki bandin degerlendirilmesi

sonucunda, Cu iyonlarinin yoklugunda porin mutantlar ile yabani tip E. coli W3110 arasinda
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hicbir fark olmadigi goriildii. Ancak bu bant, Cu iyonlarmin varligiyla ortadan kalkti. 1630
cm’! spektral bandin alani, Cu iyonlarinm yoklugunda porin mutant gruplarida artt:. Bu bant
da 1652 cm™! bandinda oldugu gibi Cu iyonlarinmn varligiyla ortadan kalkt1. 1618 cm™ band1
ayrica B-tabakalar1 aras1 H-baglar1 olan molekiile atfedilir. Bu bant, porin mutant gruplarinda

degismese de Cu iyonlarina maruz birakilan porin mutantlarinda artig gosterdi (Sekil 4.58).
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Sekil 4.58. 1700-1600 cm ™! araligindaki spektral bantlar i¢in, Cu iyonlarinin yoklugunda ve/veya
varliginda yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarmin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Cu iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmuz1 ¢izgi: Cu iyonlarimin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri ¢izgiler: Farkli E. coli porin mutantlar
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Bakteriyel proteinler Amid II Bolgesi (1600-1400 cm™); 1561 cm™! bandi aromatik

halkalardan uzanan C-C’yi gostermektedir. Bant alani, Cu iyonlarinin yoklugunda yabani tip

bakterilere kiyasla porin mutantlarinin arasinda farkli sekilde degisim gosterir. Ancak bu

bandin temsil ettigi molekiiliin miktari, Cu ilavesi ile oldukca azald1. Ayrica, 1543-1541 cm’!

(N-H biikiilmesi) ve 1458-1457 cm™ (CH3 asimetrik) bantlarma karsilik gelen proteinlerin

yogunlugu, Cu iyonlarmin hem yoklugunda hem de varliginda porin mutantlarinda

artmaktadir (Sekil 4.59). Bu artis, Cu iyonlart ile ilgili olmay1p, porin genlerinin eksik olmasi

ile iligkilidir.
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Sekil 4.59. 1600-1400 cm ™! araligindaki spektral bantlar igin, Cu iyonlarimin yoklugunda ve/veya
varliginda yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarmin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi gizgi: Cu iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmuz1 ¢izgi: Cu iyonlarimin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri ¢izgiler: Farkli E. coli porin mutantlar
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Niikleik asit bolgesi (1250-1200 cm™); Yabani tip E. coli W3110 ve onun porin
mutantlar karsilastirildiginda, 1245 cm™ (gerilen PO., simetrik titresim) ve 1238 cm™ (PO*
anti simetrik esneyen) bant alanlari, Cu iyonlarinin hem yoklugunda hem de varliginda porin
mutantlarinda artar. Bu artig, Cu iyonlarindan bagimsiz olarak, E. coli porin mutantlarinda A-
formu DNA konsantrasyonunun arttigin1 gosterir. Ayrica, Cu’ya maruz kalan bakteriler i¢in,
bu bantlarda DNA’da yapisal degisiklikler gosteren konumsal kaymalar vardir. 1225 cm’
bandi ile gosterilen B-formu DNA konsantrasyonlari, Cu iyonlarmin yoklugunda porin
mutantlarinda yabani tip E. coli W3110’a gore azaldi ve hatta bu iyonlarin varligiyla
kayboldu. Bununla birlikte, Cu iyonlarinin yoklugunda, yabani tip ve mutant suslar arasinda
1213 cm’! bandu ile temsil edilen Z-form DNA’sinda farkliliklar gézlendi. B-DNA’ya benzer
bir gozlem, Cu varliginda Z-DNA i¢in de belirlendi (Sekil 4.60). Bu bulgular, porin
genlerinin yoklugu ve Cu iyonlarinin varligi nedeniyle DNA’nin B- ve Z- formlarindan A-

formuna doniistimlerini goéstermektedir.

Bakteriyel Polisakkaritler (1100-1000 cm™); Yabani tip E. coli W3110 ve onun
porin mutantlart karsilagtirildiginda, porin genlerinin eksikligi, Cu iyonlarinin hem
yoklugunda hem de varliginda bakterilerin polisakkarit iceriginde artisa neden oldu (Sekil
4.61). Bakteriler polisakkarit igerigini arttirirlar ve polisakkariti hiicre disina salgilayarak,
toksik tiirtinlerin hiicre i¢ine girmesini engellerler. Bu sayede, olumsuz ¢evre kosullarindan

kendilerini korurlar.
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Sekil 4.60. 1250-1200 cm ™! araligindaki spektral bantlar igin, Cu iyonlarmin yoklugunda ve/veya
varliginda yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Cu iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Cu iyonlarmin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Farkl1 E. coli porin mutantlar
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Sekil 4.61. 1100-1000 cm™! araligindaki spektral bantlar igin, Cu iyonlarimin yoklugunda ve/veya
varliginda yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarmin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Cu iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Cu iyonlarmin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Farkli E. coli porin mutantlar
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4.1.6.  Nikel (Ni) stresi
4.1.6.1. Ni metalinin minimal inhibisyon konsantrasyon (MiK) ve minimal

sidal konsantrasyon (MSK) degerleri

Nikel metaline kars1 belirlenen MIK ve MSK degerleri karsilastirildiginda, yabani tip
E. coli W3110 ile mutantlar arasinda MIK degeri (594,15 pg/ml) bakimindan farklilik tespit
edilmedi. Ancak MSK degerlerine bakildiginda, ompA geni mutant olan hiicrelerin, yabani tip

E. coli W3110’a gore nikele daha duyarli (4753,20 ng/ml) oldugu belirlendi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. E. coli W3110, porin mutantlarinin ve bu mutantlarin komplement hiicrelerinin {izerine
nikel metalinin MiK ve MSK degerleri

Suslar MIK MSK(ng/ml)
(ng/ml)

W3110 594,15 >7129,80

ompA::km 594,15 4753,20

ompA::km pLATES1::0mpA 594,15 >7129,80

ompC::km 594,15 >7129,80

ompC::km pLATES1::0mpC 594,15 >7129,80

NiCL*6H,0 ompF::km 594,15 >7129,80
ompF::km pLATES1::ompF 594,15 >7129,80
ompG::km 594,15 >7129,80
ompG::km pLATES1::o0mpG 594,15 >7129,80
ompT::km 594,15 >7129,80
ompT::km pLATES1::ompT 594,15 >7129,80
lamB::km 594,15 >7129,80
lamB::km pLATES1:: lamB 594,15 >7129,80
phoE::km 594,15 >7129,80
phoE::km pLATES1:: phoE 594,15 >7129,80

4.1.6.2. Nikel metalinin biiyiime iizerine etkisi

Nikel varliginda gerceklestirilen biliyiime deneyleri sonucunda, yabani tip E. coli
W3110’a gore, ompA mutantinin nikele kars1 olduk¢a duyarli oldugu belirlendi. Bunun
disinda diger porin mutantlarinin nikel varliginda ¢ogalma agisindan yabani tip E. coli

W3110’a benzer oldugu gozlendi (Sekil 4.62). Metal varliginda petri yasam deneylerine
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bakildiginda ise ompA mutantinin duyarlilik kazandig1 burada da goriildii. Diger mutantlarin

ise yabani tip E. coli W3110’a benzer oldugu Sekil 4.63’de gosterildi.
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Sekil 4.62. Yabani tip E. coli W3110, ompA mutant susu ve bu mutantin komplement hiicrelerinin Ni
metali varliginda biiytime grafigi
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Sekil 4.63. Yabani tip E. coli W3110, porin mutant suslarin ve bu mutantlarin komplement
hiicrelerinin Ni metali varliginda petride yasam deneyi

4.1.6.3. Ni metali varhiginda porin genlerinin transkripsiyonel sentez seviyesi

Calismada Ni stresi uygulanan yabani tip E. coli W3110°daki porin genlerinin
transkripsiyonel seviyedeki sentezi Sekil 4.64’te gosterildi. Buna gore, metalsiz ortamda

bliyiitiilen yabani tip E. coli W3110 (kontrol) (1,0) ile nikel ilave edilmis ortamda biiytitiilen
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yabani tip E. coli W3110’daki porin genlerinin sentezinin karsilagtiritlmasi sonucunda, ompC
(1,08), ompF (0,75), ompT (1,18) ve lamB (1,17) genlerinin sentezinde istatiksel olarak
anlamli bir degisim belirlenmedi. Ancak metalsiz ortama nikel iyonlarin ilave edilmesiyle
ompA (0,15) geninin sentezindeki azalma, ompG (8,91) ve phoE (2,27) genlerinin sentezinde

ise artig istatiksel olarak 6nemli bulundu (Sekil 4.64).
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Sekil 4.64. Nikel stresine maruz kalan ve kalmayan (kontrol) yabani tip E. coli W3110 hiicrelerinde
porin genlerinin sentez seviyesi

4.1.6.3.1. ompA geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Metal stresi uygulanmamis yabani tip E. coli W3110 (1,0) ile nikel stresi uygulanan
hiicrelerin karsilastirilmast sonucunda sadece ompA (0,15) geninin sentezinde énemli oranda
azalma belirlendi. Sekil 4.65°de goriildiigli gibi, nikel varliginda cueR (0,05), rcnR (0,09),
nikR (0,04) ve zur (0,06) nakavt suslarinda ompA ifadesinin yabani tip E. coli W3110’a
nazaran daha fazla azaldig: belirlendi. Ayn1 zamanda, metalsiz ortamda yapilan denemelerde,
yabani tip E. coli W3110°da ve mutantlarinda ompA ifadesinde benzer bir baskilanmanin
oldugu belirlendi. Bu nedenle, nikel iyonlar1 varliginda, ompA geninin sentezindeki azalmanin
CueR, RcnR, NikR ve Zur proteinlerine bagli olmadigr belirlendi. Ancak, bu proteinlerin

metalden bagimsiz olarak ompA sentezini arttirdigi tespit edildi.
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Sekil 4.65. Ni iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompA geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.6.3.2. ompC geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110’da ompC geninin sentezindeki degisim, nikel iyonlarinin varliginda
(1,08) ve yoklugunda (1,0) istatiksel olarak anlamli bulunmadi. Ancak, nikel iyonlarinin ilave
edilmesi ile yabani tip E. coli W3110’da ifade edilen ompC geninin sentezi ile mutant
hiicrelerdeki ompC geninin sentezi karsilastirildiginda; renR nakavt edilmis hiicrelerde gen
sentezinin degismedigi, cueR (0,26), nikR (0,27) ve zur (0,55) mutantlarinda ise gen
sentezinin azaldig tespit edildi (Sekil 4.66). Bununla birlikte, metal igermeyen ortamda, cueR
(0,11) ve nikR (0,45) nakavt suslarinda da benzer sekilde baskilanma olurken, zur mutantinda
herhangi bir baskilanmanin olmadig1 belirlendi. Bu sonuglara gore, CueR, RenR ve NikR
proteinlerinin nikel varliginda ompC’nin ifadesi iizerinde rolii olmadigi, Zur proteininin ise
ompC ifadesinin artisindan sorumlu oldugu tespit edildi. Burada c¢alisilan proteinlerin disinda
nikele bagh farkli bir diizenleyici sayesinde de ompC nin ifadesinin tekrar dengeye geldigi,

metale bagli anlamli bir degisim olmamasindan anlagilmaktadir.
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Sekil 4.66. Ni iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompC geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.6.3.3. ompkF geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110’da ortama nikel iyonlarinin ilave edilmesinin ompF (0,75)
geninde anlamli bir degisim neden olmadig: belirlendi. Nikel iyonlarimin ilave edilmesi ile
mutantlarda goriilen ompF geninin sentezindeki degisim, ompC genindeki ile benzer sonuglar
verdi. Nikel varliginda yabani tip E. coli W3110’da belirlenen ompF geninin ifadesi, cueR
(0,11), renR (0,3), nikR (0,24) ve zur (0,49) genlerinin nakavt edilmesi durumunda 6nemli
derecede azalmaktadir. Ancak cueR (0,09), rcnR (0,33) ve nikR (0,34) genlerinin yoklugu ile
de ompF geninin ifadesinin baskilandigi, zur mutantinda ise ompF geninin ifadesinin
degismedigi Sekil 4.67°de goriilmektedir. Bu durumda, Ni varliginda ompF nin ifadesi
tizerinde CueR, RenR ve NikR proteinlerinin rolii olmadigi, Zur proteinin ise ifadesini kismen
arttirmada rolii oldugu tespit edildi. ompC geninde oldugu gibi, ompF’nin ifadesini de farkl

bir diizenleyicinin kontrol ettigini syleyebiliriz.
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Sekil 4.67. Ni iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompF geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.6.34. ompG geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Calismada uygulanan Ni stresi varliginda, yabani tip E. coli W3110’da en fazla
sentezlenen porin geninin ompG (8,91) oldugu belirlendi. Nikel varliginda yabani tip E. coli
W3110°’da ompG geninin sentezindeki ~9 kat artig, cueR (10,45°den 12,10°a), rcnR
(11,22°den 10,44°e), nikR (7,63’den 10,96’ya) zur (4,67°den 13,62’ye) mutantlarinda
goriilmedi. Bu durum, CueR, RcnR, NikR ve Zur proteinlerinin Ni varliginda 6énemli oranda
artis gosteren ompG’nin ifadesi lizerinde rollerinin olmadig1 ve bu proteinlerin disinda farkli

bir diizenleyici proteinin ompG’yi kontrol ettigi sdylenebilir.
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Sekil 4.68. Ni iyonlari varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompG geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::renR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.6.3.5. ompT geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110’da nikel metali varliginda sentezlenen ompT’nin (1,18),
metalsiz ortamda sentezlenenden (1,0) farkli olmadig1 bulundu. Ni metali eklenen ortamda
biiytitiilen rcnR ve zur nakavt edilmis hiicrelerde sentezlenen ompT nin miktari, yabani tip E.
coli W3110 ile benzerlik gosterdi. cueR (0,45) ve nikR (0,44) mutant hiicrelerde sentezlenen
ompT miktarlarinin, yabani tip E. coli W3110’a gore ~2,5 kat azaldig1 belirlendi (Sekil 4.69).
Ancak, cueR ve nikR mutant hiicrelerde metal icermeyen ortamda sentezlenen ompT
miktarinin da yabani tip E. coli W3110’a gore azaldig1 belirlendi. Bu sonuglara gore, CueR,
RenR, NikR ve Zur proteinlerinin metal icermeyen ortamda ompT 'nin ifadesini diizenledigi,

Ni varliginda ise herhangi bir roliiniin olmadig goriildii.
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Sekil 4.69. Ni iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompT geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.6.3.6. lamB geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110’da nikel metali varliginda lamB geninin sentezinde, metalsiz
ortama gore, dnemli bir degisim olmamasina ragmen, cueR (0,31), rcnR (0,19) ve zur (0,23)
nakavt edilmis hiicrelerde 6nemli derecede (~4 kat) baskilandigi belirlendi. nikR (0,82)
mutantina bakildiginda, Ni varliginda sentezlenen lamB miktar1 yabani tip E. coli W3110’a
benzer oldugu goriildii (Sekil 4.70). Bu sonuglara gore, Ni varliginda CueR, RenR, NikR ve

Zur proteinlerinin lamB’nin ifadesini diizenleyici herhangi bir rolii olmadigini sdyleyebiliriz.
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Sekil 4.70. Ni iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda lamB geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::renR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.6.3.7. phoE geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Nikel varliginda ve yoklugunda biiyiitiilen yabani tip E. coli W3110 hiicrelerinde
sentezlenen phoE geninin miktar1 karsilastirildiginda, nikelin etkisi ile phoE 'nin ifadesinin ~2
kat (2,27) arttig1 tespit edildi. Yabani tip E. coli W3110’da meydana gelen bu artisin, cueR
(4,45), nikR (3,8) ve zur (4,81) genlerinin yoklugunda da gergeklesmesine ragmen, rcnR
(2,44) geninin yoklugunda gergeklesmedigi tespit edildi. Ayrica metal igermeyen ortamda,
cueR (3,71), nikR (3,23) ve zur (3,46) genlerinin yoklugunda da phoFE 'nin ifadesinin arttigi
goriildil (Sekil 4.71). Bu durum, CueR, RcnR, NikR ve Zur proteinlerinin phoE’nin ifadesi

tizerindeki baskilayici roliinlin metalden bagimsiz oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.71. Ni iyonlar1 varhiginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda phoE geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.64. Ni metalinin porin mutantlarinda (ompA, ompC, ompF, ompG,

ompT, lamB ve phoE) meydana getirdigi biyomolekiiler degisiklikler

Membran lipidleri (3100-2800 cm™); Sekil 4.72°de goriildiigii gibi, bu bolgede 12
adet spektral bant degerlendirildi. Metal ilave edilmeyen ve nikel ilave edilen yabani tip E.
coli W3110 ve mutantlarda genel anlamda molekiillerin yapisinda degisimlerin oldugu ve
miktar bakimindan ise azalmalarin oldugu belirlendi. Sadece Ni ilave edilen hiicrelerde
bulunan 3005 cm™! spektral bant, doymamis yag asitleri ile iliskili CH gruplarini temsil
etmektedir. Ni iyonlarinin etkisi ile hem yabani tip E. coli W3110°da hem de porin
mutantlarinda 2996, 2949, 2938, 2920, 2905 ve 2897 cm ™! spektral bantlarini temsil eden total
lipit molekiillerinde 6nemli miktarda azalma oldugu belirlendi. Bununla birlikte, Ni
iyonlarinin varhiginda belirlenen, 2870 cm™' (CHj3 simetrik germe) spektral bandimi temsil
eden molekiillerin miktar1 porin mutantlarinda azalirken, 2852 cm™' (Lipitlerin Agil
zincirlerinin CH2'sinin simetrik gerilme titresimi) spektral bandini temsil eden molekiillerin

ise artig gosterdigi belirlendi (Sekil 4.72).
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Sekil 4.72. 3100-2800 cm ™! araligindaki spektral bantlar igin, Ni iyonlarinin varliginda yabani tip E.
coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Ni iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmiz1 ¢izgi: Ni iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Ni iyonlariin varliginda farkli E. coli porin mutantlart

Bakteriyel yag asitleri (1800-1700 cm™!); Bu bolgede belirlenen 7 spektral bandi
temsil eden molekiillerin hem metal stresinden hem de mutant olusundan kaynakli
yogunluklar: bakimindan farkliliklar oldugu bulundu. Genel olarak, Ni iyonlarinin varliinda
yabani tip E. coli W3110’da belirlenen 1773 (Esneme N-H), 1749 (lipitler, yag asitleri), 1740
(fosfolipitler), 1733 (lipit esterlerinin), 1724 (polyester depolayan bilesikler), 1716
(fosfolipitlerin C=0O gerilmesi) ve 1706 cm™ (C=O timin) konumlarindaki molekiillerin
yogunluklarinin, metalsiz ortamdakine gore arttig1 gozlendi. Bu alanda belirlenen artigin,

porin genlerinin yoklugunun etkisiyle daha da arttig1 tespit edildi (Sekil 4.73).

01k
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Sekil 4.73. 1800-1700 cm™! araligindaki spektral bantlar igin, Ni iyonlarimin varliginda yabani tip E.
coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Ni iyonlarmin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmiz1 ¢izgi: Ni iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Ni iyonlarinin varliginda farkli E. coli porin mutantlar
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Bakteriyel proteinler Amid I Bolgesi (1700-1600 cm™); Ni iyonlarinin varhiginda ve
yoklugunda yabani tip E. coli W3110 hiicreleri bu alanda benzer spektral bant profili
sergiledi. Ni iyonlarmin varliginda ise porin mutantlari ile yabani tip E. coli W3110
karsilastirildiginda, 1696 cm™! spektral bandinda kayma oldugu ve bu kaymanin, proteinlerin
amid I B-tabakalarinda meydana gelen yapisal degisimi isaret ettigi belirlendi. Bununla
birlikte, Ni iyonlarinin etkisi ile porin mutantlarinda 1989 (niikleik asitlerin baz-seker
arasindaki bag), 1682(Adenin), 1660 (amid I band1) ve 1637 (B-tabaka yapilar1) cm™ spektral
bantlarin1 temsil eden molekiillerde artis gozlendi (Sekil 4.74).

0.26:
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cm-1

Sekil 4.74. 1700-1600 cm™' araligindaki spektral bantlar i¢in, Ni iyonlarinin varliginda yabani tip E.
coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Ni iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Ni iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Ni iyonlariin varliginda farkli E. coli porin mutantlart

Bakteriyel proteinler Amid IT Bolgesi (1600-1400 cm™'); Bu alanda belirlenen 1554
(Amid II a-sarmal yap1), 1543 (Amid II bandi), 1535 ile 1523 (C=C, C=N germe titresimi),
1501 (Fenil halkalarindan diizlem i¢i CH biikiilme titresimi), 1473 (Lipitlerde metilen
zincirlerinin CH2 biikiilmesi) ve 1457 cm™ (proteinlerin ve lipitlerin ve amid gruplarinin
metil ve metilen gruplarimin titresim) spektral bantlarin yogunluklar1 nikel iyonlariin etkisi
ile hem yabani tip E. coli W3110’da hem de porin mutantlarinda artarken, yalnizca 1562 cm”
’deki bandin1 gosteren ve aromatik halkalardan uzanan C-C yapilarinin azaldig: tespit edildi.
Ni iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110’da goriilen bantlardaki bu degisimin,
porinlerin mutant oldugu durumlarda daha da arttig1 belirlendi (Sekil 4.75).
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Sekil 4.75. 1600-1400 cm™! araligindaki spektral bantlar i¢in, Ni iyonlarinin varliginda yabani tip E.
coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Ni iyonlariin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Ni iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Ni iyonlarimin varliginda farkli E. coli porin mutantlari

Niikleik asit bolgesi (1250-1200 cm™); Yabani tip E. coli W3110’da nikel iyonlari
varliginda, farkli DNA formlarini temsil eden bantlarda kaymalar meydana geldigi gézlendi.
Nikel iyonlarina maruz kalan yabani tip E. coli W3110’da metale maruz kalmayan yabani tip
E. coli W3110’a gore 1214 cm™ (DNA’nin Z formu) spektral bandin1 gdsteren molekiillerde
degisim gdzlenmezken, 1246 (gerilen PO simetrik titresim, Fosfat I) ve 1237 cm™ (PO?™ anti
simetrik esneyen, DNA’nin A formu) spektral bandini gdsteren molekiillerde artis, 1227 cm!
(DNA ve RNA'daki fosfodiester baglantilarinin fosfat gruplarinin asimetrik gerilmesi) bandi
simgeleyen molekiillerde ise azalis tespit edildi. Nikel iyonlarina maruz kalan yabani tip E.
coli W3110’a gore, porin mutantlarinda 1246 ve 1214 cm™ spektral bantlarini gdsteren

1

molekiillerde daha fazla artig goriiliirken, 1237 ve 1226 cm™ spektral bantlarin1 gosteren

molekiillerde ise daha fazla azalma oldugu goriildii (Sekil 4.76).

Bakteriyel Polisakkaritler (1100-1000 ¢cm™'); Bu bolgede, metal bulunmayan
ortamda biiylitiilen yabani tip E. coli W3110’da bulunmayan, ama nikel ilavesi ile ortaya
cikan, 1079 (Seliiloz), 1086 ve 1005 cm™! (arabinoz)’de konumlanan 3 farkli spektral bant
tespit edildi. Ni iyonlarinin varliginda, yabani tip E. coli W3110’a gore, porin mutantlarinda
1079 cm™!' bant ile temsil edilen selilloz molekiillerinin azaldigi, 1086 ve 1005 cm!
bantlarinin temsil ettigi arabinoz molekiillerinin ise arttigr bulundu (Sekil 4.77). Ni metaline
maruz kalmayan ve kalan yabani tip E. coli W3110 hiicreleri karsilastirildiginda ise, 1071
(Mannoz ve mannoz-6-fosfat), 1061(C-O germe), 1032 (kolajen) ve 1023 cm™! (Glikojen)

bantlarin1 gosteren molekiillerde azalma gozlendi (Sekil 4.77).
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Sekil 4.76. 1250-1200 cm™' araligindaki spektral bantlar i¢in, Ni iyonlarinin varliginda yabani tip E.
coli W3110 ve porin mutantlarmin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Ni iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Ni iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Ni iyonlariin varliginda farkli E. coli porin mutantlari
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Sekil 4.77. 1100-1000 cm™! araligindaki spektral bantlar igin, Ni iyonlarmnin varlifinda yabani tip E.
coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Ni iyonlarmin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmiz1 ¢izgi: Ni iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Ni iyonlariin varliginda farkli E. coli porin mutantlari
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4.1.7.  Cinko (Zn) stresi

4.1.7.1. Zn metalinin minimal inhibisyon konsantrasyon (MiK) ve minimal

sidal konsantrasyon (MSK) degerleri

Yabani tip E. coli W3110’da Zn metali ile elde edilen MIiK degerine (539,16 pg/ml)

gore, ompT ve phoE mutant suslar1 hari¢c ompA (359,44 pg/ml), ompC (269,58 ng/ml), ompF
(359,44 pg/ml), ompG (269,58 ng/ml) ve lamB (269,58 pg/ml) genleri nakavt edilmis

suslarinin ¢inko metaline daha duyarli oldugu belirlendi (Tablo 4.5). Cinko metalinin MSK

degerleri karsilastirildiginda ise ompG (1078,31 pg/ml) ve phoE (1078,31 pg/ml) mutant

hiicrelerinin yabani tip E. coli W3110’a gore daha direngli oldugu belirlendi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. E. coli W3110, porin mutantlarinin ve bu mutantlarin komplement hiicrelerinin tizerine
¢inko metalinin MIK ve MSK degerleri

ZnS04*TH,0

Suslar MiK MSK

(ng/ml) | (pg/ml)
W3110 539,16 539,16
ompA::km 359,44 539,16
ompA::km pLATES1::0mpA 539,16 539,16
ompC::km 269,58 539,16
ompC::km pLATES1::0mpC 539,16 539,16
ompF::km 359,44 539,16
ompF::km pLATES1::ompF 539,16 539,16
ompG::km 269,58 1078,31
ompG::km pLATES1::0mpG 539,16 539,16
ompT::km 539,16 539,16
ompT::km pLATES::ompT 539,16 539,16
lamB::km 269,58 539,16
lamB::km pLATES]1:: lamB 539,16 539,16
phoE::km 539,16 1078,31
phoE::km pLATES1:: phoE 539,16 539,16
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4.1.7.2. Cinko metalinin biiyiime iizerine etkisi

Yabani tip E. coli W3110 ve porin geni bakiminda mutant hiicrelerin, ¢inko metali
varliginda gerceklestirilen biliylime deneyleri sonuglarina gore, ompA ve ompC genlerinin
yoklugunda suslarin cinko iyonlarina daha duyarli, ompF geninin yoklugunda ise daha
direngli oldugu belirlendi (Sekil 4.78). Farkli konsantrasyonlarda g¢inko ilave edilerek
uygulanan petri yasam deneylerine gore, ompA, ompC ve lamB mutant suslarinin daha yavas
cogalmas1 ve ompF geni nakavt edilmis susun ise yabani tip E. coli W3110’a gore daha fazla

cogalmas1 metalli biiylime deneylerindeki sonuglar1 desteklemektedir. (Sekil 4.79).

2.0 2.0

"2 - W3110 ’é - W3110
g 1.5 - W3110+Zn 8 15 & W3110+Zn
E’ -+ ompA:km Zn Ié’ - W31100mpF:':kan -
:a; 104 » ompAskm plate51:ompA+Zn i 10 ¥ W3110 ompF::km plateS1:-ompF Zn
;E - ompC::km Zn % 4
:§ 0.59 -©- ompC::km plate51::ompC Zn E ’
= R -8 lamB::km Zn 004 ; i .

00 o 5 "‘ é é & lamB::km plate51::lamB Zn 0 2 4 6

Zaman(saat) Zaman(saat)

Sekil 4.78. Yabani tip E. coli W3110, ompA, ompC, ompF ve lamB mutant suslarin ve bu mutantlarin
komplement hiicrelerinin Zn metali varliginda biiyiime grafigi

W3110

ompA::km

ompA::km pLATES1::0mpA

W3110

ompC::km
W3110

ompC::km pLATES1::0mpC
ompF::km

W3110

ompF::km pLATES1::ompF

W3110

phoE::km

phoE::km pLATES1::phoE

Sekil 4.79. Yabani tip E. coli W3110, porin mutant suslarin ve bu mutantlarin komplement
hiicrelerinin Zn metali varliginda petride yasam deneyi
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41.73. Zn metali varhginda metali varhginda porin genlerinin

transkripsiyonel sentez seviyesi

Calismada ¢inko iyonlarinin porin genleri ifadesi iizerindeki etkisinin belirlenebilmesi
icin ¢inko varliginda ve yoklugunda biiyiitiilen yabani tip E. coli W3110’daki porin genlerinin
transkripsiyonel sentez seviyeleri gercek zamanli PZR ile belirlendi. Sekil 4.80’de goriildiigii
gibi, ompT harig biitiin porin genlerinin Zn varligindaki degisimleri istatiksel olarak onemli
bulundu. Cinko iyonlarma maruz kalmayan (kontrol) yabani tip E. coli W3110 (1,0) ile
karsilastirildiginda, ¢inko iyonlarina maruz kalan yabani tip E. coli W3110’daki ompA (0,04),
ompC (0,23), ve ompF (0,26) genlerinin sentezinin azaldigi, ompG (8,16), lamB (7,18) ve

phoE (2,91) genlerinin sentezinin ise dnemli derecede artig gosterdigi belirlendi (Sekil 4.80).
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= ok %k K
g“ 0.1+ —
J |l|
]
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Sekil 4.80. Cinko stresine maruz kalan ve kalmayan (kontrol) yabani tip E. coli W3110 hiicrelerinde

porin genlerinin sentez seviyesi

4.1.7.3.1. ompA geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Ortama ilave edilen ¢inkonun etkisi ile yabani tip E. coli W3110 hiicrelerinde en fazla
azalan genin ompA (1,0°dan 0,04’e) oldugu belirlendi. Bu azalma, cueR (0,05) ve rcnR (0,02)
nakavt edilmis hiicrelerde goriilmezken, nikR (0,13) ve zur (0,23) mutantlarinda artis goriildii
(Sekil 4.81). Yabani tip E. coli W3110°da ¢inko iyonlar1 varliginda ompA geninin sentezinde
meydana gelen 25 kat azalmada, CueR ve RcnR proteinlerinin rolii bulunmazken, NikR ve

Zur proteinlerinin 6nemli rolii oldugu belirlendi.
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Sekil 4.81. Zn iyonlar varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompA geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::renR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.7.3.2. ompC geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110°da metalsiz ortama ¢inko iyonlarinin ilavesi ile ompC
geninin sentezinin ~4,5 kat (0,23) azaldig1 belirlendi. Bu azalmay1 kontrol eden proteini
bulmak i¢in elde edilen cueR (0,17) ve rcnR (0,15) mutant hiicrelerinde ¢inkonun ilavesi
ompC 'nin ifadesini degistirmedigi, nikR (0,58) ve zur (0,85) mutantlarinda ise ifadenin arttig1
tespit edildi (Sekil 4.82). Bu sonuglara gore, ¢inko varliginda, ompC nin ifadesi {lizerinde
CueR ve RenR proteinlerinin roliintin bulunmadigi, NikR ve Zur proteinlerinin ise énemli bir

rolii oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.82. Zn iyonlar varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompC geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.7.3.3. ompkF geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110°da metalsiz ortamda sentezlenen ompF nin (1,0) miktarina
gore, ¢inko eklenen ortamdaki ompF’nin (0,20) 6nemli derecede azaldig tespit edildi. Yabani
tip E. coli W3110’da ¢inko iyonu ilavesi ile sentezlenen ompF miktan ile, cueR (0,15), rcnR
(0,14), nikR (0,39) ve zur (0,42) genlerinin olmadig1 durumda sentezlenen ompF miktarlar
karsilastirildiginda, aralarinda anlamli bir farklilik bulunmadi (Sekil 4.83). Bu durum, ¢inko
varliginda ompF ifadesinin azalmasindan, CueR, RcnR, NikR ve Zur proteinlerinden farkli bir

diizenleyici proteinin sorumlu oldugunu gdsterir.
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Sekil 4.83. Zn iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompF geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri.

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.7.34. ompG geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110°da, ¢inko metali varlifinda en fazla artis gosteren porin
ompG (8,16)’dir. Mutant hiicrelerde, ¢inko iyonlar1 varlifinda ve yoklugunda sentezlenen
ompG miktar1 karsilastirildiginda, metal i¢cermeyen ortamda sentezlenen ompG miktari,
yabani tip E. coli W3110’a gore 6nemli Olgiide artis gosterirken, bu artig, ortama ¢inko ilave
edildiginde goriilmedi. Cinko varliginda sentezlenen ompG miktari, cueR’de 9,07, rcnR’de
16,73, nikR’de 6,62 ve zur’da ise 9,32 olarak belirlendi (Sekil 4.84). Boylece, CueR, RcnR,
NikR ve Zur proteinlerinin c¢inko metalinden bagimsiz olarak ompG 'nin sentezini
baskilamakla goérevli oldugu, ancak bu proteinlerin ¢inko varliginda bir rolleri olmadig1 ortaya

koyuldu.
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Sekil 4.84. Zn iyonlar varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompG geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.7.3.5. ompT geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110°da ompT geninin sentezi (0,82), ¢inko iyonlarinin ilave
edilmesi sonucunda anlamli bir degisim gostermedi. rcnR nakavt edilmis hiicrede hem ¢inko
iyonlar1 varliginda hem de yoklugundaki ompT geninin sentezinin, yabani tip E. coli W3110’a
benzer oldugu belirlendi. Béylece ompT nin ifadesi iizerinde, RenR proteinin herhangi bir
rolii olmadigi belirlendi. Cinko ilave edilen ortamda ifade edilen ompT genine bakildiginda,
cueR (0,37) mutantinda azalma, nikR (1,93) ve zur (1,93) mutantlarinda ise artis tespit edildi.
Ancak, cinko varliginda belirlenen cueR ve zur mutantlarindaki ompT nin ifadesindeki
degisimin, metal igermeyen durumda da goriilmesi, bu proteinlerin ompT lizerindeki roliiniin
metalden bagimsiz oldugunu gosterir. nikR mutantindaki sonuglara gore, ¢inko varliginda
ompT ifadesinin artis gostermesi, NikR proteinin ¢inko varliginda goriilen ompT nin kismen

baskilanmasindan sorumlu oldugunu gosterir.
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Sekil 4.85. Zn iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda ompT geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.7.3.6. lamB geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110’da lamB geni ¢inko varliginda ~7 kat (7,18) artis
gostermistir. Yabani tip E. coli W3110°da meydana gelen lamB geninin sentezindeki bu
artisin, cueR (0,24), renR (0,29), nikR (2,60) ve zur (0,16) nakavt suslarda onemli oranda
diistiigli tespit edildi. Benzer durum, mutant suglarda ¢inko yoklugunda belirlenen lamB
ifadesinde de goriildii (Sekil 4.86). Bu sonuglara gore, CueR, RcnR, NikR ve Zur
proteinlerinin, lamB geninin sentezinden metalden bagimsiz olarak sorumlu oldugu ve ¢inko

varliginda farkl bir diizenleyici tarafindan ifadesinin arttirildig: sdylenebilir.
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Sekil 4.86. Zn iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda lamB geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.7.3.7. phoE geninin sentezinde CueR, RcnR, NikR ve Zur’un rolii

Yabani tip E. coli W3110’da metalsiz ortamda phoE geninin sentezinin (1,0), ¢inko
metali ilavesi ile 2,91°e kadar arttif1 goriildii. Cinko ilavesi sonucunda, yabani tip E. coli
W3110°’da belirlenen phoE’nin ~3 kathik artisi, cueR (3,95), nikR (3,77) ve zur (3,52)
mutantlarinda gozlenmezken, yalnizca renR mutantinda ~2 kat (5,96) artisin oldugu belirlendi
(Sekil 4.87). Ancak, cinko iyonlar1 varliginda phoE’nin ifadesindeki bu artisin metalsiz
ortamda da goriilmesi, RenR proteininin phoFE tizerindeki roliiniin ¢inko metalinden bagimsiz
oldugunu gosterdi. Bununla birlikte, cueR, nikR ve zur genlerinin yoklugunda, ¢inko ilavesi
ile phoE’nin ifadesinde yabani tip E. coli W3110’a gore anlamli bir degisim olmamasi, phoE

geninin sentezini arttirmada farkli bir diizenleyici proteinin sorumlu oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.87. Zn iyonlar1 varliginda yabani tip E. coli W3110 ve mutantlarinda phoE geninin
transkripsiyonel sentez seviyeleri

(A: cueR::cm ve onun komplement hiicresi cueR::cm pLATES1::cueR B: rcnR::cm ve onun komplement
hiicresi renR::cm pLATES1::rcnR C: nikR::cm ve onun komplement hiicresi nikR::cm pLATES1::nikR D:
zur::cm ve onun komplement hiicresi zur::cm pLATES1::zur)

4.1.74. Zn metalinin porin mutantlarinda (ompA, ompC, ompF, ompG,

ompT, lamB ve phoE) meydana getirdigi biyomolekiiler degisiklikler

Membran lipidleri (3100-2800 cm™); Cinko metalinin bu bélgede meydana getirdigi
bant profilleri karsilastirildiginda, belirgin farklilik gosteren 7 spektral bant belirlendi. Cinko
iyonu varliginda ve yoklugunda yabani tip E. coli W3110’da olusan bantlarin analizi
yapildiginda, 2907 (tek bag NHs* etkilesimlerine) ve 2850 cm™! (C H germe bantlar1) spektral
bantlarin1 simgeleyen molekiillerin miktarlarinin benzer oldugu, ancak ¢inko metaline maruz
kalan porin mutantlarinda ise artma oldugu tespit edildi. Yabani tip E. coli W3110’un metale
maruz birakilmayan hiicrelere gore, ¢cinko metaline maruz kalmis yabani tip E. coli W3110
hiicrelerinde, 2897 (C-H Esneme) ve 2917 cm' (kolesterol ester) spektral bantlarini
tanimlayan molekiillerin miktar1 azalsa da porin mutantlarinda molekiillerin miktarlar

tekrardan artmaktadir. 2994 (CH germe) ve 2982 cm™' (CH gruplari) spektral bantlarini
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temsil eden molekiillerin, Cd iyonlarinin varliginda belirlendigi gibi Zn iyonlarinin etkisine
bagli olarak miktarlarinin arttig1 tespit edildi. Bu artig, porin mutantlarinda daha fazladir.
2965 cm ! spektral bandmni simgeleyen yag asitlerinin miktari, ¢inko iyonlarmn etkisi ile
yabani tip E. coli W3110 hiicrelerinde artis gostermis olmasina ragmen, ¢inko metaline maruz

kalan porin mutantlarinda tekrardan azalis gozlendi (Sekil 4.88).

3002 2980 2960 2940 2920 2900 2880 2860 2845

ekil 4.88. 3100-2800 cm ! araligindaki spektral bantlar igin, Zn iyonlarinin varhiginda
g P A g
yabani tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Zn iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Zn iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Zn iyonlarmin varliginda farkli E. coli porin mutantlari

Bakteriyel yag asitleri (1800-1700 cm™); Yabani tip E. coli W3110°da bu bélgede
belirlenen 1733 cm™! (lipit esterlerinin) bandinin haricindeki 1749 (lipitler, yag asitleri), 1740
(fosfolipitler), 1724 (polyester depolayan bilesikler), 1715 (fosfolipitlerin C=O gerilmesi) ve
1706 cm™! (C=0 timin) spektral bantlarinin iizerinde ¢inko iyonlarmin etkisi bulunmad.
Cinko iyonlarmin etkisiyle yabani tip E. coli W3110°da azalis gosteren lipit esterlerinin,
porinlerin mutant olmast durumunda artis gosterdigi belirlendi. Ayrica, ¢inko iyonlar
varliginda porin gen mutantlarinda, yabani tip E. coli W3110’a gore, fosfolipit ve yag
asitlerini temsil eden molekiillerin yogunlugunun belirgin sekilde arttig1 belirlendi (Sekil

4.89).

Bakteriyel proteinler Amid I Bolgesi (1700-1600 cm™); Yabani tip E. coli W3110
hiicrelerinde belirlenen bu alandaki 1682 (Adenin), 1675 (karbonil gruplari), 1668
(Proteinlerin amid I B-tabakalar), 1645, 1660 ile 1652 (amid I bandi) ve 1619 cm™' (Fenil
halkasinin C-C gerilmesi) spektral bantlarin1 simgeleyen molekiillerde ¢inko iyonlarinin bir

etkisi belirlenmedi. Cinko metali varliginda yabani tip E. coli W3110 ile karsilastirilan porin
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mutantlarinda sadece 1619 cm™! spektral bant ile temsil edilen B-tabakalar1 aras1 H-baglarinin

miktarinda azalma bulundu (Sekil 4.90).
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Sekil 4.89. 1800-1700 cm ™! araligindaki spektral bantlar i¢in, Zn iyonlarmin varliginda yabani
tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Zn iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Zn iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Zn iyonlarmin varliginda farkli E. coli porin mutantlari
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Sekil 4.90. 1700-1600 cm™ ! araligindaki spektral bantlar i¢in, Zn iyonlarmin varliginda yabani
tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Zn iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmiz1 ¢izgi: Zn iyonlariin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Zn iyonlarimin varliginda farkli E. coli porin mutantlari

Bakteriyel proteinler Amid II Boélgesi (1600-1400 cm™); Yabani tip E. coli
W3110°’da, ¢inko varhiginda ve yoklugunda belirlenen spektral bantlar1 temsil eden
molekiillerin yogunluklarinin genel olarak degismedigi goriildii. Cinko iyonlar1 varliginda,

porinlerin mutant olmasmin etkisine bakildiginda ise, sadece 1578 (Fenil halkasinin C-C
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gerilmesi) ve 1562 cm™! (aromatik halkalardan uzanan C-C) spektral bantlarimi temsil eden
molekiillerde azalma, 1554 (Amid II a-sarmal yap1), 1542 (Amid II band1), 1535 ile 1523
(C=C, C=N germe titresimi), 1510 (Fenil halkalariin CH biikiilme titresimi), 1502 (Fenil
halkalarinin CH biikiilme titresimi), 1473 (Lipitlerde metilen zincirlerinin CH; biikiilmesi) ve
1456 cm™! (proteinlerin ve lipitlerin ve amid gruplarmin metil ve metilen gruplarmin titresim)

spektral bantlarini gdsteren molekiillerde ise artis tespit edildi (Sekil 4.91).
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Sekil 4.91. 1600-1400 cm ! araligindaki spektral bantlar i¢in, Zn iyonlarmnin varliginda yabani
tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Zn iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Zn iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Zn iyonlarmin varliginda farkli E. coli porin mutantlari

Niikleik asit bolgesi (1250-1200 em™); Cinko iyonlarinin etkisi ile yabani tip E. coli
W3110’da belirlenen spektral bant profilinde nikel iyonlarina benzer bir durum goriildi.
Cinko iyonlarmin etkisi ile, PO, asimetrik (Fosfat I) molekiiliinii temsil eden, 1218 cm™!
konumunda ve ayrica, polisakkaritlerdeki C-O-P, P-O-P'nin halka titresimlerini temsil eden
1203 cm™! konumunda, fazladan iki spektral bant belirlendi. Cinko ilavesi ile elde edilen bu
ekstra bantlar1 gdsteren molekiillerin miktarinin porin mutantlarinda 6nemli sekilde arttigi
gozlendi. Yabani tip E. coli W3110’da ¢inko iyonlarinin etkisi ile olusan biitiin spektral
bantlar1 temsil eden molekiillerde artis belirlendi. Ancak ¢inko iyonlar1 varliginda belirlenen
bu artis, porinlerin mutant oldugu durumda, 1246 (gerilen PO.> simetrik titresim, Fosfat 1),
1238 (PO’ anti simetrik esneyen, DNA’nin A formu), 1219 (PO>™ asimetrik (Fosfat I)), 1213
(DNA’nm Z formu) ve 1204 cm™! (polisakkaritlerdeki C-O-P, P-O-P'nin halka titresimlerini)
konumundaki bantlarin1 temsil eden molekiillerde daha fazla artisa neden olurken, 1227 cm™!

(DNA ve RNA'daki fosfodiester baglantilarimin fosfat gruplarmin asimetrik gerilmesi)

konumundaki molekiillerde ise 6nemli miktarda azalisa sebep oldugu gozlendi (Sekil 4.92).
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Sekil 4.92. 1250-1200 cm™ ! araligindaki spektral bantlar i¢in, Zn iyonlarmin varliginda yabani
tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Zn iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Zn iyonlarinin varliginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Zn iyonlarin varliginda farkli E. coli porin mutantlari

Bakteriyel Polisakkaritler (1100-1000 cm™'); Metale maruz kalmayan yabani tip E.
coli W3110’da bulunmayan ama Cd metali varhiginda belirlenen 1094 cm™ spektral band1
temsil eden seliiloz molekiilerinin, hem E. coli W3110’da hem de porin mutantlarinda arttig1
tespit edildi. Belirlenen 1071 (Mannoz ve mannoz-6-fosfat), 1062 (C-O germe) ve 1023 cm™
(Glikojen) spektral bantlarini temsil eden molekiillerin miktarinin, ¢inko iyonlarinin etkisi ile

hem yabani tip E. coli W3110’da hem de porin mutantlarinda arttig1 belirlendi (Sekil 4.93).
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Sekil 4.93. 1100-1000 cm ™! araligindaki spektral bantlar i¢in, Zn iyonlarmin varliginda yabani
tip E. coli W3110 ve porin mutantlarinin ortalama ikinci tiirev spektrumlari.

Mavi ¢izgi: Zn iyonlarinin yoklugunda yabani tip E. coli W3110. Kirmizi ¢izgi: Zn iyonlarinin varhiginda yabani
tip E. coli W3110. Gri gizgiler: Zn iyonlarmin varliginda farkli E. coli porin mutantlar1
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4.2. Tartisma

Bu calismada E. coli’nin dig membran kanal proteinlerinin (OmpA, OmpC, OmpF,
OmpG, OmpT, LamB, ve PhoE) kobalt, bakir, ¢cinko, kadmiyum ve nikel metal streslerindeki
rolleri belirlendi. Daha sonra, metal stresinde rolii oldugu tespit edilen porin proteinlerinin
sentezinin kontrolii {izerinde, metal homeostazinda gorevli olan CueR, RcnR, NikR, Zur,

CusSR ve CpxAR proteinlerinin rolleri aragtirildi.

Calismamizda ilk olarak, deneylerde kullanilacak olan yabani tip E. coli W3110 ve
elde ettigimiz mutant suslarin koloni PZR ile kontrolii saglandi. Daha sonra bu suslarin
optimum kosullar altinda (LB besiyeri, 37 °C ve 160 rpm’de) 6 saatlik ¢ogalmalari izlendi.
Boylece, ¢alismada kullanilan E. coli W3110 mutant suslarin optimum kosullar altinda
cogalmalar1 bakimindan yabani tip E. coli W3110’dan farkli olmadig1 belirlendi. Bir¢ok
calismada, farkli E. coli suslarindan elde edilmis ompC ve ompF porin mutantlarinin yabani
tip ile optimum kosullar altinda ¢ogalmalar1 karsilastirilmis ve yabani tipten farkli olmadigi
belirtilmistir (Canil vd., 2019; Chang vd., 2018; Darcan vd., 2003). Ayrica E. coli BW25113
mutant suslarin alindig1 keio koleksiyonun ¢ogalma absorbans degerleri incelendiginde ilgili
genlerin mutant edilmesinde, normal sartlar altinda, LB besiyerinde ¢ogalmada yabani tipe

gore bir fark olusturulmadigi gorildii (https://shigen.nig.ac.jp/ecoli/pec_w3110/) (Baba vd.,

2006). Ozellikle son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, uygulanan stres sartlarinda E. coli’de
nakavt edilen porin mutantlarinin ve yabani tip hiicrelerin ¢ogalma grafikleri karsilagtirilmig
olmasia ragmen, normal kosullar altindaki ¢ogalma grafikleri gosterilmemistir (Doranga &
Conway, 2023; Luo vd., 2023; Monteiro vd., 2023). Calismalarda stres faktorii uygulanmadan
Oonce mutantlar ile yabani tipin optimum kosullar altinda ¢ogalmalarinin karsilastirilmasi
onem arz etmektedir. Ciinkii belirlenen stres sartlarinda rolii oldugu goriilen proteinlerin
roliiniin, gergekten bu stres sartina bagli olup olmadiginin goriilebilmesi i¢in mutant ile
yabani tipin normal kosullar altinda ¢ogalma testlerinin yapilmasi gerekir. Bu nedenle,
caligmamizda ilk olarak metal stresi uygulamadan once, elde ettigimiz mutant ve komplement
hiicrelerin normal kosullar altindaki ¢ogalmalar1 izlendi. Sonug¢ olarak, porin genleri nakavt
edilen hiicrelerin nakavt edilme isleminden sonra, ¢ogalma bakimindan yabani tip ile

karsilastirildiginda bir fark olmadig: goriildii.

Metal stresinde porinlerin 6nemini géstermek i¢in, yabani tip E. coli W3110 ve E. coli
porin mutantlarinin iizerine metallerin MIK ve MSK degerleri belirlendi. Calismada
kullanilan yabani tip E. coli W3110’da belirlenen MIK/MSK degerleri (mg/L), sirastyla Cd
icin 288,57/769,51; Co i¢in 297,41/ 446,12; Cu i¢in 936,38/1248,50; Ni i¢in 594,15/>7129,80
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ve Zn i¢in 539,16/539,16 olarak belirlendi. Caligmada kullandigimiz porin mutantlarinda
belirlenen metallerin MiK ve MSK degerleri, yabani tip E. coli W3110 ile karsilastirildiginda,
ompA ve ompC mutantlarinin Cd’ye daha duyarli; ompF, ompT ve phoE mutantlarinin Co’ya
daha direngli; ompC mutant1 Cu’ya daha duyarliyken, ompF mutantinin daha direncli; ompA
mutantinin Ni’ye daha duyarli; son olarak ompG ve phoE mutantlarinin ise Zn’ye daha
direncli oldugu goriildii. Ranquet ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, LB brotta E.
coli MG1655 susunun, CoCl, MIK degeri 0,7 mM (166,6 mg/ L) olarak belirlenmistir
(Ranquet vd., 2007a). E. coli K12 MG1655 susuyla yapilan farkli bir ¢alismada, LB
besiyerinde, Cu ve Zn metallerinin MIK degerleri sirastyla 410,63 ve 135,55 mg/ L olarak
tespit edilmistir (Zhang vd., 2018). Bhardwaj ve arkadaslar1 (2018) tarafindan yapilan bir
calismada, niitrient brot (NB) besiyerinde hem E. coli ATCC 25922 susunda hem de Yamuna
nehrinden elde edilen su 6rneklerinden saflastirilan farkli E. coli izolatlarinda Cu, Ni, Zn ve
Cd metallerinin MIiK degerleri belirlenmistir. Yabani tip E. coli ATCC 25922°da MIiK
degerleri metallere gore sirasiyla 39, 36, 8 ve 14 mg/ L olarak belirlenmistir. Bununla birlikte,
Yamuna nehrinden farkli aylarda toplanan su orneklerinden elde edilen E. coli izolatlarinda
belirlenen MIK degerleri Cu i¢in 56-72, Ni igin 39-58, Zn i¢in 29-57 ve Cd i¢in ise 20-30 mg/
L araliklarinda degistigi tespit edilmistir. Ayni calismada, farkli E. coli izolatlarinda
belirlenen MIK degerlerinin Cu i¢in 59-69, Ni i¢in 40-60, Zn i¢in 33-55 ve Cd igin ise 22-29
mg/ L araliklarinda degistigi bildirilmistir (Bhardwaj vd., 2018). Literatiirde farklh
calismalarda belirlenen MIK ve MSK degerleri ¢alismada buldugumuz degerlerden farklilik
gostermektedir. Bu durum, kullanilan farkli besiyerlerinden, kullanilan metallerin farkl
formlarindan, farkli suslardan ya da ayni sus olsa bile farkli pasajlarin kullanilmasindan
kaynakli olabilir. Literatiirli inceledigimizde, bir¢ok ¢alismada yabani tip E. coli’ye metallerin
etkisinin MIK ve MSK degerleri belirlenmesine ragmen, porin mutantlari iizerine metallerin
MIK ve MSK degerlerinin belirlendigi bir calismaya rastlanilmamistir. Bu calismada, E.

coli’nin porin mutantlarinda metallerin MIK ve MSK degerleri ilk kez belirlenmistir.

Daha sonra, porin genleri nakavt edilmis hiicrelerin yagami iizerine metal stresinin
etkisinin belirlenebilmesi icin, yabani tip E. coli W3110’da belirlenen MIK degerinin %4’ii
kadar metal igeren sivi besiyerinde cogalma ve petride LB agarda yasam deneyleri
gerceklestirildi. Bu deneylerden elde edilen sonuglar ile, hangi metalde hangi porin proteinin
rolii oldugu belirlendi. Metalin varliginda porin mutantlarinin duyarh ya da direncgli olmasi o

proteinin roliinii géstermektedir.
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Cd metal stresi: Kadmiyum stresi uygulanan porin genleri nakavt edilmis hiicrelerin
ayni1 strese maruz birakilan yabani tip E. coli W3110 ile biiyiimeleri karsilastirildiginda, ompA
ve ompC mutant hiicrelerinin Cd’a daha duyarli oldugu, ompG ve lamB mutantlarinin ise daha
direngli oldugu belirlendi. Mejare ve arkadaslar1 (1998) tarafindan yayinlanan bir derlemede,
OmpA ve LamB’nin Cd*? baglayic1 peptitlere sahip oldugu vurgulanmaktadir. OmpA’nin Cd
metal baglayict hekzapeptit (HSQKVF) sayesinde hiicreleri Cd'nin toksik etkisinden
korudugu (Mejare vd., 1998), LamB’nin ise hekzahistidin peptidi sayesinde hiicre i¢inde Cd
birikiminde bes kat artisa sebep oldugu (Pazirandeh vd., 1998) farkli caligmalarda
belirlenmistir. Egler ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada, ompC mutant olan E. coli
hiicrelerinin Cd direncinin azaldig belirtilmistir (Egler vd., 2005). ompA, ompC ve lamB ‘nin
Cd ile iligkisini igeren verilerimiz de literatiirii desteklemektedir. Literatiirde Cd stresinde
OmpG’nin rolii hakkinda herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu calisma ile, ilk kez
OmpG proteininin yoklugunda Cd’ye olan direncin arttig1 belirlendi. OmpG, monomerik bir
yapida olan 900 kDa'ya kadar iyonlarin ve molekiillerin gegisine izin veren spesifik olmayan
bir porindir (Conlan ve Bayley, 2003; Mari vd., 2010). Biiyiik por ¢apina sahip olan OmpG
proteini, Cd iyonlarinin da hiicreye girisinde rol oynayabilir. Calismamizda belirledigimiz
gibi, OmpG proteininin yoklugunda Cd’nin hiicre icerisine girisi engellenmis ve bdylece

hiicrenin Cd’a kars1 direnci artmis olabilir.

Calismamizda, yabani tip E. coli W3110 hiicresine CdSOg4 ilavesi sonucunda porin
genlerinin ekspresyon seviyelerindeki degisim incelendi. Bunun sonucunda, porin genlerinden
ompA, ompC, ompF, ompT ve lamB genlerinin sentezinde azalma; ompG ve phoE genlerinin
sentezinde ise artig goriildii. Yapilan bir calismada, Cd stresi uygulanan yabani tip E. coli
hiicrelerinde ompA ve ompC genlerinin sentezinin azaldigi belirlenmistir (Egler vd., 2005).
Benzer sekilde baska bir ¢alismada da Cd’ye maruz kalan E. coli hiicrelerinde, ompA geninin
sentezinde 3,5 kat, ompC geninin sentezinde ise 6 kat bir azalma oldugu belirlenmistir
(Brocklehurst & Morby, 2000) Isarankura-Na-Ayudhya ve arkadaslari, (2018) tarafindan
yapilan bir ¢alismada ise ompA ve ompC genlerinin yaninda, Cd varliginda ompF geninin
sentezinin de azaldigi belirlenmistir (Isarankura-Na-Ayudhya vd., 2018). Literatiirde, Cd
stresi varhiginda E. coli hiicrelerinde lamB geninin sentezi ile alakali ¢alisma olmasa da
Enterobacteriace familyasinin bir {iyesi olan Enterobacter cloacae’nin farkl suslari lizerinde
yapilan bir ¢alismada Cd stresi varliginda ompA, ompC ve lamB genlerinin baskilandigi
belirlenmistir (Chuanboon vd., 2019). Amaral ve calisma arkadaslar1 (2014) tarafindan

yapilan derlemede ise, metale karsi direngli Gram negatif suslarda bilesiklerin hiicreye
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girmesine izin veren porin genlerinin ekspresyonunun genel anlamda azaldig1 vurgulanmistir
(Amaral vd., 2014). Calismamizda, yabani tip E. coli W3110’da Cd iyonlar1 varliginda
transkripsiyonel seviyede en fazla azalis gdsteren porin ompT iken, en fazla artis gosterenlerin
ompG ve phoE oldugu goriildii. Ancak, literatiirde OmpT, OmpG ve PhoE proteinlerinin Cd
ile iligkisini gosteren herhangi makaleye rastlaniimamistir. OmpT, antimikrobiyal peptidleri
(AMP’leri) hizlica ayrarak etkisiz hale getiren ve dis zar proteaz ailesinin (Omptin) bir iiyesi
olan dis zar enzimidir (Desloges vd., 2019). Bununla birlikte, OmpT, serin peptidaz ailesinin
bir iiyesi olarak da simiflandirilmistir (Kramer vd., 2000). Yapilan bir ¢alismada, Zn**, Mg**
ve Ca®* ilavesi inhibitér aktiviteyi arttirirken, diger metal iyonlari, siirfaktanlar ve
oksidanlarin, proteaz inhibitdriiniin inhibitor aktivitesini azalttigi gozlemlenmistir. Bu
calismadan yola ¢ikarak bizim verilerimizde bu ¢alismay1 desteklemektedir. Ancak literatiirde
ompT sentezinin kontrolii ile iligkili cok az ¢aligmaya rastlanilmistir ve tam olarak Cd metali
ile iliskinin anlasilmasi i¢in daha detayli ¢alisilmasi gerekmektedir. Yapilan bir ¢alismada, E.
coli’nin kadmiyuma kars1 transkripsiyonel tepkilerinin 6nemli 6l¢iide pH'tan etkilendigi
belirlenmistir ve Cd varliginda, hem asidik sartlarda eksprese edilen genlerin hem de
metallerin taginmasinda sorumlu genlerin sentezlerinin arttigi gosterilmistir (Worden vd.,
2009). Genis gozenek capina sahip OmpG proteini, pH’a bagli olarak farkli yapisal formlara
dontigmektedir (Mari vd., 2010). Ayrica, asidik sartlarda E. coli’de ompG nin ekspresyon
seviyesinin 2 ile 6,5 kat artti1 tespit edilmistir (Wu vd., 2023). Calismamzda, Cd**
iyonlarimin varliginda ompG 'nin ekspresyonunun arttiginin bulunmasi literatiirii destekler
niteliktedir. E. coli’de PhoE porini, OmpC ve OmpF ile bir¢ok 6zelligi paylassa da fosfatlar,
polifosfatlar, siilfatlar ve kloriirler dahil olmak {tizere pozitif yiiklii lizin kalintilarinin
varligindan kaynaklanan anyonik maddeler i¢in genel bir segicilik gosterir (Benz vd., 1984;
Hancock vd., 1986; Bauerzb vd., 1989) Calismamizda Cd’nin siilfatli formu kullanildigindan,
CdSOs4 sulu soliisyonda Cd** ve SO4? iyonlarina ayrilmasi sonucunda ortamda artan

stilfatlarin hiicreye tasinmasina phoE genin aracilik ettigi sdylenebilir.

Calismamizda yabani tip E. coli W3110’a (1,00) gore belirlenen porin genlerindeki
degisimden, metal hemostazinda rol oynayan temel genlerin kodladigr CueR, RcnR, NikR ve

Zur proteinlerinden hangisinin rolii oldugu arastirildi.

Cd varliginda yabani tip E. coli W3110°da ompA geninin azalmasi istatiksel olarak
anlamli bulunmadi. Calismada belirlenen ompA 'nin az miktardaki baskilanmadan CueR,
RenR ve Zur proteinlerinin sorumlu olmadigi ve bu proteinlerin Cd’den bagimsiz olarak

ompA geninin sentezini arttirdi1 tespit edildi. ompC geninin sentezi yabani tip E. coli
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W3110°da Cd metali varliginda yaklasik 4,5 kat azalis gosterdi. Calismada, bu azalmayi
saglayan geni bulmak i¢in cueR, rcnR, nikR ve zur mutantlari kullanildi. Sonug olarak, CueR,
RenR ve Zur proteinlerinin Cd varliginda ompC 'nin azalmasinda rolii olmadig1 ancak NikR
proteininin rolii oldugu goriildii. ompF geninin Cd varligindaki degisimine bakildiginda,
yabani tip E. coli’de ~2 kat azalma tespit edildi. Cd varlifinda, ompF geninin sentezindeki
degisimde NikR proteininin iki sekilde etkisi bulunmaktadir. NikR proteini metal igermeyen
durumda ompF geninin sentezinin artisindan sorumlu oldugu, Cd varliginda ise baskilamada
rolii oldugu goriildii. CueR’nin metalsiz ortamda ompF geninin sentezinin artisindan sorumlu
oldugu, Cd igeren ortamda ise ompF nin sentezinin farkli bir protein tarafindan kontrol
edildigi yapilan ¢alisma ile tespit edildi. ompG ve phoE genlerinin sentezi Cd varliginda
yabani tipte sirasiyla, ~6 kat ve ~2 kat olacak sekilde artti. ompG ve phoE nin Cd varligindaki
artisindan, NikR ve Zur proteinlerinin sorumlu oldugu tespit edildi. Cd varligindan yabani tip
E. coli’de en fazla baskilanan ompT (~7,5 kat) geni tizerinde ise CueR ve NikR proteinlerinin
rolii bulunurken, Zur proteinin metalden bagimsiz olarak ompT’nin baskilanmasinda rolii
oldugu tespit edildi. Son olarak yabani tip E. coli’de, lamB nin Cd varliginda ~2,5 kat azalis
gosterdigi belirlendi. Bu azalmadan sorumlu proteinin 6zellikle NikR proteini oldugu
goriildii. Literatirde, Cd varliginda veya yoklugunda, CueR, RcnR, NikR ve Zur
proteinlerinin porin genlerinin sentezi ile iliskisini gdsteren bir ¢aligma bulunmamaktadir.
Genel olarak literatiirdeki caligmalarda her metal diizenleyicinin kendine spesifik olan
genlerinin rolleri arastirilmistir. CueR, RenR, NikR ve Zur proteinlerinin genel olarak farkli
metallere karsi korumada gorevli oldugu bazi ¢alismalarda belirtilmistir. Metal diizenleyici
MerR ailesinin bir liyesi olan CueR’nin, affinitesi diisiikte olsa Cd iyonlarini baglayici
alanlara sahip oldugu belirlenmistir (Jancsé vd., 2012). Metal diizenleyiciler (Fur, MntR,
CueR, Zur gibi), ortamda bir metal eksik oldugunda, alim sistemlerinin ekspresyonunu artirir
ve bu metallerin fazlalifinda, alim sistemlerini baskilayici olarak gorev alirlar. Boylece
bakteri hiicresinin metal toksisitesinden korunmasini saglar (Porcheron vd., 2013). Bu
durumda, sitoplazmadaki Cd varliginda CueR proteini, Cd’nin iceriye girisinden sorumlu olan
porin genlerinin sentezi iizerinde baskilayict bir rol oynayabilir. Zur, sitoplazmada Zn>*
birikimi ile aktifleserek iyon girisi engelleyici genlerin sentezini diizenler (Patzer & Hantke,
1998). Outtern ve arkadaslar1 (2001) tarafindan yapilan caligmada, Zur’'un Zn’ye bagh
formlar1 {izerinde biyokimyasal ve spektroskopik analizler yapmis ve sonugta Zur'un iki farkl
metal baglama bolgesine sahip oldugu gosterilmis ve ilk bdlgesine giicli sekilde Zn
iyonlarimin baglandig1 ve ikinci bolgesine ise Zn veya Co’nun baglandigi belirlenmistir

(Outten vd., 2001). Co gibi Cd iyonlar1 da Zur’un ikincil bolgesine baglanma 6zelligi
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gosterebilir. E. coli’de olmasa da Gram negatif bir bakteri olan Alcaligenes eutrophus’da
bulunan membrana bagli CzcCBA protein kompleksi, aktif bir katyon akis mekanizmasi ile
agir metal direncine aracilik eder. Yapilan baska bir ¢alismada, CzcC proteini, Zn**'nin
yaninda Co** ve Cd*"'ye de affinite gdstermistir (Dietfuch & Nies, 1992). Bu durum, Zn
iyonlarina spesifik olan alanlara, Cd iyonlarinin da baglanabilecegini gosterir. RcnR ve NikR
proteinlerinin Cd ile iligkisi oldugunu gosteren herhangi bir c¢aligma literatiirde
bulunmamaktadir. NikR ve RcnR, nikel ABC tipi tasiyict NikABCDE'nin Ni kaynakli
baskilanmasindan sorumlu proteinlerdir. Boylece periplazmada bulunan fazla Ni iyonlarinin
sitoplazmaya gecisini engellemektedir (MacOmber & Hausinger, 2011). Gault ve arkadaslari
(2016) min (2016) 6nemli bulgularindan biri, Ni stresinin, asir1 Fe ve Cu'ya karst savunmada
yer alan sistemleri de harekete gecirdiginin belirlenmesidir (Gault vd., 2016). Bu durumda
NikR, Fe ve Cu gibi Cd toksisitesinden sorumlu genlerin sentezini diizenleyerek dolayli
yoldan porin genlerinin sentezi {iizerinde rolii olabilecegi diisiiniilmiistir. Bu c¢aligma
sonucunda, Cd iyonlarinin metal homeostazindan sorumlu olan CueR, RcnR, NikR ve Zur

proteinlerini uyararak porin genlerinin sentezi lizerindeki rolil literatiire ilk defa kazandirildi.

Calismamiz sonucunda elde edilen veriler literatiirde bilinenler ile analiz edildiginde, yabani
tip E. coli W3110’da porin genlerinin kadmiyum (Cd) homeostazindaki tahmini sentez
mekanizmas1 Sekil 4.94’de sematize edilerek 6zetlenmistir. Cd metali varliginda ompF ve
lamB genlerinin baskilanmasindan NikR nin, ompT nin baskilanmasindan CueR ve NikR’nin,
phoE ve ompG’nin artisindan ise NikR ve Zur’un rol oynadigi belirlendi. Belirlenen bu

verilere ait literatiirde bir calisma bulunmamaktadir.
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Sekil 4.94. Kadmiyum (Cd) stresine karsi Yabani tip E. coli W3110’da porin genlerinin
diizenlenmesinde rol oynayan proteinlerin tahmini sentez mekanizmasi

Co metal stresi: Kobalt stresi altindaki yabani tip E. coli W3110’nun MSK (446,12
ug/ml) degerine gore, ompF (1784,48 pug/ml) ve phoE (892,24 pg/ml) mutant hiicrelerinin
Co’a kars1 daha direncli oldugu belirlendi. OmpF, boyutu itibariyle spesifik olmayan genis
por c¢apina sahip bir porindir. Yapilan bir ¢aligmada, iki degerlikli katyonlarin ompF proteini
ile spesifik etkilesimde bulundugu 6ne siiriilmiistiir (Garcia-Gimenez vd., 2012). Baska bir
calismada Co gibi divalent katyonlarin biiylik kanallara baglanmasinin, porinler aracilig: ile
molekiillerin taginmast i¢in 6nemli oldugu belirtilmistir (Marshall ve Piddock, 1994). Bu
durumda, ¢alismamiz sonucunda OmpF proteini yoklugunun, Co iyonlarinin hiicreye girisini
azaltarak metalin zararli etkisini engelledigini sdyleyebiliriz. Boylece ompF mutantlarinin
yabani tip E. coli’ye gore kobalta kars1 daha direngli olmasi literatiirii desteklemektedir.
Literatiirde, kobalt ile PhoE proteininin iliskisini gosteren herhangi bir veriye
rastlanilmamustir. Yapilan bir calismada, E. coli’de, ¢ogu molekiiliin dis zardan gegisi spesifik
olmayan OmpC ve OmpF ile fosfoporin PhoE’den gergeklestigi vurgulanmistir (Chimento
vd., 2004). Bu durumda hiicreye kobalt taginmasinda bu proteinlerin gorevli olabilecegi,
dolayistyla PhoE proteinin hiicrede bulunmamasinin, kobaltin hiicre i¢ine geg¢isini azalttig1 ve

hiicreye diren¢ kazandirdig: ifade edilebilir.
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Calismamizda, yabani tip E. coli W3110’a CoCl; ilavesi sonucunda porin genlerinin
sentezindeki degisim incelendi. Sonug¢ olarak, ompA, ompC, ompF, ompT ve lamB porin
genlerinin sentezinde azalis; ompG ve phoE genlerinin sentezinde ise artis gozlendi. Kobalt
varliginda porin genlerinin sentezinin nasil degistigi hakkinda literatiirde herhangi bir
calismaya rastlanilmamistir. Ama genel olarak literatiirde kobalt iyonlarinin, dis zar boyunca
porinler veya TonB'ye bagl tasiyicilar (TBDT) tarafindan tasindig belirtilmistir (Osman vd.,
2021). Bu nedenle, 6zellikle besin aliminda gorevli olan OmpC, OmpF, LamB ve PhoE
proteinlerinin (Chimento vd., 2004), Co varliginda sentezlerinin azalmasi anlamli bir sonug
olarak degerlendirilmektedir. Literatiirdeki farkli c¢aligmalarin incelenmesi sonucunda,
porinlerin kobalt ile dogrudan degil de dolayl bir iliskisi olabilecegi gosterilmistir. Demir ve
kobalt hem biiyiiklik hem de yiikk bakimindan benzerdir (Ranquet vd., 2007b). E. coli
hiicrelerine kobalt ilave edildiginde, demir alim genlerinin ifadesinin arttig1 belirlenmistir
(Ranquet vd., 2007a). Cevresel stresin artmasi ile birlikte ompC ve ompF genlerinin
ekspresyonu, Fur (demir homeostaz regiilatorii) tarafindan kontrol edilir (De La Cruz &
Calva, 2010). Kobaltin, demir diizenleyici protein olan Fur'un metal baglama bdlgesine
baglanarak aktivitesinin O6nemli Ol¢iide bozuldugu gosterilmistir (Thorgersen & Downs,
2007). Gerken vd., (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Fur’un ompA, ompC ve ompF
genlerinin sentezinde etkili oldugu vurgulanmistir (Gerken vd., 2020a). Vibrio cholerae
tizerinde yapilan bir calismada Fur’un ompT’nin sentezini arttirict yonde diizenledigi
belirtilmistir (Craig vd., 2011). Bu durumda Co iyonlar1 Fur’un aktivitesini bozarak ompA,
ompC, ompF ve ompT genlerinin baskilanmasindan sorumlu olabilir. Monomerik ve genis por
capina sahip bir porin olan OmpG’nin, genel bir iyon kanali oldugu belirtilmistir
(Naturwissenschaften & Grof3e, 2011). OmpG, spesifik olmayan diger OmpC ve OmpF’den
farkli olarak kanallarimi daraltan biiyiik dig dongili L3’ten yoksundur (Fajardo vd., 1998). Bu
nedenle de genis por ¢apindan dolay1 Co iyonlarinin hiicre igerisine gegisi bu porin araciligi

ile olabilir.

Yapilan bir ¢calismada, yabani tip E. coli W3110’da Co etkisi ile porin genlerinin sentezindeki
degisimde CueR, RcnR, NikR ve Zur proteinlerinin rolii arastirildi. Kobalt metali varliginda,
en fazla baskilanan ompA genidir. Bu genin Co varliginda baskilanmasinda CueR, RcnR,
NikR ve Zur proteinlerinin rolii olmadigi, ancak Co yoklugunda CueR, RcnR, NikR ve Zur
proteinlerinin ompA sentezinin artisinda rol oynadigr gorildii. Bu duruma gore, kobalt
varliginda farkl bir diizenleyici tarafindan ompA 'nin sentezinin baskilandig1 sonucuna varildi.

ompC ve ompF’nin sentezlerinin kobalt varliginda azalmasindan NikR proteinin sorumlu
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oldugu tespit edildi. Kobalt metali varliginda yabani tip E. coli’de artis goriilen porinler ompG
ve phoE’dir. Bu genlerin sentezindeki artistan RenR ve NikR proteinlerinin 6nemli rolleri
oldugu tespit edildi. ompT ve lamB genlerinin sentezinin kobalt varliginda azalmasinda CueR,
RcnR, NikR ve Zur proteinlerinin rolii olmadigi, farkli bir protein tarafindan baskilandigi
belirlendi. Literatiirde, CueR’nin dogrudan ya da dolayli olarak kobalt ile iliskisi olduguna
dair herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamasina ragmen, RcnR, NikR ve Zur proteinlerinin
hiicredeki Co dengesinin saglanmasinda rolii oldugunu gdsteren c¢esitli ¢alismalar
bulunmaktadir. RenR tarafindan diizenlenen RenA’nin, Ni(II) ve Co(II) metalleri i¢in bir disa
atim sistemi oldugu gosterilmektedir (Rodrigue vd., 2005). rcnA gen ekspresyonunun
diizenlenmesi, nikel, kobalt ve demir homeostazi tarafindan saglanir. Regiilatér Fur ve RenR
bu siirecte yer alir ve her biri metale bagli diizenleme i¢in gereklidir (Koch vd., 2007). Cesitli
calismalarda, kobalt metalinin tasinmasinda ve sirastyla demir ve nikel aliminda yer alan feoB
ve nikA'nin sentezlerinin kobalt varliginda azaldigi bulunmustur (Kammler vd., 1993; Navarro
vd., 1993; Marlovits vd., 2002). Bununla birlikte, periplazmik nikel baglayici protein olan
NikA’nin, kobalt dahil diger metalleri de baglayabildigi bilinmektedir (Pina vd., 1995).
Fantino vd. (2010) tarafindan yapilan calismada, fazla miktarda bulundugunda, kobaltin
hiicreye girmek icin demir ve nikel ile rekabet etmesinin muhtemel oldugu ve NikABC ve
FeoAB sistemlerinin ekspresyonlarinin azalmasinin kobalt alimini 6nleyecegi sonucuna
vartlmistir (Fantino vd., 2010). Gram-negatif bakterilerde katyonlarin dis zardan difiizyonu,
cogunlukla OmpC ve OmpF porinleri aracilifiyla gergeklesir (Sebbane vd., 2002).
Calismamizda elde edilen sonuglara gore, kobaltin hiicreye girisini engellemek i¢in ompC ve
ompF genlerinin baskilanmasi literatiiri desteklerken, bu porinlerin baskilanmasinda NikR
proteininin rolii oldugu ilk kez belirlendi. Bununla birlikte, literatiire kobalt varliginda RenR
ve NikR’nin ompG ve phoE genlerinin sentezini arttirdigina dair ilk bulgular da bu ¢aligma ile

kazandirildi.

Calismamiz sonucunda elde edilen veriler literatiirde bilinenler ile analiz edildiginde, yabani
tip E. coli W3110°da porin genlerinin kobalt (Co) homeostazindaki tahmini sentez
mekanizmasi Sekil 4.95°de sematize edilerek 6zetlenmistir. Co varliginda ompC ve ompF
genlerinin baskilanmasindan NikR’nin, ompG ve phoE’nin artisindan ise NikR ve RcnR’nin

rol oynadigi belirlendi.
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Sekil 4.95. Kobalt (Co) stresine karsi Yabani tip E. coli W3110’da porin genlerinin diizenlenmesinde
rol oynayan proteinlerin tahmini sentez mekanizmast

Cu metal stresi: Bakir stresi altindaki yabani tip E. coli W3110’a gore, ompA ve
ompC mutant hiicreleri Cu iyonlarma karst daha duyarl, ompF ve lamB mutant hiicrelerinin
ise daha direngli oldugu belirlendi. Uzun zamandir, OmpC ve OmpF proteinlerinin diisiik
molekiiler agirlikli hidrofilik bilesiklerin, 6zellikle yiiksiiz veya katyonik olanlarin giris
mekanizmasi oldugu bilinmektedir (Nikaido, 2003). Ayrica Cu** gibi metal iyonlari i¢in de bir
giris yolu saglarlar (Lutkenhaus, 1977). Bakir metali transferinde porinler arasinda en etkili
goriinen OmpF proteinidir. OmpF goézeneklerinin OmpC gdzeneklerine kiyasla biraz daha
biiylik olmas1 (Nikaidol & Vaara2, 1985) ve normal kosullar altinda OmpF gdzeneklerinin
daha yiiksek oranda acik olmasindan kaynaklanir. ompA ve ompC mutantlarinin bakir
iyonlarina daha duyarli olmasi ompF mutantinin ise daha direncli oldugu bulgumuz literatiir
ile de desteklenmektedir (Goodson, 1986). Maltoporin (LamB) ve peptidoglikanla iligkili
lipoprotein ile birlesmis sistein ve glisin kalintilar1 agisindan zengin bazi metal baglayici
peptitler, E. coli’de gelismis bir biyosorpsiyon yetenegine yol acar (Janeena vd., 2023). Bu
durumda lamB geninin yoklugunda hiicrenin diren¢ kazanmasi, Cu iyonlarimin hiicre igerisine

girisinin engellenmesinden kaynaklanabilir.

Cu iyonlar1 varligr ve yoklugunda yabani tip E. coli W3110 hiicrelerinde sentezlenen

porin genlerinin ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi sonucunda, ompT geninin degisimi
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istatistiksel olarak anlamli bulunmazken, ompA, ompC ve ompF genlerinin sentezinin
baskilandig1, ompG, lamB ve phoE genlerinin ise sentezinin arttig1 tespit edildi. Sonug olarak,
OmpT proteini hari¢ diger porin proteinlerinin bakir homeostazinda gorevli oldugu bulundu.
OmpA’nin, E. coli'deki baslica dis zar proteinlerinden biri olarak tanimlandig1 ve dis zarin
biitiinliigiiniin korunmasinda 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir. Ayrica, F-pilus aracili
konjugasyonda, kolikin duyarliliginda ve bir bakteriyofaj reseptorii olarak gorev aldigi
gosterilmistir (Hallt & Silhavy~, 1981; Lugtenberg & Peters, 1976; Osborn & Wu, 1980).
OmpA, diisiik gecirgenlige sahip spesifik olmayan diflizyon kanallar1 iiretir (Arora vd., 2000;
Zakharian & Reusch, 2005). Bu durum, bakir metalinin toksisitesinden kendini korumak i¢in
ompA sentezinin azalmasi beklenen bir sonugtur. Xu vd, (2022) tarafindan yapilan ¢alismada
bakir ve ¢inko agir metallerine maruz kalan E. coli hiicrelerinde ompC geninin sentezinin
azaldig1 belirlenmistir (Y. Xu vd., 2022). Bizim c¢alismamizin sonuglari da bu c¢aligmay1
desteklemektedir. OmpC ve OmpF, bakteri hiicre duvarlarinda yiiksek seviyelerde ifade
edilen homolog porinlerdir. OmpC, OmpF'den daha kiigiik gézenek boyutuyla daha segicidir
(Baslé vd., 2006; Koebnik vd., 2000). Ozellikle, safra tuzlar1 ve sefalosporinler gibi toksinler,
OmpF'den, OmpC'ye gore daha kolay gecer. Bu gozlemlere dayanarak, bakir iyonlarinin
gecisini azaltmak igin ompF geninin sentezini azaltmast muhtemeldir. Farkli biiyliime
ortamlarinin bilesenlerinin agir metal iyonlarim1 baglayabildigi ve sonug¢ olarak bu iyonlarin
mikroorganizmalar ile etkilesimini etkileyebildigi iyi bilinmektedir (Ramamoorthy &
Kushner, 1975). E. coli DH5a susu lizerinde yapilan bir ¢alismada, farkli karbon kaynaklar
(mannitol, fruktoz, laktoz ve maltoz) kullanilmis ve bu karbon kaynaklarinda biiytitiilen
hiicrelerde bakir birikimi oldugunu belirlemislerdir. Bunun sonucunda maltoz igeren
hiicrelerde bakir birikiminin yabani tipe gore onemli dl¢lide arttii belirlenmistir. LamB'nin
(veya maltoporinin) sekere 6zgii bir baglanma bolgesine sahip oldugu ve bdylece segici bir
kanal olusturdugu ¢ok eskiden bilinmektedir (Benzt vd., 1987). Bu durumda, bakir iyonlar1
seker molekiillerine baglanarak lamB kanalindan kolaylikla ge¢ebilmektedir. Bu durumda bu
kanalin bakir aliminda rolii oldugu sdylenebilir. OmpG, porinlerde bulunan en genis gézenek
caplarindan birini sergileyen, spesifik olmayan porinler arasinda monomer yapidaki tek
porindir (Yildiz vd., 2006). Ayrica, OmpG, iki asidik ve iki bazik bolgeden olusan merkezi
bir halka barindirir. Bu halka yapisinin pH’a bagli olarak degismesi, porinin katyon segiciligi
ve seker tasinmasi iizerindeki roliinii etkiler (Schmitt vd., 2019). Genel olarak az sentezlenen
ompG geninin sentezinin, ompF geninin eksikliginde artig gosterdigi literatiirde bilinmektedir
(Damaghi vd., 2010). Bu c¢aligmada bakir varliginda ompC ve ompF nin baskilanmasi,

hiicreye madde alimimin spesifik olmayan ompG tarafindan gerceklesmesi nedeni ile
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sentezinde artis olmus olabilir. OmpF ve OmpC eksikliginin, genellikle fosfat sinirlayici
kosullar altinda eksprese edilen bir porin olan phoEmin ekspresyonunu indiikledigi
bilinmektedir (Korteland vd., 1982). Fosfoporin olarak bilinmesine ragmen, PhoE
gbzeneginde difiizyon, sadece anyonlarla sinirl degildir (Benz vd., 1985) ve OmpC ve OmpF
yoklugunda bakir iyonlarimin difiizyonunu kolaylagtirmasinin muhtemelen PhoE araciligiyla
olabilecegi vurgulanmistir (Speer vd., 2013). Calismada, bakir varliginda azalan ompC ve
ompF genlerinin gorevini iistlenen phoE’nin hiicreye madde aliminda gorev aldigi i¢in sentezi

artmis olabilir.

Cu iyonlart varliginda yabani tip E. coli W3110’da porin genlerinin sentezinde
meydana gelen degisimde CueR, RcnR, NikR, Zur, CusS, CusR, CpxA ve CpxR
proteinlerinin rolleri arastirildi. E. coli'de, copA, CueR tarafindan pozitif olarak kontrol edilir
ve bdylece sitoplazmadaki fazla bakirin periplazmaya aktarilmasini saglar (Rensing & Grass,
2003; Stoyanov vd., 2001). Bakir homeostazinda en dnemli proteinlerden biri olan CueR ’nin,
bakir varliginda yabani tip E. coli’'nin ompA, ompC, ompF, ompG, ompT, lamB ve phoE
genlerinin sentezi lizerinde bir roliiniin olmadig1 bu ¢alisma ile belirlendi. RenA, E. coli'de Ni
ve Co detoksifikasyonundan sorumlu bir akis pompasidir. rcnA’nin ifadesi, Ni ve Co
tarafindan uyarilan metal-diizenleyicisi RcnR yoluyla diizenlenir (Blaha vd., 2011). Metal
iyon dengesini korumak i¢in, RcnA pompasi ile birlikte ¢alisan periplazmik protein RcnB
(YohN)’nin bir Ni/Co akis sisteminde yer alan Cu-baglayici protein oldugu belirlenmistir
(Blériot vd., 2014). Bakirin hiicre i¢i dengesinin ayarlanmasinda rolii olan RenR’nin ¢aligilan
porin genleri igerisinden sadece phoE geninin bakir varliginda sentezini artirmada rolii oldugu
tespit edildi. Boylece, RcnR’nin phoE geninin sentezi tizerindeki roliinii gosteren ilk bulgular,
bu ¢alismanin sonucunda literatiire kazandirildi. Bakir varliginda, yabani tip E. coli’de ompF
geninin sentezinin azalmasindan, ompG ve phoE genlerinin sentezinin ise artisindan NikR
proteinin rolii oldugu goriildii. Transkripsiyonel diizenleyici olan NikR’nin, her zaman nikele
0zgl olmadigi, aslinda bakir ve kobalt metallerini de siki sekilde baglayabildigi literatiirde
bilinmektedir (Bloom, 2004). Ancak NikR’nin bakir varliginda ompF, ompG ve phoE
genlerinin sentezi iizerine bir rolii oldugu literatiirde bulunamamuistir. Bakirin hiicre igerisine
alimi spesifik olmayan porin kanallar1 aracilifiyla olmaktadir (Chivers vd., 2012). Bu
durumda, bakir varliginda ompF sentezinin azaltilmasinda ve azalan ompF 'nin yerine benzer
rolleri tstlenen ompG ve phoE genlerinin artisinda NikR proteininin rolii oldugunu
sOyleyebiliriz. Cinko homeostazinda yer alan Zur, Zn achiginda, ¢inko alim genlerinin

regiilasyonundan sorumludur (Patzer & Hantke, 1998). Son zamanlarda farkli metal
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homeostatik yolaklarin etkilesimi ve bunlarin bakteri fizyolojisine ve stres adaptasyonuna
katkisi lizerine ¢aligmalar yapilmaktadir. 2019 yilinda yapilan bir ¢alismada, Zn fazlaliginda
E. coli 'de Zn, Fe ve Cu homeostatik yolaklarin birbirlerinin ¢apraz diizenleyicileri oldugu
gosterilmistir (Xu vd., 2019). E. coli hiicrelerinin Zn ile asir1 yiiklenmesi, Fe homeostaz
diizenleyicisi Fur'un gegici diizensizligine ve sonug olarak Fe-alim genlerinin ve Fe-depolama
genlerinin iizerindeki baskisinin azalarak hiicrede Fe'nin asir1 yiikklenmesine neden olmustur.
Bu kosul altinda artan oksidatif stresle birlesen yiiksek Fe, birincil Cu detoksifikasyonun
transkripsiyon diizenleyicisi CueR'yi baskilayarak CopA ve CueO'nun ekspresyonunun
azalmasina neden oldu. Bu durumda, E. coli hiicreleri, hiicre i¢i Cu igerigini diislirmek igin
CusRS sinyal iletim yolu araciligtyla ikincil Cu detoksifikasyon sistemi CusCFBA'y1 aktive
ettigi belirtilmistir. Farkli bir ¢alismada, E. coli’de ZnuA'nin bir ¢inko (II) tastyicist oldugu
bilinmesine ragmen, diger metal iyonlar1 (Co(Il), Ni(Il), Cd(I), Cu(ll)) ile etkilesime
girebilecegine dair bazi kanitlar da vardir (Hecel vd., 2020; Yatsunyk vd., 2008). Bu
caligsmalar gdsteriyor ki, Zur proteini Zn haricinde Cu iyonlarini da tagiyabilir. Literatiirde de
Gram pozitif bir bakteri olan Enterococcus faecalis’te yapilan bir ¢alismada, Zur’da bulunan
iki metal baglayici bolgesinin bir tarafina Zn baglanirken diger alanina bakir iyonlarinin
baglanarak bir dizi genin regiilasyonunu saglayarak fazla bakirin hiicreye alinmasini
engelledigi belirtilmistir (Latorre vd., 2015). Calismamiz sonucunda Zur proteininin bakir
varliginda, ompT ve phoE’nin sentezinin artisindan sorumlu oldugu ilk kez belirlendi.
Literatiirde Zur proteininin ompT ve phoE genlerinin sentezi lizerinde etkisini gosteren
herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Ancak yukarida belirtilen g¢alismalardan yola
cikarak, Cu varliginda aktiflesen Zur’un hiicreyi artan oksidatif stresten korumak i¢in ompT
geninin sentezinin artigindan sorumlu olabilecegi ifade edilebilir. phoEnin ifadesi, fosfat
acligr altinda indiiklendiginden duragan fazda sentezi genel olarak artmaktadir (Yoon vd.,
2003). Ortamda bulunan fazla metal katyonlarinin hiicre igerisine gecisleri, fosfatlar ile
olusturduklar1 kompleks araciligiyla kolaylagsmaktadir (Van Veen,’j vd., 1994). Burada Zur
proteininin phoE tizerindeki rolii ile iliskili ilk veriler ortaya konulmus, ancak nasil bir

baglanti olacagina dair daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Iki bilesenli sistemler, bakterilerin cevreyi algilamak ve ona tepki vermek icin
kullandig1 baslica sinyal iletim yoludur. Bakir homeostazinda gorevli olan temel iki bilesenli
sistemlerden olan CpxAR ve CusSR’nin bakir metali varliginda, porin genlerinin sentezi
tizerine bir etkisi olup olmadig: arastirildi. Bakir iyonlarinin varliginda, CpxAR iki bilesenli

sisteminin porin genleri iizerindeki etkisinin incelenmesi sonucunda, CpxA proteininin,
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aragtirtlan tiim porin genlerinin sentezi ilizerinde herhangi bir rolii olmadigi, CpxR’nin ise
sadece ompA nin baskilanmasinda rolii oldugu belirlendi. Ma ve Wood (2009) tarafindan
yapilan bir ¢alismada E. coli’de, yiizeylerde biyofilm olusumunda gérev alan OmpA’nin
biyofilm olusumunun ylizeye bagl bir sekilde etkilendigi (plastikte biyofilm olusumunu
artirirken camda biyofilm olusumunu azaltir) tespit edilmistir (Q. Ma & Wood, 2009). Ayni
calismada, biyofilm olusumunda OmpA’nin asir1 tiretimi sonucunda CpxAR sisteminin aktive
edildigi ve hidrofilik yapisindan dolay1 seliiloz iiretiminin, ompA nin silinmesi sonucu
arttigin1 ve bunun da ylizeye bagl biyofilm olusumuna yol actigini belirlemislerdir. CpxAR
stres yanit sistemi yoluyla, seliiloz {iretimini inhibe eder ve seliillozdaki bu azalma, hidrofobik
yiizeylerde biyofilm olusumunu artirir (Cho vd., 2023; Y. Ma vd., 2009). Calismamizda bakir
varliginda CpxR’nin ompA nin baskilanmasinda rolii oldugu ilk kez belirlendi. Literatiirde
bakir stresine maruz kalan E. coli’de artan oksidatif stres sonucunda ompA ve ompF nin
sentezlerinin azaldig1 belirlenmistir. Elde edilen cpxR nin ompA geninin sentezi lizerindeki
etkisi, dogrudan degil de dolayli yoldan bakir iyonlarinin etkisi ile meydana gelen oksidatif
stresden kaynakli olabilir. Zarf stresi meydana geldiginde CpxAR sisteminin, ompC geninin
sentezinin artisinda, ompF geninin ise sentezinin baskilanmasinda gorevli oldugu
bilinmektedir (Batchelor vd., 2005). Diger taraftan, bakir metali varliginda ompC geninin
artisinda EnvZ/OmpR sisteminin rolii oldugu belirlenmistir (Kershaw, 2005). Bu calisma da
ise ompC ve ompF genlerinin sentezinin baskilandigi belirlendi. Diger ¢aligmalarin bu
calismadan farki, kullanilan susun E. coli K12 MG1655 ve kullanilan besiyerinin farkl
olmasindan kaynaklanabilir. Calismamizda bakir varli§inda belirlenen bir diger sonug, CusSR
sistemlerinin, ompA, ompC ve ompF genlerinin sentezlerinin azalmasindan, ompG, lamB ve
phoE genlerinin sentezlerinin artisindan CusSR sistemlerinin sorumlu olmasidir. Literatiirde,
OmpC proteinine bakir baglayici 6zellik gosteren peptitlerin baglanmasi ve bu kompleksin bir
CusSR iki bilesenli sistemin kontrolii altinda ifade edilmesinin saglandigi c¢alismalar
(Ravikumar vd., 2011, 2012)bulunmasina ragmen, dogrudan bakir varliginda porin genlerinin
sentezi lizerinde CusSR sistemlerinin roliine dair bir calismaya rastlanilmamistir. Ancak farkli
metaller ile ilgili birkac¢ caligsma literatiirde tespit edilmistir. Randall vd., (2015) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada, E. coli’de ompR ve cusS'deki mutasyonlarin, sirastyla OmpC/F
porinlerinin kaybin1 ve CusCFBA akis tagiyicisinin baskilanmasinin kalkmasini sagladigi; her
iki durumda hiicre i¢i giimiis birikiminin azalmasiyla baglantili olan degisimler oldugu
belirlenmigtir (Randall vd., 2014). Son yillarda yapilan bir calismada da Klebsiella
pneumoniae’deki CusS mutantlari, artan glimiis konsantrasyonlarma maruz kaldiklarinda

hiicrelerde ompC ekspresyon seviyesinin diistiigii belirlenmistir (Woolley vd., 2022).
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Bakir stresi altinda CusSR iki bilesenli sisteminin ompA, ompC, ompF, ompG, lamB

ve phoE genlerinin sentezi lizerindeki rolleri ilk kez bu ¢alismada bildirilmistir.

Calismamiz sonucunda elde edilen veriler literatiirde bilinenler ile analiz edildiginde,
yabani tip E. coli W3110’da porin genlerinin bakir (Cu) homeostazindaki tahmini sentez
mekanizmas1 Sekil 4.96’da sematize edilerek Ozetlenmistir. Cu varliginda ompA geninin
baskilanmasinda CpxR ve CusSR sistemi, ompC geninin baskilanmasinda CusSR sistemi,
ompF nin baskilanmasinda NikR ve CusS, ompG nin artisindan NikR ve CusSR sistemi,
ompT nin baskilanmasindan CusS, artisindan Zur, lamB nin artisinda CpxR sorumlu oldugu
belirlenirken, phoE’nin artisindan ise RcnR, NikR, Zur ve CusSR sisteminin rol oynadigi

belirlendi.

®
®

Sekil 4.96. Bakir (Cu) stresine kars1 Yabani tip E. coli W3110’da porin genlerinin diizenlenmesinde
rol oynayan proteinlerin tahmini sentez mekanizmasi

Ni metal stresi: Nikel stresi uygulanan yabani tip E. coli W3110 ile porin
mutantlarinin biiyiimeleri {izerindeki etkilerinin karsilastirilmast sonucunda, sadece ompA
nakavt edilmis hiicrelerin Ni iyonlarina daha duyarli oldugu belirlendi. Diger porin

mutantlarinda istatiksel olarak 6nemli bir degisim belirlenmedi. Gram-negatif bakterilerde,
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genellikle nikel komplekslerinin alimi, TonB'ye bagli tasiyicilar (TBDT'ler) araciligiyla dis
zar boyunca gerceklesmektedir (Zeer-Wanklyn & Zamble, 2017). Nikelin ayrica dis zardaki
diisiik afiniteli porinler yoluyla da periplazmaya ulasabilecegi diisiiniilse de literatiirde bu
konu hakkinda bir c¢alismaya rastlanilmamistir. E. coli, fazla miktarda nikele maruz
kaldiginda, hayatta kalabilmek i¢in biyofilm olusturdugu ve biyofilm olusumu sirasinda
OmpA proteininin asirt eksprese edildigi belirlenmistir (Orme vd., 2006). Ancak
laboratuvarimizda farkli arastirmacilar tarafindan yapilan g¢alismalarda, ompA nin mutant
olmast hem normal kosullar altinda hem de nikel varliginda yabani tip E. coli W3110’un
aksine biyofilm olusturuldugu gozlemlenmistir (Yayinlanmamis ¢alisma). Yapilan bir
calismada, OmpA’nin Cd metal baglayici hekzapeptit (HSQKVF) sayesinde hiicreleri Cd'nin
toksik etkisinden korudugu ve peptitlerin, ¢inko, bakir ve nikel gibi diger agir metalleri de
komplekslestirdigi icin kadmiyuma 06zgli olmadigi belirtilmistir (Mejare vd., 1998).
Calismamiz sonucunda ompA nin nakavt edilmesi ile hiicrenin nikele kars1 daha duyarli hale
gelmesinin sebebi, hekzapeptitlerin yoklugu nedeniyle hiicreye nikel girisinin engellenmemis

olmasindan kaynakl1 olabilir.

Calismamizda, metal igermeyen ortamda biiyiitilen yabani tip E. coli W3110
hiicrelerindeki porin genlerinin sentez seviyesi ile nikel stresi uygulanan yabani tip E. coli
W3110 hiicrelerinde sentezlenen porin genlerinin sentez seviyesi karsilastirildiginda,
ompA’nin sentezinde azalma ve ompG ve phoE’de ise artis oldugu belirlendi. Bununla birlikte
nikel varhiginda ompC, ompF, ompT ve lamB’nin sentezinde istatiksel olarak anlamli bir
degisim goriilmedi. E. coli hiicreleri, nikelinde aralarinda bulundugu 9 farkli agir metal ile
muamele edilmis ve metallerin antimikrobiyal 6zellikleri arastirilmistir. Bunun sonucunda
TEM goriintiileri ile metal birikiminin, bakterilerin hiicre duvarin1 ve diger hiicresel
bilesenlerin bozulmasina neden oldugunu gostermislerdir (Yasuyuki vd., 2010). OmpA'nin
periplazmada yer alan C terminal domaini peptidoglikana baglanarak dis zarin yapisal
biitlinliigiinii saglamaktadir (Samsudin vd., 2016).Bu durumda hem kanal proteini hem de
yapisal bir protein olan ompA nin nikel varlifinda sentezinin azalmasinin nedeni bozulan
hiicre duvar yapisi olabilir. Bununla birlikte, nikel tuzlarina maruz birakilan E. coli
hiicrelerinde BaeSR sisteminin uyarildigi (Leblanc vd., 2011)ve stres sartlari ile uyarilan
BaeR’nin ise ompA’nin baskilanmasinda rol oynadigi (S. Wang vd., 2021) literatiirde
bilinmektedir. Bu durumda nikel varliginda ompA geninin baskilanmasinda BaeSR sisteminin

de roli olabilir.
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Yabani tip E. coli’de nikel iyonlar etkisi ile degisen porin genlerinin sentezi lizerinde metal
homeostazinda gorev alan CueR, RcnR, NikR ve Zur proteinlerinin rolii olup olmadigi ger¢ek
zamanli PZR kullanilarak arastirildi. Elde edilen sonuglara gore, nikel varliginda porin
genlerinde meydana gelen degisimde CueR, RcnR, NikR ve Zur proteinlerinin sorumlu
olmadig1 belirlendi. Bu c¢alisma, nikel varliginda meydana gelen porin sentezlerindeki
degisimin farkli protein ya da proteinler tarafindan diizenlendigini gostermektedir. Yukarida
da belirtildigi gibi ompA geninin nikel varli§inda azalmasinda BaeSR sisteminin rolii olmasi
muhtemeldir. Nikel varlifinda onemli derecede artis goriilen ompG ve phoE genlerinin
regiilasyonunda dogrudan ya da dolayli olarak hangi proteinlerin gorev alabilecegine dair
literatiirde herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Calismamiz ompG ve phoE genlerinin
nikel ile iligkisini gosteren ilk veriler olup bu genlerin kontroliinden hangi protein ya da

proteinlerin rol oynadiginin belirlenebilmesi i¢in daha fazla veriye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamiz sonucunda elde edilen veriler, literatiirde bilinenler ile analiz edildiginde,
yabani tip E. coli W3110’da porin genlerinin nikel (Ni) homeostazindaki tahmini sentez
mekanizmas1 Sekil 4.97°de sematize edilerek gosterilmistir. Ni varliginda porin genlerinin
kontroliinde farkli bir mekanizmanin rol oynadig1 ve ¢alisilan genlerin nikel ile iligkili olarak

porin genlerinin sentezi lizerinde bir rolii olmadig1 sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.97. Nikel (Ni) stresine karst Yabani tip E. coli W3110’da porin genlerinin diizenlenmesinde
rol oynayan proteinlerin tahmini sentez mekanizmast
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Zn metal stresi: Cinko metali uygulanan yabani tip E. coli W3110 ile porin genleri
nakavt edilmis hiicrelerin yasam deney sonuglar karsilastirildiginda, ompA, ompC ve lamB
nakavt hiicrelerin Zn’ye daha duyarli oldugu, ompF ve phoE nakavt hiicrelerin daha direncli
oldugu belirlendi. Yapilan c¢alismalarda, ompA geninin nakavt edildigi hiicrelerin stres
sartlarina kars1i daha duyarli oldugu belirtilmistir (Sigdel vd., 2006; Y. Wang, 2002).
Laboratuvarimizda farkli arastirmaci tarafindan yapilan bir ¢alismada, ompA nin mutant
olmast normal kosullar altinda yabani tip E. coli W3110’un aksine biyofilm olusturdugu,
cinko varliginda ise biyofilm olusturmadigi tespit edilmistir (Yayinlanmamis ¢alisma). Bu
calisma sonucunda tespit edilen ¢inko varliginda ompA’nin yoklugu ile hiicrenin daha duyarlt
olmasimin nedeni, toksik bilesenlerin hiicre icerisine girigini engelleyen biyofilm tabakasini
olusturamamasindan kaynakli olabilir. Egler vd., 2005 yilinda yapilan ¢alismada, E. coli’de
c¢inko varliginda ompC nakavt susun daha duyarli oldugu tespit edilmistir (Egler vd., 2005).
E. coli iizerinde yapilan farkli bir calismada da ¢inko varliginda OmpC’nin yoklugu, hiicreyi
Zn’ya kars1 daha duyarl hale getirdigi goriilmiistiir. Caligmamizda belirlenen Zn varliginda
OmpC’nin rolii literatiir ile paralellik gdstermektedir. Bircok calismada, OmpA, OmpC ve
LamB proteinlerinin metal baglayici peptitler icerdigi ve bu yapilar sayesinde hiicreyi metal
iyonlarinin toksik etkilerinden korudugu belirtilmistir (Maruthamuthu vd., 2018; Mejare vd.,
1998; Li & Tao, 2015; Loboda vd., 2018; Sousa vd., 1998). Burada, ¢inko varliginda OmpA,
OmpC ve LamB proteinlerinin yoklugunda, hiicrelerin yabani tipe gore daha duyarl
olmasinin tespit edilmesi, literatiir ile de desteklenmektedir. Bununla birlikte, ¢inko varliginda
ompF ve phoE genlerinin E. coli’nin yasami iizerindeki 6nemi ilk kez bu c¢alisma ile
belirlendi. Onceden de belirtildigi gibi, ompF 'nin, besin ve katyon iyonlarinin hiicre igerisine
aliminda rol oynayan spesifik olmayan bir porin olmasi, OmpF nin yoklugunda hiicrenin

cinkoya kars1 daha direncli hale gelmesinin nedeni olabilir.

Calismamizda ¢inko metalinin etkisi ile yabani tip E. coli W3110’da meydana gelen
porin genlerinin sentezindeki degisim karsilastirmali olarak analiz edildi. Zn varli§inda
yabani tip E. coli W3110°da ompA, ompC ve ompF genlerinin sentezinde azalma goriiliirken
ompG, lamB ve phoE genlerinde ise Onemli derecede bir artis gozlendi. Yapilan bir
calismada, E. coli proteomunun Zn(II) stresine nasil tepki verdigi arastirilirken zamanin
onemli bir faktor oldugunu ve ompF nin sadece ilk 30 dk’lik zaman diliminde arttig1
sonrasinda azaldig: tespit edilmistir (Laake, 1990). Bu durum beklenen bir sonugtur. Ciinkii
hiicre ilk olarak ¢ogalmay1 saglayabilmek i¢in ompF’nin sentezini artirarak ortamdaki besin

alimin1 saglamis ve daha sonra hiicreye giren toksik miktardaki ¢inkonun etkisi ile ompF nin
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sentezi baskilanmis olabilir. Bu c¢alismada belirlenen ompF nin sentezindeki azalmanin
literatlir ile benzer olmasmin nedeni ¢inkoya daha fazla siire (yaklasik 2 saat) maruz
kalmasindan kaynakli olabilir. Egler vd. (2005) tarafindan yapilan ve Zn varliginda ompF ve
ompA genlerinin sentezinin azaldigini gosteren calisma (Egler vd., 2005), bizim sonuglarimizi
da desteklemektedir. Bir baska calismada, Zn varliginda ompA sentezinin azaldiginin
belirtilmesi (Brocklehurst & Morby, 2000), sonuglarimizi desteklemektedir. Calismamiz
sonucunda elde edilen ¢inko varliginda artan ompG, lamB ve phoE genlerine ait literatiirde

herhangi bir ¢calismaya rastlanilmamastir.

Calismamizda son olarak, ¢inko varliginda sentezinin degistigi tespit edilen porin
genlerinin kontroliinde, CueR, RcnR, NikR ve Zur proteinlerinin hangisinin rolii oldugu
belirlenmeye calisildi. Bunun i¢in ¢inko varliginda ve yoklugunda yabani tip E. coli W3110
ve cueR, renR, nikR ve zur mutantlarinda porin genlerinin sentez miktarlar1 gergek zamanlh
PZR ile belirlendi. Yabani tip E. coli W3110 ile mutantlarda sentezlenen porin miktarlarinin
karsilastirilmast sonucunda, ompF’nin azalmasinda ve ompG, lamB ve phoE nin artiginda
belirlemis oldugumuz CueR, RcnR, NikR ve Zur proteinlerinin rolii olmadigi, farkli bir
protein ya da proteinler tarafindan kontrol edilebilecegi belirlendi. Bununla birlikte, ompA ve
ompC genlerinin baskilanmasinda NikR ve Zur proteinlerinin rolii oldugu belirlendi. Bu
proteinlerin ¢inko varliginda ve yoklugunda ompA ve ompC genlerinin sentezi iizerinde rol
oynadigina dair bir ¢alismaya literatiirde karsilasilmamistir. Ancak NikR ve Zur proteinlerinin
hiicredeki ¢inko varligini algiladigina dair bir¢cok ¢alisma bulunmaktadir (Gilston vd., 2014;
Higgins vd., 2012; Outten vd., 2001; S. C. Wang vd., 2004). E. coli'de NikR, bir nikel iyonu
tastyicisinin ifadesini diizenleyen, nikele duyarli bir transkripsiyon faktoriidiir. Metal analizi
yapilan ¢alismada, NikR'nin Ni(Il), Cu(Il), Zn(II), Co(II) ve Cd(II) dahil olmak iizere ¢esitli
iki degerlikli ge¢is metallerini baglayabildigini ortaya koymaktadir (Higgins vd., 2012; S. C.
Wang vd., 2004). E. coli Zur proteini, Zn(II) alim sistemlerinin ifadesini diizenleyen bir Fur
homologudur. Cinko yiikli Zur formunun DNA'y1 baglamasini ve znuABC genlerinin
transkripsiyonunu baskilamaktadir (Gilston vd., 2014; Outten vd., 2001). Zur (¢inko alim
diizenleyicisi) tarafindan diizenlenen ykgM ve zinT'nin, ¢inko kitlig1 sirasinda yiiksek oranda
indiiklendigi ve bunun biyofilm olusturabilmesi i¢in gerekli oldugu bildirilmistir. Farkli bir
calismada ykgM veya zinT genlerindeki bir mutasyonun biyofilm biyosentezinin
inhibisyonuna yol a¢tigin1 bildirmektedir. Bu ¢alismalardan yola ¢ikarak, Zur’un asir1 ¢inko
varligint hissetmesi ve zinT genini baskilayarak biyofilmde gorev alan ompA nin sentezinin

azalmas1 sonucu biyofilmi engellemis olabilecegi sOylenebilir. Yapilan bir ¢aligmada, ¢inko
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(Zn) fazlahiginin E. coli'de demir (Fe) ve bakir (Cu) homeostazin1 bozarak hiicrede Fe'nin
artmasina ve Cu seviyelerinin diismesine neden oldugu belirlenmistir. ilaveten yapilan gen
ekspresyon analizi sonucunda ise, Zn fazlalifinin gecici olarak Fur’un aktifleserek hiicre
icinde artan metale bagli olarak Fe alim genlerini baskiladig: belirlenmistir (Z. Xu vd., 2019).
Bu durumda hiicre igerisine demir aliminda gorevli olan ompC geninin (Gerken vd., 2020b)
sentezinin artan ¢inko varliginda Fur’un homologu olan Zur tarafindan baskilanmis olabilir.
Calismamiz sonucunda belirlenen NikR’nin ompA ve ompC genlerinin sentezi nikel
varliginda baskiladigina dair literatiirde bir ¢aligma goriilmemistir. NikR’nin porin genleri

tizerindeki diizenleyici roliiniin anlasilmasi i¢in daha ¢ok veriye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamiz sonucunda elde edilen veriler literatiirde bilinenler ile analiz edildiginde,
yabani tip E. coli W3110’da porin genlerinin ¢inko (Zn) homeostazindaki tahmini sentez
mekanizmasi Sekil 4.98°de sematize edilerek 6zetlenmistir. Zn varliginda, ompA ve ompC’nin
baskilanmasindan NikR ve Zur, ompF ve ompTnin baskilanmasindan ve ompG nin
sentezinin artmasindan NikR’nin sorumlu oldugu tespit edildi. Belirlenen bu verilere ait

literatiirde bir ¢calisma bulunmamaktadir.
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Sekil 4.98. Cinko (Zn) stresine kars1 Yabani tip E. coli W3110’da porin genlerinin diizenlenmesinde
rol oynayan proteinlerin tahmini sentez mekanizmasi
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4.3. Oneriler

E. coli, metal varligin algilamada ve hiicre icerisindeki dengeyi korumada g¢ok
karmasik bir mekanizmaya sahiptir. Metallerin periplazmaya ve hiicre digina aktarim
mekanizmalar1  hakkinda c¢ok sey bilinmesine ragmen, metallerin hiicreye alim
mekanizmalarinin daha ¢ok aydinlatilmas: gerekmektedir. E. coli'de dis zar, metallerin
hiicreye girmesini engelleyici ilk bariyerdir. Calismamiz sonucunda dis zar gegirgenliginde
gorev alan porin proteinlerinin metal iyonlarinin hiicre ig¢ine taginmasinda énemli rol oynadigi
belirlendi. Ancak porin genlerinin metal varliginda hangi proteinlerin kontrolii altinda

oldugunun tam olarak agiklanmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez kapsaminda metal igermeyen ortamda yapilan ¢alismalarda E. coli’de metal
homeostazinda gorevli olan CueR, RcnR, NikR, Zur, CpxA, CpxR, CusS ve CusR
proteinlerinin porin genlerinin sentezi iizerinde 6nemli rolleri oldugu belirlendi. Metalden
bagimsiz olarak bu proteinlerin porin genleri iizerindeki etkisinin daha detayli arastirilmasi

gerekmektedir.

Cd homeostazinda, énemli rolii oldugu belirlenen ompC ve phoE genlerinin sentezini
diizenleyenin ¢alismada arastirilan proteinlerin haricinde farkli protein veya proteinlerin
oldugu belirlenmistir. Co homeostazinda ompA, ompT ve lamB genlerinin; Ni homeostazinda
ompA, ompG ve phoE genlerinin ve Zn homeostazinda ise ompF, ompG, lamB ve phoE
genlerinin farkli protein veya proteinler tarafindan regiile edildigi tespit edildi. Heniiz
bilinmeyen bu proteinlerin ve metal homeostazdaki porin proteinlerini regiile etme

mekanizmalariin daha da aydinlatilmasi gereklidir.

Yabani tip E. coli ve porin mutant suslarin eksikligi olan mutant suslarinin lipitleri,
proteinleri, yag asitleri, niikleik asitleri ve polisakkaritlerindeki degisiklikler, kizilotesi
spektroskopik analizlerle metal iyonlarimin varliginda ve yoklugunda tanimlandi. Tiim porin
mutantlarinda biyomolekiillerin hem yapisal hem de miktarlart bakimindan oldukca
farkliliklar gozlendi. Ozellikle Co ve Zn metalleri varhginda porin mutantlar1 arasinda da
onemli farkhiliklar tespit edildi. Ancak genel olarak belirlenen bu farkliliklarin kizilotesi

spektroskopisi sonucunda elde edilen her bir spektrum tek tek analiz edilmelidir.

Bakteriler, cesitli stres kosullar1 altinda zardaki porin proteinlerinin sayisini ve
gozenek boyutunu degistirmektedirler. Boylece hiicreler, zararli molekiillere kars1 kendilerini
korurlar. Bu ¢alisma, porin genlerinin ¢alisilan metal stresi ile iliskili oldugu belirlenmis olup

gelecekteki metal homeostazindaki mekanizmasinin tam olarak agiklanmasi i¢in yapilan
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calismalara temel olacaktir. Ayrica ortamdaki Cu, Ni, Cd, Zn ve Co metallerinin
detoksifikasyon verimliliginin karakterize edilmesine ve biyoremediasyon igin aktif canli

hiicrelerin elde edilmesinde yol gosterici olabilir.
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