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OZET

Bakteriler dis ¢evresel uyarilara adaptasyon igin iki bilesikli sistem olarak ifade
edilen bir sinyal transdiiksiyon sistemine sahiptirler. Bu sistemlerden CusS-CusR ve
YThK-YfhA iki bilesikli fosforlama sistemlerinin bazi fonksiyonlari belirlenmistir.
Ancak bu sistemlerin belirlenen gorevlerinden baska, farkli stres sartlar1 altinda rolleri
oldugu diistiniilmektedir. Dolayist ile ilk adim olarak bu sistemlerin mutantlar1 elde
edilerek pH (pH 5.5, 7.0 ve 8.5), osmolarite (0.2 M, 0.1 M, 0.01M), farkl1 metaller (Cu,
Co, Zn) ve antibiyotiklerin (Kanamisin, Tetrasiklin, Streptomisin) etkisine karsi rolleri
arasgtirilmustir.

Calismada yurt disindan elde edilen mutantlar P1 transdiiksiyon yontemi ile
Escherichia coli W3110 bakterisine aktarilmistir. Ayrica ayni sekilde temin edilen
plazmitler vasitasiyla tamamlama testleri yapilarak genlerin calisilan stres sartlarindaki
rollerinin kontrolii saglanmistir. Elde edilen veriler t testi ile istatistiksel olarak analiz
edilmistir.

Bu analizler sonucunda, nétral pH olan pH 7’de, ¢alisilan genlerin bir roliiniin
olmadigy, alkali pH sartlarinda yasam i¢in calisilan ythA, cusS ve cusR’nin énemli rolii
oldugu, asidik pH da ise yfhK, cusS, cusR'nin énemli oldugu tespit edilmistir. Osmotik
stres altinda yasam icin yfthA, ythK, cusS ve cusR’ nin 6nemli oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). Zn igin yfhA, ythK, cusS ve cusR, Co metaline karsi ise yfhA ve CusR harig
diger genler 6nemli bir role sahip iken, Cu stresine karsi cusS hari¢ 3 genin 6nemli oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Strese karsi korunmada 6nemsiz olarak belirlenen genlerin rolleri
istatistiksel analize gore onemsiz bulunmustur (p>0.05). Calisilan antibiyotiklerden
Ozellikle tetrasikline karst cusS hari¢ tiim genlerin 6nemli oldugu belirlenmistir.
Streptomisine kars1 direncte ythK hari¢ diger 3 genin 6nemli rolii oldugu ve genlerin
silinmesi sonucunda direng ortaya ¢iktig1 belirlenmistir (p<<0.05).

Calisilan genlerin ilgili stres faktorleri ile direkt iligkili genleri kontrol edip
etmedigi bundan sonraki asamada ¢alisilmasi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Escherichi coli, pH stresi, iki bilesikli fosforlama sistemleri



ABSTRACT

Bacteria have a signal transduction called a two-component system in order to adapt
to external environmental stimuli. From these systems, some functions of CusS-CusR
and YfhK-YfhA two-component phosphorylation systems have been identified.
However, it has been thought that these systems have different roles under different stress
conditions other than designated ones. Therefore as a first step, mutants of these systems
were obtained and their roles under different conditions were investigated. Their roles
were investigated against pH (pH 5.5, 7.0, and 8.5), osmolarity (0.2 M, 0.1 M, 0.01M),
various metals (Cu, Co, Zn) and antibiotics (Kanamycin, Tetracycline, Streptomycin)
effect.

In the study, mutants obtained from abroad were transferred to the bacteria
Escherichia coli W3110 through P1 transduction method. In addition, by means of the
plasmid obtained from abroad, the roles of the genes in the studied stress conditions were
controlled through performing by complementation tests.

At the end of the study, obtained data were analyzed statistically through student
t test. As a result of this analysis, it was found that studied genes had no roles in pH 7
which was neutral pH. yfhA, cusS and cusR genes which was studied for life under
alkaline pH conditions had important roles. yfhK, cusS and cusR had importance in acidic
pH conditions. Under osmotic stres conditions, yfhA yfhK, cusS and cusR had important
roles (p<0.05). While yfhA, yfhK, cusS and cusR for Zn and other genes except yfhA and
cusR against Co metals had important roles, 3 genes except cusS against Cu stres had
roles. Genes which was determined unimportant to protect against metal stress, was
found insignificant according to statistically analysis. All genes especially against
tetracycline 3 genes except cusS had roles. 3 genes, except yfhK, had important roles
against streptomycin, and it was found that resistance occured as a result of genes
deletion.

It has been recommend that it should be studied in the next projects whether studied
genes controls the directly related genes with stress factors.

Keywords: Escherichi coli, pH stress, Two-Component Systems
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1. GIRIS

Mikroorganizmalar ekosistemde farkli ve 6nemli bircok gorev iistlenmektedirler.
Bu canlilar yasamlar1 boyunca dogal g¢evrelerde pH, osmolarite, sicaklik, aclik gibi
yasamlarini sinirlandiran birgok stres faktoriine maruz kalmakta ve hayatta kalabilmek
i¢in kendilerine ¢esitli korunma mekanizmalar gelistirmislerdir (Grant ve Long, 1981).
Bu koruma mekanizmalarindan birisi de membran permeabilitesinin degistirilmesidir.
Ozellikle 6nemli bir model organizma olan Esherichia coli’ nin sicaklik, pH, ozmolarite
gibi stres kosullarina maruz kaldiginda, bu kosullarla basa cikabilmek icin porin
proteinleri olan OmpC ve OmpF ‘nin ekrespresyon diizeylerini degistirdigi bilinmektedir
(Overbeeke ve Lugtenberg, 1980).

Mikroorganizmalar porin proteinleri haricinde pH ve osmotik stresden korunmada
bircok mekanizma gelistirmislerdir. Asidik stresten korunmada asit direng sistemleri, asit
sok proteinleri ve alkalin strese karst sodyum proton antiporterlarindan iki bilesikli
fosfrorilaz sistemlerine kadar birgcok mekanizmaya sahiptirler (Saito ve Kobayashi, 2003;
Foster, 1991; Peng, vd., 2011).

Ekolojik cevrelerde mikroorganizmalarin karsilagtigi bir diger stres faktoriide
metallerdir. Metaller gerek endiistriyel atiklarla gerekse deterjan ve dezenfektan
maddelerin yapisina katildiklart icin dogada en fazla bulunan maddelerdir.
Mikroorganizmalar hayatta kalabilmek icin metallere karsi savunma mekanizmalari
gelistirmek zorundadirlar. Bunun yanisira metaller ayn1 zamanda hiicre i¢in gerekli olan
esansiyel maddelerdir. Bu sebeple hiicrelere metallerin alinmasi i¢inde bir mekanizmaya
ihtiya¢ vardir.

Mikroorganizmalarca metalin hiicre igine alinmamasi, hiicre i¢inde veya disinda
tutulmasi, kirleticinin daha az toksik forma cevrilmesi, metalin hiicre digina aktif
taginmasi ve mikroorganizmanin metale karsi daha duyarsiz hale gelmesi gibi direng
mekanizmalar bugiine kadar tamimlanmus sistemlerdir (Egler, vd., 2005).

Hakkinda heniiz yeterli bilgi bulunmayan YthA/K ve bakir metali ile alakali
oldugu bilinen CusS/R iki bilesikli sistemlerinin bahsedilen tiim bu faktorlerde bir

roliiniin olup olmadig1 bu ¢aligma kapsaminda belirlenecektir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Escherichia coli’nin Genel Ozellikleri

Escherichia coli Enterobacteriaceae familyasina ait spor olusturamayan, ¢ubuk
seklinde Gram negatif bir bakteri tiiriidiir. Basit bilyiime ortamlarinda optimum 37 °C
iireyebilen, glikozu piirivata kadar fermente edebilen ve laktik asite, formik asite
doniistiirebilen fakiiltatif anaerobtur. Tutunmak i¢in fimbriumlara ve hareket etmek igin
ise peritrik flagellaya sahiptir. Diizgiin, parlak yiizeyli, diizgiin kenarli koloniler
olusturmalarina ragmen bazen mukoid koloniler olusturabilirler (Sussman, 1997).

[k olarak alman pediatrist Theodor Escherich tarafindan memeli bagirsaginda
tespit edilen fekal orijinli koliform grubu bakterilerdir. Insan ve sicakkanli hayvanlarin
sindirim sisteminde bulunmaktadir. Bu sebeple fekal kirletici indikatorii olarak

kullanilirlar (Torres, 2010).

2.2 Escherichia coli’nin Biiyiimesini Etkileyen Faktorler

Mikroorganizmalar bulunduklari ortamda, optimum sartlar altinda tireme ve
gelisme gosterirler. Ancak, bu optimum sartlar uzun bir siire devam etmez ve belli bir
zaman sonra, mikroorganizmalarin biiytimeleri sinirlanir ve durur. Bu olumsuz kosullar
degistirilmezse veya iyilestirilmezse, mikroorganizma populasyonunda oliimler baslar,
giderek artar ve canli hiicre sayisinda azalmalar meydana gelir. Ote yandan canli kalmay:
basarabilen hiicrelerde de, koloni morfolojisinde bozulma, kamg¢1 ve fimbria olusumunda
varyasyon gibi ¢esitli morfolojik degisiklikler ortaya ¢ikar (Arda, 2000).

Sicaklik, radyasyon, yiizey gerilimi, osmotik basing ve hidrostatik basing gibi
fiziksel etmenler mikroorganizmalarin yasamini etkiler. Bunun yanisira oksijen, hidrojen
iyon konsantrasyonu, redoks tepkimeler, antibiyotikler, dezenfektanlar gibi kimyasal
etmenler, basing, santrifiij, calkalanma, vibrasyon gibi mekanik faktorler ve biyolojik
faktorler mikroorganizmalarin biiylimesini sinirlandirir (Arda, 2000). Bakteriler tiim bu
stres faktorlerine gelistirdikleri ¢esitli yanit mekanizmalar ile diren¢ kazanirlar ve bu
kazanimlarin1 genomik yapilarina da aktarabilirler. Ayrica strese yanit i¢in kazandiklar
bu genomik yapilar onlarin bagka bir stres faktoriine karsi korunmasmi da (capraz
koruma) saglayabilmektedir. Ornegin, Salmonella ile yapilan ¢alismalarda aside kars
direngli hale getirilen Salmonella suslarinin ayni zamanda yiiksek 1s1, osmolarite,

oksidatif strese karsi da tolerans kazandigini ortaya ¢ikarmistir (Giiven, 2012).



2.2.1 Ozmotik stres

Ozmotik stres, hiicre igerisinde ¢oziinen maddelerin yogunlugundan dolayi suyun
hiicreye girerken zara yapmis oldugu basingtir. Mikroorganizmalar iginde iiredikleri sivi
besiyerinin ozmotik basinci ile kendi hiicreleri igerisindeki ozmotik basing arasinda bir
denge kurmuslardir. Bu denge yar1 gegirici olan hiicre membranlar1 yardimi ile regiile
edilir ve devam ettirilir. Mikroorganizmalarin en iyi iireme gosterdikleri ortam izotonik
ortamlardir. Boyle ortamlarda bakteri zarlarindan giris ve ¢ikis kolay oldugu igin bakteri
gelismesine ve liremesine devam eder. Bakterilerin bulunduklar1 ortamin ozmotik basinci
azalmis yani hipotonik kosullar olusmussa disardan bakteri i¢ine fazla su girerek bakteriyi
sisirir ve olay devam ederse bakteriyi patlatir. Hipertonik ortamlarda ise, bakteri hiicresi
igerisinden disar1 fazla suyun ¢ikmasi sitoplazmik membranin hiicre duvarindan ayrilarak
biiziilmesine ve ortada toplanmasina neden olur (Moat, vd., 2002; Arda, 2000).

Bakteriler ozmotik strese maruz kaldiginda yapisinda birgok farklilik meydana
gelir. Ozmotik stres kosullari altinda hiicre su alarak hiicre hacminde artma, zar gerilimi,
turgor basinci ve membran permeabilitesinde degisiklik meydana gelir. Ayrica suyun
hiicreden disar1 atimi ve aliminda akua porinler (AqpZ) gorevlidir. Cozilebilir
maddelerin tasinmasinda gorevli tasiyici sistemler, trehaloz, glisin-betain, prolin ve
glutamat gibi 6zel ozmoprotektan sentezi veya tasiyict genlerinde de degisimler sz
konusudur (Moat, vd., 2002).

Mikroorganizmalarin sitoplazmik membraninda ozmotik stresi algilayan
ozmosensorler vardir. Bu sensorlerin  ozmotik stresi nasil algiladigi heniiz
bilinmemektedir. E.coli de EnvZ/OmpR iki bilesikli sistemi ozmotik stresi algilamada
gorevli genlerdir. EnvZ ozmosensér proteini ozmotik soku hisseder ve OmpR’yi
fosforlar. Fosforlanan OmpR dis membran porini OmpC’nin ekspresyonunu arttirir.
OmpC Gram negatif bakterilerin dis membraninda bulunur ve madde tasinmasinda
gorevlidir. Dig membranda bulunan bir diger porin proteini ise OmpF’dir. Bu iki protein
osmotik streste gorevlidir. Ortam osmolaritesi yiiksek ise por ¢ap1 kiigiik olan OmpC’nin
EnvZ/OmpR aktivitesi ile uyarilarak miktar arttirilir ve hiicrenin dis ortama su vermesi

engellenir bu sayede de osmotik stresten korunmus olur (Kennedy, 1982).

Osmotik stresten korunmak i¢in bakterilerin gelistirdigi bir diger mekanizma da
hiicre igerisinde ozmolit madde biriktirmektir. Bu maddeleri organizma kendi

sentezledigi gibi disaridan da alabilir. Hiicre igerisinde ¢dziinebilen polar yapili bu



maddeler osmotik basing ile miicadele edebilmektedir. Prolin, glisin betain ve trehaloz
bilinen en yaygin ozmolit maddelerdir (Dikici, 2009).

Glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden olusan GSH (glutatyon)’in da
osmotik streste gorevli olabilecegi diistiniilmektedir. GSH, oOkaryotik hiicrelerin
neredeyse hepsinde bulunur. Prokaryotik hiicrelerde 6zellikle E. coli gibi Gram-negatif
bakterilerde bulunur.  GSH, hiperozmotik stres altindaki E. coli hiicrelerinde
sitoplazmadaki konsantrasyonu artan metabolitlerden biridir. Ozmolorite artisina yanitta
hiicre dist GSH’un seviyesi 6nce diiger, sonra yiikselir. Olasilikla ortamdan GSH’un
tutulumunun ozmotik adaptasyonun baslangi¢ asamasinda hiicre i¢ci GSH’un birikmesine

katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Kanat ve Akdemir, 2014).

2.2.2 pH stresi

pH sulu ¢ozeltilerdeki H" veya OH" konsantrasyonlarinin ko-logaritmik olarak
ifadesidir. Yani hidrojen iyonlar1 aktivitesidir. Her organizmanin gelismesi i¢in uygun
bir pH araligina ihtiya¢ vardir. Mikroorganizmalarin biiyiimesi dogrudan ortamin pH’1
ile ilgilidir. Mikroorganizmalar pH ag¢isindan incelendiginde 3 tiptir. En iyi gelisimi
diisiikk pH degerinde gosterenler asidofiller, notral pH da gosteren nétrofiller ve yliksek
pH da gosterenler ise alkalifillerdir (Madigan, 2010).

Bakteriler, bulunduklart ortamin pH'sinda meydana gelen degisiklikleri algilayip
uyum saglama yetenegine sahiptir. Buna pH homeostasis mekanizma denir. Dis ortam
pH'sinda meydana gelen degisikliklere karsi, sitoplazma pH'sinin notr degerlere yakin
kalmasi bu mekanizma ile saglanir (Hill, vd., 1995; Oztiirk, 2010).

Proton motif gii¢ etkisi sayesinde bakteri sitoplazmasi dis ortama gore daha
baziktir. Bu sebeple bakteriler yasamlarin1 devam ettirmek ve hayatta kalabilmek igin
sitoplazma pH’sin1 kontrol etmek zorundadirlar (Hickey and Hirshfield, 1990). Bakteri
membrani hidrojen iyonlarina karsi tam gecirgen degildir. Bu sebeple dis ortamda
meydana gelen pH degisikliklerinden etkilenmezler. Ornegin, E.coli’nin sitoplazma
pH’s1, dis ortamin pH’s1 4,5 - 7,9 degerleri arasinda degisirken yalnizca 0,1 birim
degisiklik gosterir (Hill, vd., 1995 ; Tosun, 2003). Ancak pH homestasisi olusturan biitiin
bu sistemler bakteriyi etkili bir sekilde pH stresinden koruyamazlar.

Asidik kosullar altinda biiyiime ve hayatta kalma konusunda bir¢ok calisma
olmasma ragmen alkalin ortamlara adaptasyon mekanizmalar1 heniiz belirsizligini

korumaktadir. Bakterilerin alkalin ortamlara K(Na)/H antiporterlar1 ile adaptasyon



saglayabildigi bilinmektedir (Saito ve Kobayashi, 2003). Bunun yanisira bakteriler
metabolizmalar1 geregi asidik lriinler agia ¢ikararak bulunduklari ortamin asiditesini
arttirlar. Bu sebeple bakteriler asidik strese bazik stresten daha fazla mekanizma
gelistirmiglerdir. Asidik pH degisikligi organizmada flagella hareketinden, proton motif
giice, enzimlerin aktivitesinden protein katlanmalarina kadar ¢ok ¢esitli yapilart etkiler
(Yousef ve Courtney, 2002). Bu da membran permeabilitesini etkileyerek pH dengesini
bozar. Bakteriler pH etkisinden korunmak i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu
mekanizmalardan en Onemlisi asit sok proteinlerinin iiretilmesidir.  Diisiik pH
degerlerinde mikroorganizmalar asit sok proteinleri iireterek kendilerini korumaya
almiglardir (Dikici, 2009). Son yillarda E. coli, L. monocytogenes ve Salmonella ile
yapilan ¢alismalarda bakterilerin asidik sartlara uyum saglama mekanizmalarinin oldugu
ortaya konulmustur. Orta dereceli asitli ortamlara bu patojen bakteriler belli bir siire
maruz kaldiklarinda spesifik genler tarafindan kontrol edilen asit sok proteinleri
sentezleyerek yliksek asitli ortamlarda canliliklarini siirdiirebilmektedir (Foster, 1991;
Peng, vd., 2011).

Bakterilerin asidik pH etkisinden korunmasinda gérevli bir diger mekanizmada
asit direng sistemleridir. E. coli’de 5 asit direng sistemi vardir. Bunlar glukoz bagiml
ARI, glutamat bagimli AR2, arjinin bagimli AR3, lisin bagimli AR4 ve ornitin bagimli
AR5 dir (Oztiirk, 2010). Ayrica E. coli’nin dig membran porin proteinleri OmpF, OmpC
ve LamB porin proteinleride nétral ve asidik pH da gérev alan bir diger mekanizmadir.
Asidik pH’da E. coli nin OmpF, LamB porininin ve 30 kDa’luk proteinlerinin sentezinde
azalma, OmpC sentezinde ise artig oldugu gézlenmistir (Heyde ve Portalier, 1987). EnvZ
ile yapilan ¢alismalarda 2 farkli mutasyonun porin sentezindeki kontrolii degistirdigi
goriilmiis ve bu mutant suslardan birisinin ompF ve ompC genlerinin pH bagiml
diizenlenmesini oldukga etkiledigi ifade edilmistir. Ayni zamanda nétral pH’da ise her
iki mutasyonda da bir degisim olmadig1 ve OmpR sentezinin pH’dan etkilenmedigi ortaya
konmustur (Heyde ve Portalier, 1987). pH bagimli porin diizenlenmesinin
transkripsiyonel diizeyde oldugu, ayrica ompF’nin posttranskripsiyonel diizenlenmesinin
de varligr ifade edilmistir. Heyde ve Portalier (1987), calismalarinda ompF ve ompC
genlerinin sentezi lizerine hem transkripsiyonel hem de posttranskripsiyonel diizeyde
pH’ya bagli olarak regiilator etkinin EnvZ bagimli oldugunu ortaya koymuslar, bunun

yaninda ompF sentezi i¢in ayrica bir diizenlemenin de varligin1 vurgulamiglardir. Sato



vd. (2000), ise ¢alismalarinda asidik pH sartlarinda OmpC porin sentezinin EnvZ’den
bagimsiz bagka bir mekanizma ile calistigini ortaya koymuslar, ancak mekanizmanin

bilinmedigini ifade etmislerdir.

Thomas ve Booth (1992), sabit osmotik sartlarda pH 7.8 ve pH 6.0’da yaptiklar
calismalarinda, asidik pH’da iretilen E. coli kiiltiirlerinde OmpC porin sentezinin
arttigimni, fakat OmpF porininin ise pH 7.8’de daha fazla sentezlendigini ortaya
koymuslardir. Ortamin osmolaritesi arttirildiginda OmpC’nin sentezinin her iki pH’da
da, pH’dan bagimsiz olarak arttigini, OmpC {izerine pH ve osmolaritenin farkl
mekanizmalar ile etkiledigini gostermislerdir. Farkli karbon kaynaklari kullanarak
yaptiklari ¢galismalarinda OmpC’nin sentezinde siiksinatta bir degisim olmazken, gliserol
iceren ortamda glukozdaki senteze gore bir azalma goriildiigiinii ifade etmislerdir. Sonug
olarak pH bagimli porin sentezinin yalnizca glukoz kullanildig1 zaman ortaya ¢iktigini
tespit etmislerdir (Thomas ve Booth, 1992). Ayni ¢alismada cAMP nin pH 6.0’da OmpC
sentezini arttirdigini, OmpF sentezine ise etkisinin olmadigini ortaya koymuslardir.
OmpC’nin osmotik diizenlemesinin ise ortamdaki karbon kaynagindan bagimsiz

oldugunu géstermislerdir (Thomas ve Booth, 1992).

Daha o6nceki caligmalarda kompleks ortamlarda tlireyen hiicrelerde pH bagimhi
porin diizenlenmesi ortaya konmusken (Heyde ve Portalier, 1987; Heyde, vd., 1988),
Thomas ve Booth (1992)’ un c¢aligsmalarinda sadece glukoz karbon kaynagi olarak
kullanildig1 zaman porin genlerinde pH bagimli bir diizenlemenin oldugu ifade edilmistir

(Thomas ve Booth, 1992).

2.2.3 Metal stresi

Diinyada endiistrinin ilerlemesi ile birlikte toksik agir metaller ¢evre kirliligine
neden olmaktadir. Agir metaller biyolojik ayrigmanin gii¢lii inhibitorleri olarak
bilinmektedir. Proteinlerin ve metabolik siireclerin 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
konsantrasyonlarda olabilir (Shrivastava, 2013).

Metaller toksik etkileri yani sira birer iz element olarak biyokimyasal reaksiyonda

onemli rol oynamaktadir. Ca(Il), Co(ll), Mg(Il), Mn(ll), Na(l), Ni(ll) ve Zn(ll) gibi



metaller organizmalar icin esansiyeldir ve bu nedenle besiyerlerine eklenmeleri
gerekmektedir. Bu esansiyel metaller, redoks tepkimelerinde mikrobesin 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(II) ve Hg(II) gibi agir metaller esansiyel olmadiklari gibi higbir biyolojik 6neme
de sahip degildir. Ayn1 zamanda mikroorganizmalara son derece toksik etkileri
bulunmaktadir (Kiling ve Dénmez, 2008).

Yiiksek konsantrasyonlarda esansiyel olan ve olmayan biitiin metaller hiicre zar1
hasarina yol agabilir, enzim spesifikligini degistirebilir, hiicresel fonksiyonlar1 bozabilir
ve DNA’nin yapisina zarar verebilmektedir. Bu nedenle metallerin biitiin canli hiicrelerin
metabolizmalarinin dengede tutulmasinda ¢ok Onemli bir yere sahip oldugu acik¢a
goriilmektedir (Bruins, 2000).

Metal stresi dogada diger stresler gibi bakterilerin en sik karsilastiklar1 stres
faktorlerinden birisidir. Ayrica gesitli dezenfektan maddelerin yapisinda etken madde
olarak da metaller kullanilmaktadir. Bakterilerle miicadelede kullanildig1 i¢in metallere
kars1 diren¢ mekanizmalar1 ayrica onem arz etmektedir. Farkli metallere kars1 birgcok
korunma mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bu mekanizmalarin temelinde ya metalin hiicre
detoksifiye edilmesinin saglanmasidir. Farkli metaller i¢in bu yollardan bazilari igine
aliminin engellenmesi, ya hiicre disina atilmasiin arttirilmasi, ya da cesitli yollarla
kullanilarak direng gelistirilmektedir.

Bakir (Cu), bakterilerde bir¢ok solunum sisteminde ve metabolizmada gorev alan
enzimler i¢in esansiyel bir metaldir. Ancak, bakirin aktif redoks tepkimesi aerobik
hiicrelerde ROS’larin olusumuna neden olmakta ve bdylelikle sitoksik etki yaratmaktadir.
Bu yiizden Cu toksisitesinden korunmak i¢in bakteriler bir homeostatik mekanizmaya
sahiptirler (Franke, vd., 2003).

Escherichia coli’de, hiicrelerden fazla bakirin detoksifikasyonundan sorumlu 2
tane Onemli sistem vardir. E. coli, degisen ¢evre kosullar1 altinda bakir kullanimini
saglamak ve bakir toksisitesinden korunmak i¢in ¢oklu koruyucu sisteme sahiptir. Cu
homeostazinda gorevli birden fazla regiilatér sistem bulunmaktadir. Bunlardan ilki
CueR, sitoplazmik Cu algilamada gorevli coklu bakir oksidazdir. Sitoplazma icerisinde
Cu varliginda bu gen CopA ve CueO homeostatik mekanizmasini diizenleyerek

sitoplazmadan Cu detoksifikasyonunu saglar. Ayrica CueO bakir toksisitesinden



periplazmik proteinleri korumada da gorevlidir. Aym sekilde, hiicre zarf stresi
algilamada gorevli iki bilesikli fosforlama siteminin regiilatorii olan CpxR de CopA
diizenlenmesine etki gostererek yine sitoplazmadan Cu’in uzaklastirilmasinda gorev alir.
Hiicre igerisinde periplazmik bolgede Cu stresini algilamada gorevli bir diger sistemde
CusS/CusR iki bilesenli sistemdir. Bu sistem periplazmadaki Cu’1 algilar ve CusCFBA
mekanizmasini devreye sokarak periplazmadan bakir detoksifikasyonu yapar. CusA
bakir toleransi i¢in gerekli olan bir bakir-baglayici proteindir. CusB ve CusC E. coli
icinde, bakir iyonlarinin detoksifikasyonuna katilan membran fiizyon proteinidir. CusF
ise E. coli iginde, bakir iyonlarinin detoksifikasyonuna katilan periplazmik bir baglama
proteinidir (Franke, vd., 2003). Yine Pco diye bilinen etken faktor, periplazmadan Cu
detoksifikasyonu saglayan genleri kodlar ancak mekanizmasi heniiz ¢oziilmiis degildir
(Rensing ve Grass, 2003). Bakir homeostazinda gorev yapan genler sitoplazmik Cu (1)
'e cevap veren ya da periplazmik Cu (I) algilamada gorevli iki bilesenli sistemler MerR
benzeri aktivatorler tarafindan diizenlenir (Franke, vd., 2003). Ayrica cusSR iki bilesenli
sistemi ¢apraz diizenleme reaksiyonlar1 gostererek Cu stresi altinda YedVW sistemini de
aktiflestirmektedir (Yamamoto ve Ishihama, 2005a). E. coli de Cu algilamada ¢ok
karmasik bir mekanizma s6z konusudur. Bu nedenle hiicrede tam anlamu ile bakira karsi
korunmayi saglayan yapinin ne oldugu anlasilamamistir (Rensing ve Grass, 2003).

Prokaryotlarda ¢esitli kobalt (Co) tasima mekanizmalar tespit edilmis olsa da bu
mekanizmanin nasil ¢alistig1 hala belirsizdir. Birgok iyon tastyicisi Co’ 1n taginmasinda
gorev yapmaktadir. Bunlar Zn tasiyicis1 ZupT, Mg tasiyicisi CorA, Mn tastyis1t MntH ve
Ni tastyicilaridir. Kobaltin affinitesi bilinmemektedir ve diger genlerle rekabetine bagl
olarak degismektedir. Nikel tasinmasinda gorevli olan RcnA ekspresyonunun Co
tagimada da gorevli olabilecegi diisiiniilmektedir (Rodrigue, vd., 2005).

Cinko (Zn) tiim canli sistemlerde, proteinlerin 6nemli bir yap1 bileseni ve
enzimlerin katalitik aktivitesinde rol oynayan bir metaldir. Bununla birlikte fazla
miktarda hiicre igerisine alinan Zn, ciddi toksik etki gdstermektedir. Organizmalarin
hayatta kalabilmek i¢in Zn toksisitesini tolere edebilecegi bir mekanizmaya ihtiyaglari
vardir. E. coli igerisinde Zn tasinimindan bir ABC tagima sistemi olan ZnuABC sistemi
sorumludur. (Binet ve Poole, 2000).

Hiicre i¢i oksidayon durumlarinda kadminyum, ¢inkoyla birlikte etkinlik gosteren

bir metaldir. Cinko, kadmiyum ve demir duyarli diizenleyici proteinler demir duyarli Fur



benzeri Zur proteini, ArsR / SMTB ailesinin bir {iyesi olan represér CadC ve Mer tipi
aktivator ailesinden ZntR proteinleri metallerin alinmasi, depolanmasi ve hiicre igerisine
tasinmalarina katilmaktadirlar. Zur ve Fur proteinlerinin her ikisi de énemli iki farkli
metal baglanma bdlgesi igerirler. Cinko bu proteinlere baglanabilir ve bu proteinler
arasinda hiicre i¢erisinde muhafaza edilebilir (Rensing ve Bharati, 2007). ZntA ATPaz
aktivitesiyle uyarilan ¢inkoyla iligkili bir proteindir.  Organizma igerisinde Zn
konsantrasyonu yiiksek oldugu zaman disa atim sistemi olan ZntA anahtar1 agilir (Binet
ve Poole, 2000). Yapilan ¢alismalarda ZntA’nin homologu olan CadA kullanilmis ve
CadA’nin zar vezikiillerinde ATP bagimli ¢inko ve kadminyumun hiicre i¢ine alimi
gosterilmigtir. Ayni zamanda ZntA proteini Cd'un taginimina katilan bir P-tipi ATPaz’
dir (Rensing ve Bharati, 2007). Kadmiyum, ¢inko ve nikel gibi 3 6énemli metal iyonunu

baglayan bir diger genel stres faktorii de ZinT dir (Joyce, vd., 2006).

2.2.4 Antibiyotik etkisi

Antibiyotikler, baz1 bakteriler, aktinomisetler ve mantarlar tarafindan iiretilen,
baska mikroorganizmalar i¢in 6ldiiriicii veya iiremeyi durdurucu etki gosteren, infeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan maddelerdir. Kimyasal yapilar1 bilinmekte ve
birgogu bugiin sentetik veya yarisentetik yontemlerle elde edilebilmektedirler (Saran ve
Karahan, 2010).

Baslangicta kimyasal maddelerden sentezlenen kemoterapoétikler ile dogal olarak
bakteri ve mantarlar tarafindan sentezlenen antibiyotikler ayr1 gruplar halinde
incelenmistir. Ancak daha sonra bazi antibiyotiklerin de sentetik ve yarisentetik olarak
elde edilebilmeleri bu farkin ortadan kalkmasina neden olmus ve antibiyotikler
kemoterapotik maddelerin bir grubu olarak kabul edilmislerdir (Kayaalp, 1998).

Mikroorganizmalar tizerine antibiyotikler ¢esitli sekillerde etki ederler. Etki
mekanizmalarina gore antibiyotikler 5 gruba ayrilmaktadir. Bunlar;

1. Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe edenler
2. Sitoplazmik membran permeabilitesini bozanlar
3. Ribozomlarda protein sentezini bozanlar
4. Niikleik asit sentezini bozanlar
a) RNA polimerazin inhibisyonunu yapanlar
b) DNA replikasyon inhibisyonu yapanlar

c) Prokiirsor sentezinin inhibisyonunu yapanlar
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5. Intermediyer metabolizmay1 bozmak suretiyle etki edenler (Saran ve
Karahan, 2010).

2.2.4.1 Antibiyotiklere diren¢ sorunu

Direng, bir bakterinin antimikrobiyal ilacin 6ldiirme veya iiremeyi durdurucu
etkisine kars1 koyabilme yetenegidir.
Antibiyotik direnci ii¢ tipte siniflandirilabilir:
1. Dogal direng
2. Kazanilmis direng
1. Mutasyona bagli kazanilmis direng
2. Direng geninin alinmasina bagl kazanilmis diren¢ (Plazmid veya
transpozon aracili)
3. Capraz direng
2.24.1.1 Dogal direnc
Temelinde mikroorganizmalarin metabolik olarak inaktif fazda bulunmasi veya
ilacin etki mekanizmasina uygun hedef yapilarin bulunmamasi vardir. Bu duruma 6rnek
olarak M. tuberculosis'in kalsifiye odaklarda metabolizmasi yavaslamis olarak uzun siire
canli kalabilmesi ve bunun sonucunda antitiiberkiiloz ilaglara direngli olmas1 verilebilir.
Bir diger ornek hiicre duvari olmayan Mycoplasmalarin B-laktam antibiyotiklere olan
direncidir (Kayaalp, 1998; Yiice, 2001).
2.2.4.1.2 Kazanmlmis direnc

a) Mutasyona bagh kazamlms diren¢; Bu sekilde dirence yol agan
mutasyon olay1 bakterinin kemoterapotik ilag ile temasia bagli degildir. Mutasyon
bakteride genellikle spontan olarak olugmaktadir.

b) Diren¢ geninin alinmasina bagh kazamlms diren¢ (Plazmid veya

transpozon aracil)

Plazmidler, ekstrakromozomal genetik elemanlardir. Sirkiiler yapida ¢ift zincirli
DNA molekiilleridir. Direng genleri tasiyan plazmidlere rezistans plazmidleri (R
plazmidleri) ad1 verilir.

Transpozonlar, rezistansin tasinmasinda rol oynayan diger bir 6zel DNA
parcasidir. Hem kromozomal DNA iizerine, hem de plazmidler iizerine sokulabilen
(rekombine olan) daha ufak ve hareketli DNA parcaciklaridir (Kayaalp, 1998; Yiice,
2001).
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2.2.4.1.3 Capraz direng

Belli bir ilaca kars1 direngli olan bazi mikroorganizmalarin ayni veya benzer

mekanizma ile etki eden diger ilaglara karsi da direng gelistirmesi halidir (Yiice, 2001).

2.2.4.2 Bakterilerin antibiyotiklere diren¢ gelistirme mekanizmalari
2.2.4.2.1 Hedef degisikligi

Bu mekanizma ile ilacin baglandigi reseptor veya baglanma bolgesinde

degisiklikler sonucu direng¢ gelismektedir. Hedef degisikligi beta laktamlar, kinolon,
glikopeptid, makrolid, tetrasiklin ve rifampisine direng gelismesinde dnemlidir (Kayaalp,
1998; Yiice, 2001).

2.2.4.2.2 Enzimatik inaktivasyonu

Beta laktam antibiyotikleri inaktive eden beta laktamazlar pek ¢ok Gram pozitif
ve Gram negatif bakterilerde direng gelisiminde 6nemli rol oynar. Aminoglikozidleri
inaktive eden asetilaz, adenilaz ve fosforilaz enzimleri, kloramfenikolii inaktive eden
asetil transferaz ve eritromisini inaktive eden esteraz enzimleri de enzimatik direngte
onemli rol oynar (Kayaalp, 1998; Yiice, 2001).
2.2.4.2.3 Bakterivel membran degisiklikleri

I¢c ve dis membran permeabilitesindeki degisikliklere bagli olarak ortaya ¢ikan
diren¢ ya ilacin hiicre i¢ine alimindaki azalmadan ya da ilacin hizla disar1 atilmasini
saglayan aktif pompa sistemlerinden kaynaklanan direnctir. Gram negatif bakterilerin dig
membranlarindaki porin kanallarindaki degisiklikler 6zellikle P. aeruginosa nin beta
laktam ilaclara diren¢ kazanmasinda 6nemli bir mekanizmadir. Dis zar gecirgenliginin
azalmasi kinolon ve aminoglikozid direncinde de onemlidir. I¢ membran ya da
sitoplazmik membran gecirgenliginin azalmasi aminoglikozidlere dire¢ gelismesinde
onemli bir mekanizmadir. Aktif pompa sisteminden kaynaklanan direng tetrasiklinler,
kinolonlar, makrolidler, kloramfenikol ve beta laktamlara direngte etkilidir ve pek ¢ok

bakteride bulunur (Kayaalp, 1998; Yiice, 2001).

2.2.4.3 ilacin disar1 atilmasi (Aktif pompa sistemleri)

[lacin hiicre icerisinde birikmesini engelleyen ve hiicreden disar1 atilmasini
saglayan aktif pompa sistemleri vardir. Bu sistem ilk kez yaklasik 30 yil 6nce tetrasiklin

antibiyotigi i¢in belirlenmistir. Tetrasiklin enerjiye bagimli bir aktif pompa sistemi ile
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hiicreden atilir ve birikmez. Bu tip direncin kontrolii plazmid ve kromozom tizerindedir
(Yiice, 2001).

E.coli de en az 9 tane ¢oklu direng aktif pompa sistemi vardir. Bunlar emrE,
acrEF, emrAB, emrD, acrAB-TolC, mdfA, tehA, acrD ve yhiV’dir. Bu genler yap1 ve
genetik olarak tanimlanmis 3 aileden birine aittir. emrD, mdfA, emrB ana yonetici siiper
ailesine (MFS), acrB, acrF, acrD, yhiV hiicre boliinmesindeki direng ailesine (RND) ve
emrE, tehA kiiciik ¢coklu direng ailesine (SMR) aittir (Viveiros, vd., 2005).

Bu genlerden TolC dis membran proteini, acrD muhtemel aminoglikozid efflux
pomposi, mdfA kloromfenikol rezistans pompasi, tehA DNA hasarina neden olan etidyum
ve proflavin direng pompasi, yihV muhtemel seker kinaz, acrA/B agriflavin direnci ve
digerleri ise ¢oklu ilag direng genleridir (Viveiros, vd., 2005).

Kullanmilan Antibiyotikler;

Streptomisin, aminoglikozid sinifi antibiyotikler arasinda yer alir. Bu siniftan
kesfedilen ilk ilagtir ve tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilk antibiyotiktir. Gram pozitif
ve Gram negatif bakteriler iizerine oldukga etkilidir. Streptomisin, Streptomyces griseus'
tan elde edilir (Singh ve Mitchison, 1954). Bakterilerin protein sentezini inhibe eder. 30S
bakteriyel ribozom alt {initesine baglanarak S12 proteininin sentezini engeller (Sharma,
vd., 2007).

Kanamisin de steptomisin gibi aminoglikozid simifi  bir antibiyotiktir.
Streptomyces kanamyceticus bakterisinden izole edilmistir. Bakteri hiicre membranini
aktif transportla gegen ve hizli bakterisid etki gosteren bir ilagtir. Bakterilerin protein
sentezini inhibe eder. 30S bakteriyel ribozom alt {initesine baglanarak S12 proteininin
sentezini engeller (Akalin, 1992).

Tetrasiklin, Streptomyces rimosus isimli bakteriden sentezlenir. Cesitli bakteriyel
enfeksiyonlarda kullanilir. 1950 yillarinda, Pfizer sirketinde LIoyd Conover tarafindan
kesfedilmigtir. ~ Formiilii, C22H24N2092H.O, 1952 yilinda Woodward tarafindan
kesfedilmis ve 1955 yilinda ise patenti alinmistir (Chopra ve Roberts, 2001).

Alkol, aseton ve propilen glikolde ¢oziiniir. ~ Gram pozitif, Gram negatif
bakteriler, riketsiyalar, klamidialar, mikoplazmalar ve amipler gibi biiyiik bir mikrobik
saha i¢inde etkilidir (Kenneth, 2012).
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Tetrasiklin hiicre biiylimesini, protein sentezini (translasyon) engelleyerek etki
eder. Bakteri ribozomlarin, 30S alt-linitelerine baglanir ve amino-asil tRNA' nin

ribozoma baglanmasini 6nler. Bakteriyostatik etkisi vardir (Mehta, 2012).

2.3 iki Bilesikli Fosforlama Sistemleri

Bakteriler duyu, yanit ve hayatta kalmak i¢in yasadiklari ortama uyum saglamak
zorundadirlar. Bu sebeble iki bilesikli fosforlama sistemlerini kullanirlar (Palonen,
2015). 1Iki bilesikli fosforlama sistemleri prokaryotlardan okaryotlara kadar biitiin
hiicresel formlarda kullanilan sinyal aktarim sistemleridir (Hoch, 2000). Bakterilerde iki
bilesikli sistemler, arkealar ve dkaryotlarin aksine sinyal iletiminin en temel sistemidir
(Egger vd., 1997). Bakterilerin iki bilesikli fosforlama sistemlerinin sensdrlerinin ¢cogu,
membranla iliskili histidin kinazlar ve sitoplazmada yer alan cevap regilatorleridir
(Palonen, 2015). Bu sensorler ¢evreden gelen sinyalleri algilamada kendinde korunmus
olan histidin rezidiisiinii fosforlar. Transmitter alan olarak adlandirilan histidin kinazin
sitoplazmik bolgesinin karboksil ucu, ATP baglama alani1 ve kendini fosforillemesi i¢in
korunmus olan histidin rezidiisiinii iceren H kutusu alanin1 i¢erir. Sonug olarak histidin
kinaz, histidine bagl fosforil grubunu, cevap regiilatorii ilizerindeki spesifik aspartat
rezidiisiine transfer eder. Aktive olmus bu cevap regiilatorii gogu zaman ¢evreden gelen
sinyallere cevap olarak bir seri genin transkripsiyonunu indiikler veya baskilar
(Yamamoto, vd., 2005).

E. coli’de yaklasik 30 tane iki bilesikli fosforlama sistemi oldugu bilinmektedir
(Mizuno,1997). Bu sistemlerde 30 histidin kinaz ve 34 cevap regiilatorii belirlenmistir.

Yamamoto vd. (2005), ¢alismalarinda laboratuvar ortaminda 25 histidin kinazin
(ArcB, AtoS, BaeS, BarA, BasS, CheA, CpxA, CreC, CusS, DcuS, EnvZ, EvgS, HydH,
KdpD, NarQ, NarX, NtrB, PhoQ, PhoR, RstB, TorS, UhpB, YedV, YehU ve YfhK)
otofosforilasyon yapabildigini gostererek histidin kinazlar arasindaki farkiligin
otofosforilasyon oranindaki farkliliktan kaynaklandigini gostermistir. Ayrica eskiden bu
sistemlerin belirli stres sinyallerine cevap verdigi ve bu streslere spesifik olduklar ifade
edilmekteyken Wanner’in 1992 yilindaki derlemesinde, bu sistemler arasinda ¢apraz
diizenlemeler oldugu da belirtilmistir. Yani bir sensoriin birden fazla cevap regiilatriinii
fosforlayabildigi gibi iki sensoriin bir regiilatorii fosforlayabildigini belirtmistir. Ornek

olarak ise CheA sensoriiniin hem CheB hem de CheY regiilatorii ile, ArcB ve CpxA
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sensorlerinin ise ArcA regiilatorii ile calistigi gosterilmistir (Wanner, 1992; Yamamoto,
vd., 2005).

Yamamoto vd. (2005), ¢alismalarinda BarA histidin kinazin, cevap regiilatori
olan UvrY'yi fosforlayarak aktiflestirir iken ayni zamanda dogrudan iligkili olmadigi
CusR, NarL ve NarP cevap regiilatorlerini de fosforlayabildigini tespit etmislerdir.
Verhamme vd. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada ise ArcB sensoriiniin ArcA regiilatorii
haricinde NtrC, PhoB ve UhpA regiilatorlerini de fosforladigi belirtilmistir. Boylece bu
capraz diizenlemeler ile farkli stres sartlarinda kompleks bir global ag ortaya ciktigi
goriilmektedir (Yamamoto, vd., 2005; Verhamme, vd., 2002).

E. coli’de bulunan iki bilesikli sistemlerin bir¢ogu karakterize edilmis ve temel
olarak cesitli stres faktorlerine cevap vermede sorumlu olduklar belirlenmistir.
Tanimlanan iki bilesikli sistemlerden ilk kesfedileni EnvZ-OmpR iki bilesikli fosforlama
sistemidir. EnvZ-OmpR sistemi dis membranda yer alan OmpC ve OmpF porin
proteinlerinin osmotik adaptasyonundan sorumludur (Yamamoto, vd., 2005). Sensor
olarak gorev alan EnvZ, osmolaritedeki degisimleri algilaylp OmpR’nin fosforlanmasini
veya defosforile olmasini diizenleyen bir histidin kinazdir. OmpR fosforlandiginda
OmpC ve OmpF porin proteinlerinin genlerinin ekspresyon diizeyleri diizenlenmektedir.
Ancak OmpR’nin sadece porin genlerini diizenlemedigi belirlenmistir. Bagka bir¢ok
genin ekspresyonunda da gorev aldigi bilinmektedir (Yamamoto, vd., 2005).
ArcB/ArcA'nin, anaerobik kosullar altinda solunum ve fermantasyon metabolizmasinda
(Luchi ve Lin, 1988; 1991), PhoR/PhoB'nin fosfat metabolizmasinda (Wanner, 1993;
1996; Stock vd., 1989; Baek ve Lee, 2007), NtrB/NtrC (GInG/GInL)'nin, azot
asimilasyonunda (Zimmer, vd., 2000), AtoS/AtoC'nin, asetoasetat metabolizmasinda
(Jenkins ve Nunn, 1987), BarA/UvrY'nin karbon metabolizmasinda (Pernesting, vd.,
2003), CreC/CreB'nin minimal medyumlarda glikolitik karbon kaynaklarini fermente
etmede (Cariss, vd.,2008), CusS/CusR'nin, metal direncinde (Munson, vd., 2000;
Sigman, vd., 1991), BasS/BasR'nin anaerobik ve asidik sartlarda gelisimde ve metallere
cevap olusturmada (Hagiwara, vd., 2004; Lee vd., 2005), DcuS/DcuR'nin, fumarat
solunumunda (Zientz, vd., 1998; Golby, vd.,1999; Janausch, vd., 2002), CitA/CitB'nin,
anaerobik sartlarda sitrat metabolizmasinda (Kaspar ve Bott, 2002; Yamamoto, vd.,
2008), iki histidin kinaz sensorii (NarX ve NarQ) ve iki cevap regiilatoriinden (NarL ve

NarP) olusan Nar sisteminin, elektron yakalayicisi olan nitrit ve nitrata cevap olusturmada
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(Lee, vd., 1999; Bearson, vd., 2002; Stewart, vd., 2002), TorS/TorR'nin, trimetilamin
oksit (TMAO) varliginda TMAO rediiktaz solunumunda (Me’jean, vd., 1994),
PhoP/PhoQ'nun, Mg*? tasinmasinda (Kato, vd., 1999; Groisman, 2001), UhpB/UhpA'nin,
glikoz 6 fosfatin taginmasinda (Webber ve Kadner, 1997), KdpD/KdpE'nin potasyum
tasinmasinda (Walderhaug vd., 1992; Gassel, vd., 1999), BaeS/BacR'nin, ¢oklu ilag
direncinde (Baranova ve Nikaido, 2002; Nagakubo, vd., 2002), RcsC/RcsB'nin kapsiil
olusumunda (Laubacher ve Ades, 2008), CpxA/CpxR'nin bazik pH, biyofilm olusumu ve
asir1 sentezlenen salgi proteinleri gibi hiicre zarf stresleri ile iliskili sartlarda (Danese ve
Silhavy, 1998; Langen, vd., 2001; Snyder, vd., 1995) ve ayrica hiicre yiizeyindeki
bozulmalarda (Otto ve Silhavy, 2002; Danese, vd., 1995), EvgS/EvgA'nin, logaritmik
fazdaki hiicrelere asit direnci kazandirmada (Itou, vd., 2009; Ma, vd., 2004; Masuda ve
Church, 2002; 2003), hiicrelerarasi haberlesmeden sorumlu olan QesC/QesB'nin flagella
regulonunun ekspresyonunda (Sperandio, vd., 2002), CheA/CheB'nin kemotaksis
diizenlenmesinde, CheA/CheY'min flagellanin  hareketinde ve HydH/HydG
(ZraS/ZraR)'nin, ¢inko ve kursun varligma duyarli olup bu maddelere karsi direng
mekanizmasinda (Noll, vd., 1998) gorevli olduklar1 belirlenmistir. Ayrica tam olarak
aydinlatilamamis olmasina ragmen YehU/YehT'nin ¢alismasinin siklik AMP (cAMP),
cAMP reseptor proteinine (CRP) baghh oldugu (Kraxenberger, vd., 2012) ve
YpdA/YpdB'in ise hiicre disindaki piriivat tarafindan uyarilarak direng proteini oldugu
diistintilen yhjX geninin ekspresyonunu diizenledigi (Fried, vd., 2013) tanimlanmustir.
Tanimlanan iki bilesikli sistemler arasinda bulunan YehW/YehV, YfhK/YthA,
RstB/RstA nin ise heniiz hangi sartlarda hangi genleri kontrol ettikleri tespit
edilememistir.

Genel olarak iki bilesikli sistemler, yukarida goriildiigii gibi bir sensérden (HK)
ve bir cevap regiilatoriinden (RR) olusur (Hoch, 2000). Ancak simdiye kadar sensorii
olmayan sadece cevap regiilatoriinden olusan RssB, FimZ, YgeK ve YhjB iki bilesikli
sistemlerde bulunmugstur. Bu sistemlerden FimZ ve YhjB'nin fosforlanmasini saglayan
herhangi bir ¢apraz diizenleme belirlenememesine ragmen RssB'yi ArcB, CheA ve UhpB
histidin kinazlar fosforlarken YgeK'y1 ise BarA ve UhpB histidin kinazlarin fosforladigi
belirlenmistir (Yamamoto, vd., 2005).
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Son 10 yilda bu sistemler {iizerine yogun c¢aligmalar yapilmaktadir. Bu
sonuglardan da gorildigi gibi iki bilesikli fosforlama sistemlerinin sensorleri,
regiilatorleri veya iki proteinde farkl: stres kosullarinda gorev alabilmektedir.

Ayrica molekiiler ¢aligsmalar, bilim diinyasinda kontrollii ortamlar olmasi i¢in
minimal besiyerleri gibi igerigi bilinen besiyerlerinde yapilmakta ve elde edilen sonuglar
degerlendirilmektedir. Ancak dogal sartlar altinda bir ¢ok farkl: stres altinda yasamak
zorunda kalan mikroorganizmalar, farkl stres sartlarina adaptasyonda global bir kontrol
ortaya koyarak kendi yasamlarini saglamaya ¢alismaktadirlar. Organizmalar aglik, pH,
osmolarite, toksik kimyasal maddeler gibi birgok stresi ayni anda yasamaktadirlar. Bu
nedenle molekiiler ¢aligmalarda ortaya konulan sonuglarin ¢ogunlukla dogada farkli
oldugunu gérmekteyiz. Bundan dolay1 kendi rolleri belirlenmis olan bazi genlerin karigik
stres sartlarinda da ¢alisilmasi, dogal ortamda ya da dogala yakin sartlarda arastirilmasi
da gerekmektedir. Bu nedenlerden dolayr molekiiler mekanizmalari heniiz tam olarak
coziilememis CusSR, ozellikle hakkinda neredeyse higbir bilgi olmayan YfhKA bu tez
kapsaminda farkli stres kosullar altinda yasam deneyleri ile gorevleri analiz edilmeye

calisiimustir.
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Sekil 2.1. iki bilesenli fosforlama sistemi sinyal yolagi (Laub ve Goulaian, 2007).

2.3.1 CusS/ CusR iki bilesikli fosforlama sistemi

Bakir (Cu), bakterilerde birgok solunum sisteminde ve metabolizmada goérev alan
enzimler i¢in esansiyel bir metal olmasina, dioksijen ve reaktif oksijen tiirlerinin
zararlarinin azaltilmasinda bir rol oynamasina ragmen fazlalig1 oldukga toksik olan bir

metaldir. Toksik 6zelligi nedeni ile tarimsal alanlarda bir¢ok antifungal ve antibakteriyal



17

kimyasalin yapisinda kullanilmaktadir. Ayni zamanda bakir yillardir klinik ve klinik
olmayan mikroorganizmalarin baskilanmasini saglayan antimikrobiyal madde olarak
kullanilmaktadir. Bu yiizden Cu toksisitesinden korunmak i¢in bakteriler bir homeostatik
mekanizmaya sahiptirler (Gudipaty, vd., 2012).

Escherichia coli’de, hiicrelerden fazla bakirin detoksifikasyonunda gorevli iki
tane kromozamal sistem olarak Cue ve Cus sistemlerinin oldugu belirlenmistir. Bu
sistemlerden ilki cue sistemi olup, copA ve cueO genlerini Cu diizenleme proteini olan
CueR’nin regiile ettigi sistemdir. Digeri ise CusSR iki bilesikli fosforlama sistemidir. Bu
iki bilesikli fosforlama sistemi Cu konsantrasyonuna gore CusCFBA genlerini kontrol
ederek hiicrenin Cu toksisitesinden korunmasinda goérev alir. (Munson, vd., 2000;
Petersen ve Moller, 2000; Stoyanov, vd., 2001; Grass ve Rensing, 2001; Rensing ve
Grass, 2003). Bu CusCFBA genlerinin iiriinleri E.coli de ABC grup translokasyonu ile
periplazmadan bakirin taginmasinda gorevlidir. CusA sitoplazmik membranda bulunur
ve bakir1 digar1 atan pompa merkezidir. CusC periplazma ile ekstraseliiler bosluk arasinda
baglant1 saglar ve bakir iyonlarinin gegebilecegi bir yol saglar. CusB, cusC ve CusA’y1
birbirine baglayan bir sikistirma proteinidir. cusF ise cusCBA effluxundan bagimsiz
periplazmada bakir iyononu baglayan kiigiik metallosaperon proteinidir. (Larsen, 2011).

CusSR ayni1 zamanda giimiis tarafindan da indiiklenerek giimiise karst korunmada
da rol oynar. Iki sistemin aerobik ve anaerobik sartlarda farkli calistiklar1 belirlenmistir
(Outten, vd., 2001). Diisiik ve orta diizeydeki bakir toksisitesinde cue sistemi, yiiksek
bakir diizeylerinde ise cus sistemi devreye girmektedir. Ayrica yapilan bir calismada zarf
stres cevabini diizenleyen CpxR-CpxA ikili sisteminin bakir homeostatik genlerin
diizenlenmesinde gorev aldig1 tespit edilmistir (Yamamoto ve Ishithama, 2006). ki
bilesikli fosforlama sistemlerinin ¢apraz diizenlemelerde rol aldigi diistiniildiigiinde bu
sistemin antibiyotik gibi kimyasal maddelere karsi direng goOsterilmesinde gorev
alabilecegi duisiiniilmektedir. Ayrica sicaklik, pH ve diger stres kosullarinda nasil tepki

gosterdigi bilinmemektedir.
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Ekstraseluler bosluk Cu(l) or Cu(il)
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Sekil 2.2. E. coli de bakir homeostaz mekanizmasi (Kim, vd., 2011).

2.3.2 YfhA/ YfhK iki bilesikli fosforlama sistemi

YThA-YthK iki bilesikli fosforlama sisteminin fonksiyonlar ile iliskili heniiz net
bir bilgi tespit edilememistir. Ancak literatiirdeki baz1 bilgilere gore YthA ve YthK iki
bilesikli fosforlama sistemlerinin alternatif sigma faktorleri ve kiiciik RNA’lar ile iliskili
olduklar1 saptanmistir. Son arastirmalarla E. coli ’de amino seker metabolizmasinin
GlmY ve GImZ sRNA’lar tarafindan post transkripsiyonel diizeyde kontrol edildigi
ortaya konmustur. GlmY ve GImZ kii¢giik RNA'lar1 Enterobacteriaceae ailesinde GImS
enzim sentezinin feedback mekanizmasini diizenleyen kaskadi olusturur (Gopel, vd.,
2011). Reichenbach vd. (2009) yaptiklar ¢alismalarda GImY transkripsiyonunun ¢ 54-
bagimli promotorun aktivasyonu ile arttirilabildigini ve bu aktivasyonu GlmY’nin
downstream de bulunan ikinci bir aktivator YfhA ve YfhK iki bilesikli sistemi ile
kodlandigin1 bulmuslardir. Cevap regiilatorii YthA’ nin o 54 etkilesim modiilii igerdigini
ve 1¢ korunmus bolgeye baglanarak glmY transkripsiyonunu aktive ettigini
saptamiglardir ve bu nedenle islevi bilinmeyen bu iki bilesenli sistemin adinin
degistirilmesi Onerisinde bulunmuslardir. lgili genlerin glrK ve gIrR olarak yeniden
adlandirilmasini 6nermislerdir (Reichenbach, vd., 2009). Aymi zamanda bu genler
literatiirde QseE ve QseF olarak da bilinmektedir (Gopel, vd., 2014).

Flamez vd. (2007), Enterobacteriaceae ailesine ait Yersinia pseudotuberculosis ile

yapmig olduklari ¢aligmalarinda yfhA mutantinin hidrojen peroksite yiiksek oranda
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duyarli ve polimiksin B antibiyotigine ise direngli oldugunu bulmuslardir (Flamez, vd.,
2007).

Gram pozitif bir bakteri olan Bacillus subtilis’le yapilan baska bir ¢alismada ise
katekol siderofor olan bacillibactin sentezinde Fe*®*iin hiicreye aliminda yfhA geninin bir
roliiniin oldugu saptanmistir (Yu ve Ye, 2016).

Ds membran

ic memrbran

as'A hem YK A=mX] @m&] @EIQ

g'mZ

Sekil 2.3. Tahmini yfhA/ythK iki bilesenli sistem mekanizmasi (Gopel, vd., 2014).

Bu c¢alisma kapsaminda 2 tane iki bilesikli fosforlama sisteminin farkli stres
sartlarinda rolleri arastirilmistir. Ozellikle hakkinda herhangi bir bilgi bulunmayan yfhA -
ythK iki bilesikli fosforlama sisteminin bir fonksiyonunu tespit etmek literatiirel bilgi

acisindan olduk¢a 6nemlidir.
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3. MATERYAL METOD

3.1  Kullanilan E. coli Suslar:

Calismada kullanilan Escherichia coli yabani tip ve mutant suslar1 yurt disindan
temin edildi (Japon Ulusal Genetik Merkezi). Elde edilen suslar ve bu calismada yapilan
suglar Cizelge 3.1’ de gosterildi. Yurt disindan temin edilen bu suslarin antibiyotik
direngleri PZR ile dogrulandi. %20 gliserol (Merck) iceren LB stoklar1 hazirland: ve -80

°C’de derin dondurucuda (Panasonic) saklandi.
3.2  Besiyerleri

3.2.1 Nutrient agar besiyeri
Besiyeri yasam deneylerinde koloni sayimi i¢in kullanildi. 20 g Nutrient agar

(Merck) 1 L distile suda eritilerek 121 °C’ de 15 dk otoklavda (Niive) steril edildi.

3.2.2 Nutrient broth besiyeri
Nutrient brot besiyeri, bakteri kiiltlirlerinin tireme ortami olarak kullanildi. 8 g
Nutrient brot (Merck) tartilarak 1 L distile suda eritildi. Daha sonra 121 °C’ de 15 dk

otoklav ile steril edildi.

3.2.3 LB agar besiyeri

Transdiiksiyon, transformasyon deneylerinde ve mutant suglarin +4°C’ de
buzdolabinda saklanmasinda kullanildi. 25 g LB (Merck) ve 15 g agar (Merck) tartilarak
1L distile suda eritildi. Daha sonra 121 °C’ de 15 dk otoklav ile steril edildi.

3.2.4 LB broth besiyeri
Transdiiksiyon ve transformasyon deneylerinde kullanildi. 25 g LB tartilarak 1L
distile suda eritildi. Daha sonra 121 °C’ de 15 dk otoklav ile steril edildi.

3.2.5 Soft agar

Transdiiksiyon deneyinde kullanildi. 1 g tripton (Merck), 0,5 g yeast extract
(Merck), 0,6 g KCI1 (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°
lik glukoz (Riedel-de haén) ¢ozeltisi ve 0,2 ml 1M CaCl, (Merck) eklendi.
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3.2.6 DM agar

Transdiiksiyon deneyinde kullanildi. 1,4 g K2HPO4 (Merck), 0,4 g KH2PO4
(Merck), 0,1 g NasCsHs07 (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 geldiginde 0,4 ml 1M MgSO4 (Merck), 0.8 ml % 50 lik glukoz ¢ozeltisi, 2 ml
10 mM FeSO4 (Merck), 0,2 ml 20 mg/ml tiamin (Sigma) ve uygun antibiyotik eklendi

petrilere dokiilerek hazirlandi.

3.2.7 SOB medium

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

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

Sus numaras1 | Genotip Kaynak

W3110 Yabani tip Lab stok

JW2538 BW25113 yfkA::km Keio Kolleksiyonu
JW5407 BW25113 yfhK::km Keio Kolleksiyonu
JW5082 BW25113 cusS::km Keio Kolleksiyonu
JWO0560 BW25113 cusR::km Keio Kolleksiyonu
OK100 W3110 yfkA::km Bu ¢alismada yapildi
OK101 W3110 yfhK::km Bu ¢alismada yapildi
OK102 W3110 cusS::km Bu ¢alismada yapildi
OK103 W3110 cusR::km Bu ¢alismada yapildi
OK104 W3110 yfkA::km pnt3::yfhA Bu ¢alismada yapildi
OK105 W3110 yfkK::km pnt3::yfhK Bu ¢alismada yapildi
OK106 W3110 cusS::km pnt3::cusS Bu calismada yapildi
OK107 W3110 cusR::km pnt3::cusR Bu calismada yapildi
Plazmitler

b2554 pnt3:yfhA Mobil Plazmit
JW5407 pnt3:yfhK ASKA Klone
JW5082 pnt3:cusS ASKA Klone
JW0560 pnt3:cusk ASKA Klone
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3.2.8 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 ¢ozeltisi eklenerek hazirlandi.

3.3 Escherichia coli W3110 Mutantlarimin Eldesi

Keio koleksiyondan elde edilen Cizelge 3.1°de verilen E. coli BW25113
suslarindan hedef 4 gen bolgesi yabani tip E.coli W3110’a Sato vd. (2000) nin kullandig1
Plkc faji ile transdiiksiyon metodu kullanilarak aktarildi ve bu sekilde g¢alismada

kullanilan 4 mutant E. coli W3110 da elde edilerek kullanildi.

3.3.1 Plke faji ile transdiiksiyon

4 ml LB brot igerisine 1M CaCl,’den final konsantrasyonu 2.5 mM olacak sekilde
ve 25 mg/ml olarak hazirlanmis kanamisin (Sigma) antibiyotiginden final konsantrasyonu
25 pg/ml olacak sekilde eklendi. Cizelge 3.1°de verilen JW kodlu ythA, yfhA, cusS ve
cusR suslarindan besiyerlerine tek koloni ekim yapildi ve O.Deoo degeri 0,4-0,45
absorbansa gelene kadar 37 °C ¢alkalamali inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda O.Dgoo degeri 0,4- 0,45 olan bakteriden steril bir cam tiip
icerisine 0,2 ml bakteri ve 10 pl Plkc fajindan konuldu. 37 °C’ de 20 dk inkiibatorde
(niive) ekletildikten sonra iizerine yaklasik 50 °C olan soft agardan 2,5 ml ve %50°1ik
glukozdan 25 pl eklendi ve karistirild1 daha sonra LB agar {izerine dokiilerek petrinin
yiizeyine yayildi. Oda sicakhiginda 5 dk bekletildikten sonra 37 °C’ de bir gece
inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyon sonrasi1 petriye 2ml LB brot ve 2-3 damla kloroform (Merck) eklendi.
Daha sonra 2 saat boyunca 4 °C’ de araliklarla ¢alkalanarak bekletildi. 1,5 ml’ lik
ependorflara petrideki sivi bakteri kiiltiirlinden 1 ml alind1 ve {izerine 50 pl kloroform
eklenerek 12000 rpm’ de 5 dk 4 °C’ de santrifiij edildi. Stipernatant(Plkc) +4 °C’ de
saklandi.

Plkc fajini elde ettikten sonra 5 ml LB brot igerisine yabani tip E.coli W3110
susundan tek koloni ekim yapildi. O.Deoodegeri 0,3’ e gelene kadar 37 °C’ de galkalamali
inkiibasyona birakildi. Daha sonra 1,5 ml’ lik ependorflara 1 ml aktarildi ve 10000 rpm’
de 10 dk 0 °C’ de santrifiij (Termal) edildi. Siipernatant atildi ve pellet lizerine 1 ml
yikama tamponu eklendi ve tekrar 10000 rpm’ de 10 dk 0 °C’ de santrifiij edildi. Yine

supernatant atild1 ve pellet iizerine 1 ml yitkama tamponu eklendi.



23

Alict hiicre olan yabani tip E.coli W3110 igerisine uygun oranda P1kc faj1 eklendi
ve oda sicakliginda 30 dakikadan fazla bekletildi. Vortex (Wisemix) yapilarak 12000
rpm’ de 5 dk 4 °C’ de santrifiij edildi. Stipernatant atilarak pellet tizerine 0,1 ml yitkama
tamponu eklendi. Km’ 1i DM agar iizerine hiicreler aktarildi. DM agar siviy1 absorbe
edene kadar oda sicakliginda bekletildi. 37 °C’ de bir gece inkiibasyona birakildi. Ertesi
glin tireyen bakteriler DM agardan Km’ 1i LB agara segilerek aktarildi. 37 °C’ de bir gece
inkiibasyona birakildi. Km’li LB agarda iireyen bakteriler tekrar Km-Xgal-IPTG igern
LB agara ekildi ve 37 °C’ de bir gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan
tireyen kolonilerden mavi renk verenler segildi ve Cizelge 3.3’de verilen primerler ile

PZR dogrulamasi yapildi.

3.4  Yikama Tamponu
Transdiiksiyon deneyinde kullanildi. Steril olarak bulunan 9,88 ml LB brot, 0,1
ml % 50’ lik glukoz ¢ozeltisi ve 20 pl CaCl; karistirildi.

3.5  Transformasyon

3.5.1 Plazmid izolasyonu

Cizelge 3.1° de verilen plazmidlerden ayr1 ayr1 5 ml’ lik LB broth igerisine tek
koloni ekimi yapildi. Calkalamali inkiibatérde 37 °C’ de gece boyu inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda elde edilen bakteri kiiltiirleri ayr1 ayr1 5 adet, 1,5 ml* lik ependorf
icerisinde 10.000 g‘de 3 dakika santrifiij edildi ve slipernatant uzaklagtirildi.

Plazmid izolasyonu InvitroGen Purelink Quick Mini Prep plazmid izolasyon kiti
kullanilarak yapildi. Ticari olarak elde edilen kitin prosediirii kullanilarak plazmid
izolasyonu gergeklestirildi. Izole edilen plazmidin bir kism1 miktar tayini icin kullanild

ve elde edilen plazmidler -20°C” de saklandi.

3.5.2 Miktar tayini

5 ul izole edilen plazmid 1 pl yiikkleme boyasi ile boyandiktan sonra agaroz jelde
yiriitillerek (Cleaver) jel goriitiileme cihazinda goriintiilendi. Bant biiyiikliikleri ve
kalinlig1 GeneRuler marka DNA Ladder mix (Thermo) markera bakilarak karsilastirildi

ve non-kuantitatif olarak miktar1 belirlendi.
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3.5.3 Transformasyon

2 ml LB brot igerisine 25 mg/ml km’ den 2 pl eklendi ve ardindan ¢aligmada
yapmis oldugumuz Cizelge 3.1’ de verdigimiz W3110 mutantlarinin bu besiyerine ayri
ayr1 ekimi yapildi. 37 °C” de bir gece inkiibasyona birakilarak transformasyon igin 6n
kiiltlir hazirlandu.

Ertesi giin steril 9.9 ml SOB medium iizerine steril 100 pl 2 M Mg*2, 10 pl 25
mg/ml km ve hazirlanan 6n kiiltiirden 50 pl eklenerek O.Desoo degeri 0,3” e gelene kadar
37 °C’ de galkalamali inkiibasyona birakildi.

Aseptik kosullarda hiicreler steril 10 adet santrifiij tiipline aktarilarak 5 dk buzda
sogutuldu. 12000 rpm’ de 5 dk 4 °C’ de santrifiij edildi. Supernatantlar atildi. 2 santrifiij
tiptine 1 ml 0,1 M soguk CaCl; eklenerek 10 ayr1 santrifiij tiiplindeki peletler 2 ayr1
santrifiij tiiptine toplandi. Yeniden siispanse edilerek 10 dk buzda bekletildi. 12000 rpm’
de 5 dk 4 °C’ de santrifiij edildi. Siipernatant atilarak tiip basina 0,1 M soguk 200 ul
CaCl; eklendi. Daha sonra yeniden siispanse edildi. 30 dk buzda bekletildi.

1,5 ml 2 adet steril santrifiij tiipiinde bulunan 200 pl kompetent hiicre lizerine 10-
100ng olacak sekilde 2 farkli konsantrasyonda plazmit konularak 30 dakikadan fazla
buzda bekletildi. Daha sonra hiicre siispansiyonlari cam tiipe aktarildi. 42 °C’ de 2 dk 1s1
soku uygulandi ve 2 dk buzda bekletildi. 0,8 ml SOC medium eklenerek 37 °C’ de 60 dk
inkiibasyona birakildi. Transfer hiicrelerinin 0,5ml’si 1,5 ml’ lik ependorflara alindi.
5000 rpm 1 dk 4 °C’ de santrifiij edildi. Siipernatant atilarak 100 pul SOC medium
eklenerek yeniden siispanse edildi. Uygun antibiyotik iceren LB agar iizerine yayildi ve

bir gece inkiibasyona birakildi.

3.6  Primer Sulandirma

10 mM Tris-HCI (Merck) 1 mM EDTA (Sigma) ile hazirlanan pH 7,5 TE
kullanildi. +4°C’ de saklanan primerler ¢ikarildi. pH 7,5 TE’ den nanomoliine gére 10
kat sulandirildi. 5-10 dakika ¢6ziinmesi beklendi ve daha sonra mini spin attirildi. 10 pl
bir ependorfa alindi ve 90 pl 10mM pH 7,5 Tris-HCI eklendi. -20°C’ de dondurucuda

saklandi.

3.7  Koloni PZR
Transdiiksiyon ve transformasyon sonrasinda elde ettigimiz mutantlarin

dogrulamasinda koloni PZR yontemi kullanildi. Bunun i¢in elde edilen mutantlar 20 pl
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distile su i¢inde siispanse edildi ve 2,5 ul si 0,2ml’lik PZR tiipiine konuldu. Bakteri

slispansiyonu tizerine Cizelge 3.2 deki reaksiyon karigimindan 7,5 ul dagitildi. Her bir

genin dogrulamasi i¢in uygun primerler de Cizelge 3.3°de gosterildi.

kosullarina gore PZR yapildi.

Cizelge 3.2. Bir 6rneklik koloni PZR reaksiyon karigima.

10x ThermaPol Reaksiyon Buffer(Biolab) 1,0 ul
10mM dNTP Mix 0,2 ul
10pM ileri primer (Invitrogen) 0,5 ul
10 uM geri primer (Invitrogen) 0,5 ul
2mM Mg*? i¢ceren MgCl, (Biolab) 0,6 ul
0,25U Tag DNA Polimeraz (Biolab) 0,05 ul
dH,0 4,65 ul
Bakteri siispansiyonu 2.5l
Total 10 pl

Cizelge 3.3. Transdiiksiyon ve
reaksiyonunda kullanilan primerler.

transformasyon dogrulamasi amaciyla

PZR reaksiyonu hazirlandiktan sonra Cizelge 3.4” deki reaksiyon dongi

PZR

Evrensel K1 geri primeri

5" CAGTCATAGCCGAATAGCCT 3’

W3310::yfhA ileri primeri

5’ TGGATACATTGCGCCAGCAA 3’

W3310::yfhK ileri primeri

5’ CGAATGACGCACAACAAGGT 3’

W3310::cusS ileri primeri

5’ TATGCCGCCAACTTTACTCG 3’

W3310::cusR ileri primeri

5" GTAGCTTCCCAGCAACAGTT 3’

pnt3::yfhA ileri primeri SP6 5" ATTTAGGTGACACTATAG 3’
pnt3::yfhA geri primeri 21M13 5" CAGGAAACAGCTATGACC 3°
pnt3::yfhK ileri primeri 5> GCCAAACGCTGGCCCGTTTTTCC 3’
pnt3::yfhK geri primeri 5" CCTTTCGTGTTTTTCGACGACGG 3’
pnt3::cussS ileri primeri 5" GCCGTCAGTAAGCCATTTCAGCG 3’
pnt3::cusS geri primeri 5" CCAGCGGGTAATGTGATAACAAA 3’

pnt3:

:cusR ileri primeri

5" GCCAAACTGTTGATTGTCGAAGA 3’

pnt3:

:CUSR geri primeri

5’ CCCTGACCATCCGGCACCTCAAG ¥’
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Cizelge 3.4. PZR (Thermo) dongi kosullari.

94 °C 3dk 1 dongii
94 °C 1dk

58°C 1dk 30 dongii
72 °C 1,5dk

4°C 10dk 1 dongii

3.8  Agaroz Jel Elektroforezi

%1’lik agaroz hazirlamak i¢in 1 g agaroz (Sigma) ve 100 ml 1x TBE kullanildu.
Mikrodalga’da 1sitilarak tamamen ¢dziinmesi saglandi. Uzerine 10 mg/ml EtBr (Sigma)
stogundan 1 pl EtBr eklendi. Elektroforez cihazinin tankina hazirlanan agaroz jeli
dokiildi. Donduktan sonra 5 ul DNA 1 pl loading dye (Sigma) ile karistirilarak jele
yiiklendi.

3.9 TBE Hazirlama
10x TBE hazirlamak i¢in 54 g TRIS (Ultrapure), 0,5 M pH 8 EDTA 20 ml, 27,5
g borik asit (Merck) kullanildi. Uzerine 500 ml saf su eklendi.

3.10 TE Hazirlama
1 M Tris-HCT’ den final konsantrasyonu 10 mM Tris-HCI olacak sekilde 2ml, 0,5
M EDTA’dan final konsantrasyonu 1 mM EDTA olacak sekilde 400 pl konuldu ve

uzerine 200 ml saf su eklendi.

3.11 Tris-HCI Hazirlama
1M Tris-HCI hazirlamak igin 15,76 g/mol Tris-HCI tartilip tizeri 100 ml distile su

ile tamamlanir.

3.12 X-gal Hazirlama (5-brom-4klor-3indol-beta-D-galaktopironosid)
X-gal (Sigma), 20 mg/ml olacak sekilde hazirlanildi. 100 mg X-gal 5ml DMF
(dimetilformamit)' de ¢oziildii. 1,5ml’lik ependorflara 1' er ml konularak etrafi folyoland1

ve daha sonra -20 °C’ de saklandi.
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3.13 IPTG Hazirlama (izopropil p-D-1-tiogalaktopiranosid)
IPTG (Sigma) 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 folyolonarak -20 °C’ de saklandi.

3.14 IPTG ve X-GAL'li Besiyeri Hazirlama
0,1 M IPTG stogundan 20 pl ve 20 mg/ml X-gal stogundan 40 pul alinarak 15 ml'
lik LB besiyerine eklendi.

3.15 Ringer Soliisyonu

Yasam deneyleri sirasinda bakteri diliisyonlar1 i¢in kullanildi. Ticari olarak
satilan Ringer (Merck) tabletlerinden 1 tablet 500 ml saf suda ¢oziilerek hazirlandi. 121
°C’ de 15 dk otoklav ile steril edildi. 1/9 orani g6z oniinde bulundurularak 900 pl

ependorflara steril olarak dolduruldu.

3.16 Minimum inhibisyon konsantrasyonlarimin (MiK) degerlerinin belirlenmesi

Antibiyotik ve metallerin MIK degerlerinin belirlenmesi igin tek bir bakteri
kolonisi 5 ml nutrient broth besiyerinde 37 °C de 18 saat c¢alkalamali inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda bakterilerin absorbansi 600 nm dalga boyunda 0,1’e
ayarlandi. Daha sonra 60 ml’de 400 pul olacak sekilde stok bakteri kiiltiirti hazirlandi. Bu
kiiltiirden 96 kuyucuklu mikro plakaya ilk kuyucuk 180 pul diger kuyucuklar 100 pl olacak
sekilde kiiltiir eklendi. 180 pul’lik kuyucuga projede yer alan antibiyotik ve metallerden
20 pl eklenerek seri sulandirma yapildi. Plakalar 37 °C de 24 saat inkiibe edildi ve MIK

degerleri belirlendi.

3.17 Yasam Deneyinde Kullamlan Metallerin Hazirlanmasi
CoCly, CuSOg4 ve ZnSO4 metalleri minimal inhibisyon degerlerinin belirlenmesi
ve yasam deneylerinde fosfat tampon igerisine atilmak {izere 0,2 M olacak sekilde

molekiiler agirliklarina gére hazirland: ve filtre yardima ile steril edildi.

3.18 Yasam Deneyinde Kullamlan Antibiyotiklerin Hazirlanmasi
Calismada kullanilacak olan 0,1 mg/ml kanamisin antibiyotigi stogunu
hazirlamak i¢in 10 mg kanamisin antibiyotigi 10 ml saf suda ¢6zdiiriildii. 0,1 mg/ml

tetrasiklin antibiyotigi stogu i¢in 10 mg tetrasklin antibiyotigi 10 ml saf suda ¢ozdiiriildii.
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0,1 mg/ml streptomisin antibiyotigi stogu i¢in 10 mg streptomisin antibiyotigi 10 ml saf

suda ¢ozdiriuldii ve filtre ile steril edildi. -20°C’ de saklandi.

3.19 Yasam Deneyinde Kullamilan NaCI Hazirlanmasi
Osmolarite deneylerinde kullanilmak {izere 5SM NaClI hazirlamak i¢in 10g NaClI

50ml distile suda ¢ozdiiriildii ve filtre yardimi ile steril edilerek hazirlandi.

3.20 Fosfat Tampon Hazirlanmasi
Tamponlar 0.5 M NaHPO,; (Merck) ve 0.5M NaH>POs (Merck) hazirlandi.
Bunlar belirli oranlarda kanistirilarak 10 mM pH 5.5, pH 7 ve pH 8.5 tamponlar

hazirlandi.

3.21 Yasam Deneyleri

+4 °C’ de buzdolabinda muhafaza edilen petrilerden tek koloni bakteri 20 ml* lik
Nutrient Brot besiyeri iceren erlenlere ekildi. 37 °C’ de bir gece inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda bakterilerin spektrofotometrede ODgoo’ de yogunlugu 6lgiildii.
Bakterilerin yogunlugu ODegoo’de 1.0 absorbansa ayarlanarak 1,5 ml’lik ependorflara 1
ml alind1 ve 10.000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi, 2 kez
ringer ile yikanarak siispanse edilen bakteri tekrar santriflij edildi. Santrifiij isleminin
ardindan supernatant kisim ependorftan tekrar uzaklastirildi ve ependorfa 1 ml ringer
cozeltisi eklendi. Daha sonra bekteriler tekrar siispanse edildi. Siispansiyon halindeki
ependorftan 100 pl bakteri alind1 ve 50 ml pH 5.5, pH 7.0 ve pH 8.5 tamponlarini igeren
farkli erlenlere ayr1 ayri ilave edildi. Metaller ve antibiyotiklerle yapilacak olan yasam
deneyi i¢in de pH 7.0 tamponda MIK degerlerinin yar1 konsantarasyonu olacak sekilde
antibiyotikler ve metaller eklendi. Ayrica osmolarite deneyleri i¢in 0.2 M, 0.1 M ve 0.01
M NaCr’li pH 7 tamponlar hazirlandi. Tampon-bakteri karisimindan 900 pl ringer
soliisyonu bulunan ependorfa 100 pl alindi ve erlenler 37 °C deki inkiibatore kaldirildi.
Erlenlerden ringer soliisyonuna alinan bakteriler 10*e kadar seri sulandirma yapildi ve
niitrient agar besiyerine drigalski spatiili yardimi ile yayildi ve 37 °C bir gece inkiibe
edildi. Bir gecelik inkiibasyondan sonra petrilerdeki bakteri kolonileri sayildi. Belirlenen

araliklarla tamponlardan 100 pl 6rnek alindi ve bakteri sayisindaki degisiklikler analiz
edildi.



29

3.22 Komplementasyon Testleri:

Calismalar sonunda istatistiki olarak stres sartlarinda 6nemli rolii oldugu belirlenen
genlerin komplementasyon testleri ile dogrulamasi yapildi. Bunun igin ¢alistigimiz gen
bolgelerini tagiyan plazmitleri igeren E. coli’den bu plazmitler plazmit izolasyon metodu
(Alkaline lizis metodu) ile izole edildi ve izole edilen plazmit elde ettigimiz E. coli
W3110 mutant suslar igine transformasyon (Miller 1992) ile aktarildi. Bdylece ana
kromozomda mutant olan gen bdlgesi plazmit {izerinde eksprese edilerek tamamlanmis
oldu. Bu sekilde mutasyona ugratilan genin tamamlanmasi ile stress sartlarinda gorevinin

saglamasi yapilmis oldu.

3.23 istatiksel Analiz

Bu ¢alismada E. coli W3110 susunda yfhA, yfhK, cusS ve cusR olmak tizere 4 farkli
gen bolgesi ile yapilan yasam deneyleri sonuglarinin istatiksel analizi student T-Testi ile
yapild1 ve p<0.05 sistemine gore dnem derecesi belirlendi. Sonuglar 4 bagimsiz tekrarin
ortalamasi alinarak hesaplandi. Grafiklerdeki «isaretleri 6nemlilikleri ve hata ¢ubuklari

standart sapmalar1 gostermektedir.
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4. BULGULAR

4.1  Mutantlarin Elde Edilmesi

Transdiiksiyon sonrasinda Xgal-IPTG’li ortamda mavi koloni veren tek koloni
bakteriler Km besiyerine ekildikten sonra buradan segilen kolonilerden Cizelge 3.3’ deki
her bir gen i¢in kendisine ait ileri primer ve K1 primerleri kullanilarak PZR yapildi. Elde
edilen mutantlarin PZR goriintiileri Sekil 4.1 - 4.4 da verilmistir. Negatif kontrol olarak
yabani tip E. coli W3110 kullanilirken pozitif kontrol olarak herbir genin keio
koleksiyondan alinan E.coli BW25113 susundaki mutantlar kullanildi. Sekil 4.1°de
goriildiigii gibi 1-5’e kadar olan kuyucuklarda f-k1 primerleri ile elde edilen yfhA::km
mutant1 bulunmaktadir ve 683 bg bant biiylikliigiine sahip PZR {iriinii elde edilmistir.
Ayni sekilde 688 bg bant biiyiikliigiinde yfhK::km (Sekil 4.2), 1306 bg bant bilyiikliigiinde
cusS::km (Sekil 4.3), 1403 b¢ bant biiyiikligiinde cusR::km (Sekil 4.4) mutantlar

bulunmaktadir.

"M VW31 10(-) HKelol(+) ) 2 EY ) -

Sekil 4.1. Yabani tip E. coli ve yfhA mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.

Lt

¢
|

VW3110 (-) Keio(+) 1
Sekil 4.2. Yabani tip E. coli ve yfhK mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.
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M W3110(-) Keio(+) 1 2 - 3 4 5 6 7 8
Sekil 4.3. Yabani tip E. coli ve cusS mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.
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Sekil 4.4. Yabani tip E. coli ve cusR mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.

Sekil 4.1-4.4 de elde edilen jel goriintiileri incelenerek her bir genle iliskili bir
mutant se¢ildi ve Cizelge 3.1’ de gosterilen sug numaralari verildi. Daha sonra elde edilen

saf kiiltiirlerden -80°C” de stoklanmak tizere gliserol stoklar1 hazirlandi.

Tamamlama testleri i¢in yukarida elde ettigimiz mutantlara keio koleksiyondan
temin edilen 1ilgili genleri igeren plazmitler izole edilip transforme edildi.
Transformasyon sonrasinda olusan koloniler uygun antibiyotik kontroliiniin ardindan
PZR ile dogrulandi. Secilen kolonilerden Cizelge 3.3 deki her bir gen i¢in kendisine ait
olan ileri ve geri primerleri kullanilarak PZR ile dogrulama yapildi. Elde edilen
mutantlarin ve pozitif kontrol BW25113 plazmidinin PZR gortintiileri Sekil 4.5-4.8” de
verilmistir.  Elde ettigimiz mutantlardan pnt3::)yfhA mutanti 1397 bg (Sekil 4.5),
pnt3::yfhK mutanti 1474 bg (Sekil 4.6), pnt3::cusS mutant1 1489 bg (Sekil 4.7), pnt3::cusk
mutantt 730 bg (Sekil 4.8) bant uzunluguna sahiptir.
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Sekil 4.5. E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::yfhA mutantlarinin jel elektroforezi
goruntisu.
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Sekil 4.6. E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::)yfhK mutantlarinin jel elektroforezi
goruntusu.

M FPlazmid 1 2 3 <3 5

Sekil 4.7. E. coli BW25113 plazmidi ve pnt3::cusS mutantlarinin jel elektroforezi
goruntisu.
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Sekil 4.8. E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::cusR mutantlarinin jel elektroforezi
goruntisu.

4.2  Metaller ve Antibiyotiklerin MiK Degerleri
E. coli W3110 ile 3 farkli metalin ve 3 farkli antibiyotigin minimal inhibisyon

konsantrasyon degerleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.1° de verilmistir.

Cizelge 4.1. Yabani tip E.coli W3310 susunda metaller ve antibiyotiklerin minimal
inhibisyon degeri

Metaller ve Antibiyotikler MIK Konsantrasyonu(ug/ml)
CoCl> 74,35 pg/ml

CuSOq4 234,37 ng/ml

ZnSO4 66,79 ng/ml
Kanamisin 1,83 pg/ml
Tetrasiklin 1,56 ng/ml
Streptomisin 0,58 pg/ml

4.3  Yabani Tip ve Mutant Suslarin Biiyiime Grafigi Sonug¢lar:

Yabani tip W3110 ve mutant suslar NB besiyerlerinde 37 °C’de optimum sicaklik
degerinde ve 160 rpm de biiyiimeye tabi tutulmustur. 2 saat araliklarla 6rnek alinarak
ODsoo de spektrofotometrik okumalarla yabani tip ve mutantlarin bityiimeleri arasinda bir

fark olmadig1 ortaya konulmustur.
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Sekil 4.9. Yabani tip ve mutant suslarin biiyiime grafigi.

4.4  Yasam Deneyi Sonuglari

4.4.1 1Ki bilesikli fosforlama sistemlerinin farkli pH lardaki rollerinin
arastirilmasi

pH stresinde ¢alisilan genlerin roliiniin olup olmadigi 3 farkli pH araligi calisilarak
belirlendi. pH 8.5 de yabani tip E.coli W3110 57 giinde 2 logaritmik azalma gosterirken
yfhA mutanti 33 giin, yfhK mutanti 49 giin, cusS mutanti 31 giin ve CusR mutanti 34 giinde
2 logaritmik azalma gostermektedir (Sekil 4.11; Cizelge 4.2 ). pH 7.0 de yabani tip E.coli
W3110 tgg degerine gore 176 giinde 2 logaritmik azalma gosterirken yfhA mutant1 142
giinde, yfhK mutant1 132 giinde, cusS mutant1 160 giinde ve CusR mutant1 182 giinde 2
logaritmik azalmay1 gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.12). Ayni sekilde pH 5.5 da yabani
tip E. coli W3110 tgg degerine gorel60 giinde, yfhA mutant1 175 giinde, yfhK mutant1 69
giinde, cusS mutant1 88 giinde ve CUSR mutant1 34 giinde 2 logaritmik azalmaya ulastig
saptanmustir (Sekil 4.13; Cizelge 4.3).
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Sekil 4.10. Yabani tip E. coli W3110 yasami tizerine pH’1n etkisi.
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Sekil 4.11. Yabani tip E. coli ve mutantlarin yasamina alkali pH (8.5) etkisi. (¥) isaretli

olan barlarda degisim yabani tip W3110 E. coli 'ye gore onemlidir (p<0.05).



Cizelge 4.2. Alkali pH da yabani tip ve mutantlarin teg degerleri.

Genlerin yoklugunun etkisi Tamamlama testi (IPTG ilaveli)
pH 8.5 too (giin) pH 8.5 tog (glin)
W3110 57 W3110 61
yfhA 33 yfhA 59
yfhK 49 yfhK #
CcusS 31 CcusS 62
cusR 34 cusR 61

# Istatiksel olarak 6nemli olmadig1 icin test edilmedi (p>0.05).

Koloni Olugturan Bakteri Sayis1 (kob/ml)

BHW3110
vfhA
@ yfh K
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Sekil 4.12. Yabani tip E. coli ve mutantlarin yasamina nétral pH (7.0) etkisi.

Koloni Olugturan Bakteri Sayis1 (kob/ml)
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Sekil 4.13. Yabani tip E. coli ve mutantlarin yasamina asidik pH (5.5) etkisi. (*) isaretli
olan barlarda degisim yabani tip W3110 E. coli'ye gore 6nemlidir (p<0.05).
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Cizelge 4.3. Asidik pH da yabani tip ve mutantlarin teg degerleri.

Genlerin yoklugunun etkisi Tamamlama testi (IPTG ilaveli)
pH 5.5 too (giin) pH5.5 too (giin)
W3110 160 W3110 172
yfhA 175 yfhA #
yfhK 69 yfhK 165
CcusS 88 CcusS 160
cusR 34 cusR 168

# Istatiksel olarak 6nemli olmadig1 icin test edilmedi (p>0.05).

4.4.2 Osmotik stresde iki bilesikli fosforlama sistemlerinin rollerinin arastirilmasi

Osmotik streste galisilan genlerin roliiniin olup olmadigint belirlemek amaci ile
yapilan deneyde pH 7.0 de 0.2 M, 0.1 M ve 0.01 M NaCl’lii ortamda yasam deneyleri
yapilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.15-4.17° de gosterilmistir. 0.2 M NaCI’li
ortamda yabani tip E. coli W3110 teg degerine gore 150 giinde 2 logaritmik azalma
gosterirken, YfhA mutant1 60 giinde, yfhK mutant1 67 giinde, cusS mutant1 80 giinde ve
cusR mutant1 48 giinde 2 logaritmik azalma gostermektedir (Sekil 4.15; Cizelge 4.4). 0.1
M NaCT’lii ortamda yabani tip E. coli W3110 tgg degerine gore 187 giinde 2 logaritmik
azalma gosterirken yfhA mutant1 62 giinde, yfhK mutanti 186 giinde, cusS mutant1 61
giinde ve CUSR mutant1 75 giinde 2 logaritmik azalma gosterdigi saptanmstir (Sekil 4.16;
Cizelge 4.5). Ayni sekilde 0.01 M NaCl varliginda yabani tip E. coli W3110 tgg degerine
gore 187 giinde, yfhA mutant1 173 giinde, yfhK mutant1 186 giinde, cusS mutanti 184
giinde ve cusR mutant1 173 gilinde 2 logaritmik azalma gosterdigi saptanmistir (Sekil
4.17).
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Sekil 4.14. Yabani tip E. coli W3110’un yasamina osmotik stresin etkisi.
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Sekil 4.15. 0.2 M NaCl’iin yabani tip ve mutantlarin yasamina etkisi. (*) isaretli olan
barlarda degisim yabani tip W3110 E. coli 'ye gore 6nemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.4. 0.2 M NaClI varliginda yabani tip ve mutantlarin tgg degerleri.

Genlerin yoklugunun etkisi Tamamlama testi (IPTG ilaveli)
0.2 M NaCl tog (giin) 0.2 M NaCl too(giin)
W3110 150 W3110 168
yfhA 60 yfhA 169
yfhK 67 yfhK 174
cusS 80 cusS 170
CcusR 48 CusR 171
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Sekil 4.16. 0.1 M NaCl’iin yabani tip ve mutantlarin yagamina etkisi. (*) isaretli olan
barlarda degisim yabani tip W3110 E. coli 'ye gore 6nemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.5. 0.1 M NaCl varliginda yabani tip ve mutantlarin teg degerleri.

Genlerin yoklugunun etkisi Tamamlama testi (IPTG ilaveli)
0.1 M NaCl too (gilin) 0.1 M NacCl too (glin)

W3110 187 W3110 202
yfhA 62 yfhA 198
yfhK 186 yfhK it

cusS 61 cusS 192
CusR 75 CcusR 195

# Istatiksel olarak onemli olmadig igin test edilmedi (p>0.05).

Koloni Olugturan Bakteri Sayis1 (kob/ml)
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Sekil 4.17. 0.01 M NaCl’iin yabani tip ve mutantlarin yagamina etkisi.
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4.4.3 Metal stresinde iki bilesikli fosforlama sistemlerinin rollerinin arastirilmasi

Bakir metali varliginda yabani tip E.coli W3110 3,9 saatte 2 logaritmik azalma
gosterirken yfhA mutant1 6,6 saatte, yfhK mutant1 3,03 saatte, cusS mutant1 3,8 saatte ve
cusR mutant1 3,1 saatte 2 logaritmik azalma gostermektedir (Sekil 4.18; Cizelge 4.6 ).
Cinko metali varliginda yabani tip E.coli W3110 te9 degerine gore 43,3 giinde 2
logaritmik azalma gosterirken yfhA mutant1 18 giinde, yfhK mutant1 17,3 giinde, cusS
mutantt 22,7 giinde ve cusR mutanti 34,3 giinde 2 logaritmik azalma gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 4.19; Cizelge 4.7). Kobalt metali varliginda ise yabani tip E. coli
W3110 teg degerine gore 10,08 giinde, yfhA mutant1 10,02 giinde, yfhK mutant1 15,1
giinde, cusS mutant1 9,4 giinde ve CUSR mutant1 9,9 giinde 2 logaritmik azalma gosterdigi
saptanmugtir (Sekil 4.20; Cizelge 4.8).
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Sekil 4.18. Bakir metalinin yabani tip ve mutantlarin yagamina etkisi. (*) isaretli olan
barlarda degisim yabani tip W3110 E. coli'ye gore 6nemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.6. pH 7 fosfat tamponda bakir siilfat varliginda yabani tip ve mutantlarin tog
degerleri.

Genlerin yoklugunun etkisi Tamamlama testi (IPTG ilaveli)
MIK/2 CuSOs | te (saat) MIK/2 CuSO4 | tog (saat)
W3110 3.9 W3110 3,8
yfhA 6.6 yfhA 3,9
yfhK 3,03 yfhK 3,9
cusS 3.8 CcusS #
cusR 31 cusR 3,9

# Istatiksel olarak dnemli olmadig1 igin test edilmedi (p>0.05).
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Sekil 4. 19. Cinko metalinin yabani tip ve mutantlarin yasamina etkisi. (*) isaretli olan
barlarda degisim yabani tip W3110 E. coli'ye gore 6nemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.7. pH 7 fosfat tamponda ¢inko stilfat varliginda yabani tip ve mutantlarin tog
degerleri.

Genlerin yoklugunun etkisi Tamamlama testi (IPTG ilaveli)
MIK/2 ZnSO4 too (giin) MIK/2 ZnSOs | teo (giin)
W3110 433 W3110 41,8
yfhA 18 yfhA 41,1
yfhK 173 yfhK 40,6
cusS 227 cusS 41,7
cusRk 343 cusRk 42,5

BW3110
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Sekil 4. 20. Kobalt metalinin yabani tip ve mutantlarin yasamina etkisi. (*) isaretli olan
barlarda degisim yabani tip W3110 E. coli'ye gore 6nemlidir (p<0.05).
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Cizelge 4.8. pH 7 fosfat tamponda kobalt kloriir varliginda yabani tip ve mutantlarin tgg
degerleri.

Genlerin yoklugunun etkisi Tamamlama testi (IPTG ilaveli)
MIK/2 CoCl, | tg(giin) MIK/2 CoCly |t (giin)
W3110 10,08 W3110 10,9
yfhA 10,02 yfhA #
yfhK 15.1 yfhK 10,7
cusS 9.4 CcusS 11,1
cusR 9.9 cusR #

# Istatiksel olarak dnemli olmadig1 igin test edilmedi (p>0.05).

4.4.4 Antibiyotik stresinde iki bilesikli fosforlama sistemlerinin rollerinin
arastirillmasi

Kanamisin antibiyotigi varliginda yabani tip E.coli W3110 0,73 saatte 2
logaritmik azalma gosterirken yfhA mutant1 49,4 saatte, yfhK mutant1 90,9 saatte, cusS
mutant1 96,4 saatte ve CUSR mutant1 106,9 saatte 2 logaritmik azalma gostermektedir
(Sekil 4.21 ). Streptomisin antibiyotigi varliginda yabani tip E.coli W3110 tgg degerine
gore 3,4 giinde 2 logaritmik azalma gosterirken yfhA mutanti 3,6 giinde, yfhK mutanti 3,4
giinde, cusS mutant1 4,2 giinde ve CUSR mutant1 3,7 giinde 2 logaritmik azalmay1
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.22; Cizelge 4.9). Tetrasiklin antibiyotigi varliginda ise
yabani tip E. coli W3110 teg degerine gore 46,1 giinde, yfhA mutant1 56,6 giinde, yfhK
mutant1 38,03 gilinde, cusS mutant1 48,3 giinde ve cUsR mutant1 50,7 giinde 2 logaritmik
azalmaya ulastig1 saptanmistir (Sekil 4.23; Cizelge 4.10).
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Sekil 4. 21. Kanamisin antibiyotiginin yabani tip ve mutantlarin yasamina etkisi. (*)
isaretli olan barlarda degisim yabani tip W3110 E. coli'ye gore 6nemlidir (p<0.05).
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Sekil 4. 22. Streptomisin antibiyotiginin yabani tip ve mutantlarin yasamina etkisi. (*)
isaretli olan barlarda degisim yabani tip W3110 E. coli'ye gore 6nemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.9. pH 7 fosfat tamponda streptomisin antibiyotigi varliginda yabani tip ve
mutantlarin teg degerleri.

Genlerin yoklugunun etkisi Tamamlama testi (IPTG ilaveli)
MIK/2 Str too (glin) MIK/2 Str tog (glin)
Wa3110 3.4 W3110 3,5
yfhA 3.6 yfhA 3,6
yfhK 3.4 yfhK #
cusS 42 cusS 3,5
CusR 37 CcusR 3,5

# Istatiksel olarak 6nemli olmadig1 icin test edilmedi (p>0.05).
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Sekil 4. 23. Tetrasiklin antibiyotiginin yabani tip ve mutantlarin yasamina etkisi. (*)

isaretli olan barlarda degisim yabani tip W3110 E. coli'ye gore 6nemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.10. pH 7 fosfat tamponda tetrasiklin antibiyotigi varliginda yabani tip ve

mutantlarin teg degerleri.

Genlerin yoklugunun etkisi Tamamlama testi (IPTG ilaveli)
MIK/2 Te tog (giin) MIK/2 Te too (giin)
W3110 46,1 W3110 47,6
yfhA 56.6 yfhA 48,3
yfhK 38,03 yfhK 45,1
cusS 48,3 cusS #
CcusR 50,7 CcusR 46,5

# Istatiksel olarak 6nemli olmadigs igin test edilmedi (p>0.05).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bakterilerin dogal ortamlarda bir ¢ok stres faktorii ile ayn1 anda basa ¢ikmak
zorunda oldugu diisiiniildiigiinde, yasam icin oldukca kompleks regiilator aglar olusmasi
ve bir ¢ok mekanizmanin bir denge icinde calismasi gerekliligi oldukc¢a olagandir.
Molekiiler calismalarda gen fonksiyonlarinin belirlenmesi genellikle zengin ve icerigi
bilinen besi ortamlarinda yapilmaktadir. Ancak bu ortamlar ile dogadaki yasam ayni
dogrultuda degildir. Dogada bir¢ok stres ile ayni1 anda miicadele etmek zorunda olan
bakteriler, ayrica siirekli bir kronik a¢lik durumundadir. Bu nedenle ¢caligmalarimiz fosfat
tamponunda gerceklestirilmistir.

E. coli W3110 susunun sahip oldugu 4438 genin yaklasik olarak 2700 tanesinin
dogrudan fonksiyonlar: belirlenmistir (Madigan, 2010). Ayrica bu genlerin global ag
icerisindeki rolleri yani ikincil, dUglinciil gorevleri hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Ornegin ythK-A iki bilesikli fosforlama sisteminin hangi stres faktorii
tarafindan indiiklendigi ve bu sistemin hangi genleri kontrol ettigi hakkinda heniiz yeterli
verilere rastlanmamistir. Bu genlerle son yillarda yapilan bir ka¢ caligmada ythK-A iki
bilesikli sisteminin seker metabolizmasinda, oksidatif streste ve Fe*®’iin hiicreye aliminda
bir roliiniin olabilecegi belirlenmistir (Yu ve Ye, 2016; Gopel, vd., 2014; Flamez, vd.,
2007).

pH Stresi: Bakterilerin insan viicudu veya dis ortamlarda biiytimeleri igin, dig
pH’daki ekstrem degisikliklere karsi korunmalarn gerekmektedir (Stancik, vd., 2002).
Diinya ylizeyi lizerinde oldukca farkli pH degerlerine sahip bircok alan vardir ve
bakteriler bu zor sartlardaki alanlarda yasarlar (Saito ve Kobayashi, 2003). Bakterilerin
bu zor sartlarda nasil hayatta kaldigina dair mekanizmalarin ¢6ziilmesi i¢in birgok
calisma yapilmistir. Bu caligmalarda asidik kosullar altinda biiylime ve hayatta kalma
konusunda bir¢ok sonu¢ olmasina ragmen alkalin ortamlara adaptasyon mekanizmalari
ile ilgili heniiz yeterli bilgi bulunmamaktadir (Saito ve Kobayashi, 2003).

Alkali kosullar altinda ytliksek pH da hiicreleri asir1 sodyumdan korumada ve i¢
pH’nin muhafaza edilmesinde Na * / H ™ antiporterlarinin gorev aldigi belirlenmistir
(Stancik, vd., 2002). Sodyum proton antiporter'lart Dbitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar gibi canlilarda, hiicrelerin sitoplazma ve organel zarlarinda bulunan

membran proteinleridir. Bu antiporterlar hiicre enerji endiistrisinde ve hiicre i¢i pH



46

homeostazinda Oncelikli rol oynarlar (Padan, vd., 2004). Sodyum proton
antiporterlarinin hem alkalifilik hem de nétrofilik bakterilerin biiylimelerinde 6nemli
oldugu diistiniilmektedir. E. coli’de sodyum iyonlarinin ¢ikisi i¢in ii¢ sistem vardir ve bu
sistemlerin yoklugunda sodyum iyonlarinin disar1 atilmasinin yetersiz oldugu
gozlenmistir. E. coli’de sodyum iyon ¢ikisinda gorevli bu li¢ sistemin farkli ¢evresel
kosullar altinda ¢aligtig1 belirlenmistir. Sistemlerden biri ChaA, alkalin pH da gorev alir
ve genin ekspresyonu alkalin pH da yiiksek osmotik stres altinda indiiklenir (Shijuku,
vd., 2002; Sakuma, vd., 1998).

E.coli de Na ", H *veya Li* iyon degisiminde NhaA ve NhaB olmak {iizere iki
antiporter gorevlidir. NhaA alkalin pH'da biiylimede, Li * toksisitesinde ve yiiksek
tuzluluk adaptasyonundan sorumludur (Padan, vd., 2004).

E.coli ve V. cholerae benzeri bir¢ok enterobakter akuatik tuzlu ekolojik nisi
paylasirlar ve bu ¢evrelerde organizmalar biiyiimekten ziyade hayatta kalmaya ¢alisirlar.
Padan vd. (2004),’nin E.coli yabanil tip ve mutantlarla yaptigi ¢aligmada, alkalin pH'da
ve tuzlu ortamda E. coli’nin hayatta kalmasi i¢in nhaA ekspresyonunun gerekli oldugunu
gostermislerdir (Padan, vd., 2004).

Alkalofilik Bacillus 'tan tiiretilen sodyum / proton antiporteri eksik bir mutantinin
yiiksek pH duyarli oldugu belirlenmistir. Mutantlarda ana suslardan farkl: olarak sayisiz
proteinin farklilik gosterdigi belirlenmis ve sodyum / proton antiporterlarinin alkalifilik
bakterilerin biiyiimesi i¢in 6nemli olduklari saptanmistir (Lewis, vd., 1980).

iki bilesikli sistemlerden, TorS/TorR fosforilaz sisteminde genom boyunca
transkripsiyonel analizler yapilmis ve tnaLAB operonunun bu sistem tarafindan
diizenlendigi bulunmustur. TorS/TorR fosforilaz sisteminin trimetilamin N-0ksit ve
anaerobik kosullar altinda birgok geni indiikledigi tespit edilmistir. Yiiksek pH stresi
altinda yabani tip E. coli nin hayatta kalmas1 trimetilamin N-oksit varliginda artarken,
tnaA mutantlarda trimetilamin N-oksit olsa bile hayatta kalmada bir azalma olmustur. Bu
sonuglara bakilinca TorS/TorR fosforilaz, alkalizasyonu sinirlamak i¢in alkali streste
savunmayi tetiklemektedir. Ancak alkalin pH indiiklenmesinde TorS/TorR sistemi
tarafindan kontrol edilen diger genler bildirilmemistir. Bu durumda TorS/TorR fosforilaz
sisteminin tnaA yoluyla alkalin stres altinda hayatta kalmak igin gorevli oldugu
saptanmistir (Blankenhorn, vd., 1999; Bordi, vd., 2003; Simon, vd., 1994; Jourlin, vd.,
1996).
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Alkalin pH calismalarinin yanisira mikroorganizmalarin yasamini etkileyen bir
diger stres faktoriide asidik pH’dir. Bu stres faktorii ile birgok ¢alisma yapilmastir.
Hickey ve Hirshfield (1990), E. coli ve S. typhimurium ile SMM (katkili minimal ortam)
besi ortaminda yaptiklari ¢alismada pH 7’den pH 5 e geciste protein oraninin arttigini
belirlemislerdir. Bu ¢alismada pH’1n aside kaymasi sonucunda E. coli de 13 proteinin ve
S. typhimurium da 19 proteinin 14 kat arttigin1 gézlemlemislerdir (Hickey ve Hirshfield,
1990). Hyde ve Portalier (1990), pH 6.9 dan pH 4.3 e gegiste 16 protein tanimlamislardr.
Bu proteinler asit sok proteinleri olarak bilinir. Foster (1991), yapmis oldugu calismada
asidik ortamda 52 proteinin ekspresyonunda degisiklik saptamistir. Ancak bu degisimin
olmasi i¢in organizmanin belirli pH etkisine maruz birakilmas: gerektigini belirtmistir.
Calismada, pH 5.5-6 ile uyarilmis olan bir organizmanin pH 3-4 de yasayabilecegini
saptamis ve bu toleransin sebebi organizmanin presok protein sentezi yapmasindan ileri
geldigini belirlemistir. Ciinkii presok proteinleri sentezlenmeden asit sok proteinleri
sentezlenmemektedir. Dolayisi ile kademeli bir artis ile ani artisa karsi tepkide farklilik
oldugu goriilmektedir (Foster, 1991).

Asidik pH da dogrudan gorev alan 5 tane asit direng sistemi bulunmaktadir.
Bunlar AR1, AR2, AR3, AR4 ve ARS5’dir. AR1 mekanizmasi en az bilinen direng
sistemidir. AR2, glutamat dekarboksilaz sistemidir ve GadA, GadB, GadC, GadE
proteinlerini igerir. AR3, arjinin dekarboksilaz sistemidir ve AdiA, AdiC proteinlerini
igerir. AR4, lizin dekarboksilaz sistemidir ve CadA, CadB, CadC, LysP proteinlerinine
sahiptir ve ARS, ornitin dekarboksilaz sistemidir ve SpeF, PotE proteinlerini igerir (Peng,
vd., 2011). Bu 5 mekanizma direkt olarak pH stresine karsi hiicrenin korunmasinda rol
oynamaktadir. Indirekt olarak pH stresine karsi hiicrenin korunmasinda, pH’ya gore
metabolizmanin ayarlanmasinda ve hareketin diizenlenmesinde gérev alan mekanizmalar
bulunmaktadir. Bu mekanizma dis membranda bulunan OmpC ve OmpF porin protein
ekspresyon seviyelerinin degistirilmesidir (Darcan, vd., 2009). Asidik pH da ompC
sentezi artar, ompF sentezi azaltilirken, alkalin pH da ompC sentezini azaltilip, ompF
sentezini arttirmaktadir. Dolayist ile dig membran porin proteinlerinin sentezindeki bu
degisim hem asidik hemde alkalin stres altinda biiylime i¢in gereklidir. Sonug¢ olarak
osmotik strese bagli EnvZ-OmpR iki bilesikli fosforlama sistemi tarafindan kontrol edilen
2 porinin pH bagimli olarak da diizenlendigi goriilmistiir. Ancak pH bagimli diizenleyici
faktoriin ne oldugu heniiz belirlenememistir (Saito ve Kobayashi, 2003).
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Hagiwara vd. (2004) tarafindan yapilan mikroarray analizleri sonucunda, E. coli
‘de bulunan iki bilesikli sistem olan BasS/BasR’nin dogrudan ya da dolayl olarak demir
ve ¢inko metal yanitinda membran biitiinliigli ve membran fonksiyonu ile iligkili oldugu,
asidik ya da anaerobik kosullar altinda biiylime ve gelismeden sorumlu bir sistem
oldugunu vurgulanmistir (Hagiwara, vd., 2004; Lee, vd., 2005).

Ayrica bakterilerde osmotik stres, aclik stresi ve duragan faza gegis gibi bir¢cok
farkli streste bir grup genin ekspresyonundan sorumlu olan rpoS de asit stresinde gorev
almaktadir. RpoS global stres faktorii olarak adlandirilan bir sigma faktoriidiir (Repoila,
vd., 2003). rpoS geninin transkripsiyonel diizenlenmesi olduk¢a kompleks olup, RpoS
regiilonu, genel stres direnci, (UV 1sinlar, hiperosmolarite, asit soku, oksidatif ve sicaklik
stresi), karbon metabolizmasi, hiicre zarf ve morfolojisi gibi ¢ok farkli fonksiyonlarda
gorev alan genleri icermektedir (Notley, vd., 1996; Repoila, vd., 2003).

Bu ¢alismada iki bilesikli fosforlama sistemi olan YfhA/YthK ve CusS/CusR’nin
alkalin, asidik ve notral pH sartlarinda rolleri arastirilmistir.

Alkali pH stresinde yabani tip ile 4 mutant organizmanin sonuglari
karsilastirildiginda teg degerlerine gére yfhA, cusS ve cusR mutantlarinin 6énemli bir role
sahip olduklar1 belirlenmistir. Asidik pH stresinde ise yfhK, cusS ve cusR mutantlarinin
dikkate deger bir rollerinin oldugu saptanmistir. Ayrica nétral pH olan pH 7.0 de yabani
tip ile mutant suslar arasinda hicbir fark gézlenmemistir.

Hem alkali pH yasamindan hemde asidik pH yasamindan korunma i¢in molekiiler
mekanizmalar hakkinda bilgiler oldukc¢a zayif oldugu diisliniildiiglinde bu genlerin
detayli analizleri ile asidik ve alkali pH ortaminda yasam igin yeni genler ve
mekanizmalarin tespit edildigi diisiiniilmektedir.

Iki bilesikli sistemlerden TorSR, BasSR ve CpxAR sistemlerinin yanisira iki
bilesikli fosforlama sistemlerinden YfhAK - CusSR sisteminin de pH ile ilgili
gorevlerinin olduguna dair ilk veriler bu ¢alisma ile ortaya konulmustur. Bundan sonraki
caligmalarda bu genlerin direkt olarak asidik ve alkalin pH yasaminda goérev alan
proteinlerin sentezinde rollerinin olup olmadigl bir arastirma konusudur. Bu sebeple
alkalin pH’dan sorumlu olan sodyum proton antiporterlar1 ve TorSR iki bilesikli sistemi
tarafindan kontrol edilen tnaA ile bir iliskisinin olup olmadigi, asit toleransindan sorumlu
genlerden 6zellikle de asit tolerans genleri olan gad sistemi, cad sistemi ve adi sistemi ile

iligkileri sonraki ¢alisma ve projelerin konusu olabilir. Ayrica aglik, soguk stresi, ozmotik
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stres, 1s1 soku, asit soku ve duragan faza gecis dahil olmak iizere birgok strese, hiicresel
cevapta gorevli olan alternatif sigma faktorii rpoS ile YfhAK - CusSR sistemlerinin
iliskisinin olup olmadigi da arastirilmalidir.

Ozmotik Stres: Bakterilerin yagamini sinirlayan bir diger stres faktori de
ozmotik strestir.  Sitoplazmik membranda ozmotik stresi algilayan ozmosensorler
bulunmaktadir. E.coli’‘de bu islem EnvZ/OmpR iki bilesikli sistemi ile
gerceklestirilmektedir. EnvZ ozmosensor proteini ozmotik soku hisseder ve OmpR’yi
fosforlar. Fosforlanan ompR de osmotik streste gorevli olan dis zar proteinleri OmpC ve
OmpF yi uyarir. Ortam osmolaritesi yiiksek ise por ¢api kiiciik olan OmpC’nin,
EnvZ/OmpR aktivitesi ile uyarilarak miktar arttirilir ve hiicrenin dig ortama su vermesi
engellenir bu sayede de osmotik stresten korunmus olur (Kennedy, 1982).

Hiicrede osmotik stresin etkilerini azaltmada gorevli bircok mekanizma
bulunmaktadir. Bunlardan biri mekano hassas kanallardir. Bu kanallarda MscL ve MscS
proteinleri gorevlidir. Bu proteinler osmolaritenin artmasi esnasinda bu etkiyi tolere
edebilmek i¢in ozmolit maddelerin taginmasini saglar ve hiicrenin kirilmasi engeller.
Diger bir mekanizma ise potasyum alimi ile alakalidir. Burada asidik pH da H iyonu
tasinmasinda gorevli olan trk geni gorev almaktadir. K*/H transferini gergeklestirerek
osmotik stresi dengeler. Bunun yaninda potasyum transferinde KdpD/E iki bilesenli
sisteminin kontrol ettigi KdpFABC proteinleri de gorev almaktadir. Kdp, potasyuma
kars1 yiiksek affiniteye sahiptir. Kdp’nin K* miktarini hissettigi ve ozmosensor olarak
gorev aldig1 bilinmektedir. Bakteriler osmolariteden korunmak i¢in ozmolit alim ve
sentez mekanizmas: gelistirmislerdir. Ozmolit aliminda Pro (Pro P, ProQ, ProX, ProV)
proteinleri gorev almaktadir. Ozmolitlerin sentezinde ise trehaloz 6 fosfat sentaz (OtsA)
ve trehaloz 6 fosfat fosfotaz (OtsB) enzimleri gérev almaktadir. Ozmolitlerden kolin ve
glisin betain sentezinden BetA, BetB, Betl, BetT ve ArcA enzimleri sorumludur.
Ozmotik strese baska bir cevap da hiicre duvarinin uyarilmasidir. Diisiik ozmolariteli
ortam icerisinde, osmotik olarak diizenlenmis periplazmik glukan sentezi, OpgG ve
OpgH proteinleri varliginda artar (Peng vd., 2011). Ay zamanda alternatif sigma
faktorii RpoS ozmoregiilator genlerin transkripsiyonuna aracilik eder. RpoS E. coli K-12
susunda osmotik ve diger stres sartlar1 altinda durgun fazda 50-100 genin
transkripsiyonunu aktive eder (Culham vd., 2001).
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0.2M NaCr’iin bulundugu ortamda yapilan ¢alismalarda teo degerlerine gore
yabani tip E.coli W3110’un 150 giinde, yfhA mutantinin 60 giinde, yfhK mutantinin 67
giinde, cusS mutantinin 80 giinde ve CUSR mutantinin ise 48 giinde 2 logaritmik azaldigi
belirlenmistir. Ayn1 sekilde 0.1M NaCI’li ortamda E.coli W3110’un 186 giinde, yfhA
mutantinin 62 giinde, yfhK mutantinin 186 giinde, cusS mutantinin 61 giinde ve CusR
mutant1 75 giinde 2 logaritmik azaldig1 gozlenmistir. Calisilan her iki osmotik streste de
yfhA geni stresten ayni derecede etkilenirken, yfhK geninin 0.2M osmotik sokta gorev
aldig1 fakat 0.1M osmotik sokta yabanil tipten farkli bir sonu¢ vermedigi belirlenmistir.
Bu da stres faktorlerinin siddetine bagli olarak farkli mekanizmalarin devreye girdiginin
bir gostergesidir. cusS ve cusR genleri i¢inde farkli konsantrasyonlardaki osmotik streste
bu genlerinin mekanizmalarmin farkli etkilendigini sdyleyebiliriz. Sonuglar
degerlendirildiginde yfhA, cusS ve cusR nin her iki osmotik degerde de 6nemli gorevleri
oldugu goriilmiistiir. Calisilan bir diger konsantrasyon olan 0.01M NaCl lii ortamda ise
yabanil sus ile mutant suslar arasinda fark gézlenmemistir.

Yapilan bu calismada osmotik stresde ayni pH stresi gibi bu genlerle hig
calisitilmamis ve yapilan c¢alismalar literatiire 151k tutmaktadir. Caligsilan genlerin bu
kompleks agdaki rollerinin aydinlatilabilmesi i¢in osmotik stresle direkt iligkili genleri
regiile edip etmedigi ileriki ¢alismalarda kontrol edilmelidir.

Metal Stresi: Gelisen endiistriyel toplumla birlikte havaya topraga ve sulara
karisan metal kirliligi bitki, hayvan ve mikroorganizmalarin yagsaminda etkili olan stres
faktorlerinden bir tanesidir. Her ne kadar bazi esansiyel metaller hiicreler i¢in gerekli
olsada fazlasi hiicreye zarar veren toksik dozlardadir. Bu ¢alisma kapsaminda gram
negatif bir bakteri olan Escherichia coli ve mutantlari iizerine bakir, kobalt ve ¢inko
metalinin etkileri arastirilmistir.

Cu stresi: Escherichia coli, degisen ¢evre kosullar1 altinda bakir kullanimim
saglamak ve bakir toksisitesinden korunmak i¢in ¢oklu koruyucu sisteme sahiptir. Dig
membran boyunca metallerin taginimi demir-siderefor kompleksleri ya da porin
proteinleri arasinda kolaylastirilmis diflizyonla olabilecegi diisiiniilmektedir (Stenberg,
vd., 2005; Rademacher ve Masepohl, 2012). Gram negatif bakterilerde OmpF, OmpC
porinleri ve bunlara benzer yapilar periplazmaya metal katyonlarin taginmasindan

sorumlu olabilmektedir.  Yapilan bir ¢alismada E. coli mutant susunda ompC
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ekspresyonunun azalmasi ile bakira karst duyarliligin arttigi belirlenmistir (Egler, vd.,
2005).

E.coli’nin baz1 suslar1 kromozomal olarak kodlanmis bakir homeostatik sistemleri
ile bakirca zengin ortamlarda yasamlarinm siirdiirebilmektedirler. Bu tiir suglar, bakira
diren¢ kazandiran plazmid ile kodllanmis genlere sahiptirler. E.coli’de pcoA ve pcoB
plazmid iizerinde tagmnan bakir genleridir. Bakir duyarli pcoA ve pcoB’nin birbiri ile
etkilesim halinde olabildigi ancak sadece pcOA genine sahip olmasi durumunda ise ¢ok
daha diistik bir gen ekspresyonu ile bakira direng kazandirdig1 dngoriilmektedir (Rensing
ve Grass, 2003).

Hiicrede bakir homeostazinda gorevli ¢ok sayida regiilator sistem bulunmaktadir.
Sitoplazmadaki bakirin varligini algilamayla yiikiimlii olan ve ¢oklu bakir oksidaz olarak
bilinen CueR, CopA ve CueO’dan olusan homeostatik mekanizmayr devreye sokup
sitoplazmadan bakirin uzaklastirilmasini saglar. Ayrica hiicre zarf stresi algilamada
gorevli CpxA/CpxR iki bilesikli fosforlama siteminin regiilatorii olan CpxR de
sitoplazmadan bakirin uzaklastirilmasinda CopA’yr etkileyen bir diger faktordiir.
CusS/CusR iki bilesenli sistemi periplazmada bakir varligini algilayan bir diger sistemdir.
Bu sistem periplazmadaki bakiri algilar ve sitoplazmadan bakirin detoksifikasyonunu
CusCFBA efflux pompasini devreye sokarak periplazmadan bakirt uzaklastirir (Franke,
vd., 2003).

Larsen (2011)’in yapmis oldugu ¢alismada aerobik sartlar altinda cusS mutantinin
ve yabanil tipin 3mM Cu konsantrasyonunu tolere edebilirken, 5SmM Cu
konsantrasyonunu ise hem yabanil tipin hemde cusS mutantinin tolere edemedigini tespit
etmistir. Ayni ¢calismada anaerobik ortamda 1mM Cu konsantrasyonunu yabani tip tolere
ederken cusS mutantinin hayatta kalma sansinin olmadigi belirlemistir. Bu verilere
bakilarak aslinda CusS proteininin anaerobik kosullar altinda hiicrede bakir
homeostazinda gorevli olabilecegi diislinlilmektedir. Daha Onceki calismalarda da
anaerobik stres altinda cusR nin cusCFBA genlerinin regiilasyonun da ciddi bir etkiye
sahip oldugu bulunmustur (Larsen, 2011; Yamamoto ve Ishthama, 2005).

Bu calismada yfhA, yfhK, cusS ve cusR genlerinin mutant hale getirilmesi
sonucunda E. coli’nin Cu varliginda fosfat tamponunda yasam deneyleri yapilmis ve tog
stirelerine gore yfhA nin bakir metali varliginda direngli, yfhK ve cusR geninin ise duyarli

olduklari cusS’nin ise etkisiz oldugu belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismalar yfhA ve yfhK
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genleri igin literatiire kazandirilan ilk verilerdir. cusS ve cusR genlerinin sonuglari ise
literatiirdeki bilgiyi desteklemektedir (Larsen, 2011; Yamamoto ve Ishithama, 2005).
Duyarli olan genlerde kullanilan bakir konsantrasyonunun fosfat tamponundaki yasamda
negatif bir etkisi oldugu belirlenmistir. yfhK ve cusR genlerinin varligi Cu toksisitesinde
duyarlilik, yfhA geninin mutant olusu ise direng saglamaktadir. CusSR iki bilesikli
fosforlama sistemi Cu toksisitesinde gorev alan genler oldugu igin bu ¢aligma kontrol
calismalarindan birisini olusturmaktadir. Cu stresine kars1 korunmada 6zellikle yfhA-K
genlerinin etkisinin molekiiler temeli daha sonraki ¢aligmalarda arastirilacak olup dis
membran porin proteinleri, plasmid tabanli pco sistemi ve diger multi bakir oksidazlar ile
bir iligkilerinin olup olmadig: belirlenecektir.

Zn stresi: Cinko metali canlilar i¢in son derece dnemli olan esansiyel metallerden
bir tanesidir. Proteinlerin ve enzimlerin yapisina katilarak hiicrede aktif bir sekilde rol
oynar. Her ne kadar hiicrenin yapisina katilsada diger metallerde oldugu gibi fazla ¢inko
toksik etki yaratmaktadir. Bu sebeple organizmalar ¢inko toksisistesini tolere edebilmek
i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirmislerdir.

E. coli’de ¢inko transportunda goérevli en az 4 ¢inko transport pompasi
bulunmaktadir. Bunlardan 2 tanesi ZnuABC ve zupT diger ikisi ise ZntA ve ZitB’dir.
Bu cinko transport sistemlerinin protein seviyelerinin diizenlenmesinde ¢inko bagimli
oldugu diisliniilmektedir (Hausinger ve Zamble, 2007).

Sitozolik transkripsiyon faktorii olan zntR ve zur genlerinin ¢inkoya cevabi
transkripsiyonun regiile edilmesi ile iligkilidir. Hiicre disinda ¢inko iyonlar1 yiiksek
oldugunda znuA ve znuBC genlerinin transkripsiyonu ¢inko alimini kapatmak i¢in Zur
tarafindan bastiihir. Ote yandan ZntR, fazla cinkonun disar1 atilmasi igin ZntA
transkipsiyonunun bir aktivatoriidiir (Yamamoto ve Ishihama, 2005b).

Yamamoto ve Ishihama (2005), calismalarinda 0.5mM ZnCl> varliginda total
RNA ol¢iimleri yapmislar ve eksponansiyel fazda metal yoklugunda ZntA ve ZnuC
proteinleri iiretilerken, metal eklendikten sonra 5. ve 10. dakikada ZntA seviyesinin
maksimum diizeyde oldugunu belirlemislerdir. 30. dakikada ise ZntA seviyesinin
neredeyse metalsiz eksponansiyel fazla ayni oldugunu bulmuslardir. ZnuC seviyesi ise
eksponansiyel fazda iiretilirken metal ilavesinden sonra sentezlenmemektedir. Ancak
metal eksponansiyel fazdan sonra degilde baslangi¢ kiiltiiriine eklendiginde ZntA

seviyesinin giderek arttig1 ZnuA seviyesinin ise aniden sifira diistiigiinii belirlemislerdir.
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Bunlarin yani sira E.coli W3110’da ¢inko cevabinda cysA, cysD, cysH, cysl, cysJ, cysK,
cysN, cysP, cysU, htrA/degP, hyfG, nhaR, rplV, rpsS, zntA, zipA, yabP, yacH, ybaK, ybbA,
ybiK, yedV, yeeE, yfgD, yhhP/sirA ve yhjJ genlerinin artan regiilasyonda, moaC/paaZ,
nmpC ve znuC genlerinin ise azalan regiilasyonunda bir roliiniin oldugunu
belirlemislerdir (Yamamoto ve Ishihama, 2005).

Hiicre igerisinde ¢inko konsantrasyonu yiiksek oldugu zaman organizmanin
kendini korumasi i¢in disa atim sistemi olan ZntA anahtar1 acgilir ve artan ZntA
ekspresyonu hiicrede ¢inko konsantrasyonunu diisiirmeye ¢alisir (Binet ve Poole, 2000).
ZntA, ATPaz aktivitesiyle uyarilan cinkoyla iligkili proteindir. Yapilan caligmalarda
ZntA’ nin homologu olan CadA kullanilmis ve CadA’nin zar vezikiillerinde ATP bagimli
¢inko ve kadminyumun hiicre i¢ine alimi1 gosterilmistir (Rensing ve Bharati, 2007).

Gras vd. (2002)’nin zupT ile yapmis olduklari ¢alismada zupT’ninde Cd ve Zn ile
antagonistik bir etkiye sahip oldugunu ve ayrica Cu(Il) hassasiyetinin az bir artisinda
hiicrede ZupT ekspresyonunun oldugunu da belirlemislerdir (Gras, vd., 2002).

Ayrica Zur ve Fur proteinleride 6nemli iki farkli metal baglanma bdolgesi icerirler.
Cinko bu proteinlere baglanabilir ve bdylelikle hiicre igerisinde muhafaza edilebilir
(Rensing ve Bharati, 2007).

Bu c¢alismada yabani tip E.coli W3110’da ¢alisilan genlerin hepsinin 6nemli

derecede duyarl olduklar belirlenmistir. Tamamlama testleride bunu dogrulamistir. Bu
mutantlarin ¢inko toksisitesine karsi korunmada gérevli znuABC, zupT, zitB ve fur genleri
ile direkt iligkili olabilecegi ve ¢inkonun disa atimini saglayan ZntA pompasi kontroliinde
calistig diistiniilmektedir. Bu tahminin test edilmesi ileriki ¢alismalar i¢in bir referans
olabilir.
Co stresi: Kobalta spesifik tasiyicilar gesitli prokaryotlarda tespit edilmistir. Fakat
bunlarin hiicre igerisine nasil getirildigi hala belirsizdir. Kobaltin tasinmasinda birgok
iyon tastyict gorev almaktadir. Cinko transportu ZupT, magnezyum transportu CorA,
mangan transportu MntH ve nikel transportirlart gorev almaktadir. ZupT hari¢ kobaltin
affinitesi mikromolar diizeyde dogrudan ya da dolayli olarak belirlenmistir. ZupT de ise
kobaltin affinitesi bilinmemektedir ve diger metallerle rekabet ettigi diisiintilmektedir
(Hausinger ve Zamble, 2007).

Colago vd. (2016)’nin kobalt stresi varliginda zinT ve galT genleri ile yaptiklart

caligmada farkli konsantrasyonlarda kobalt ilavesi edilerek aerobik ortamda hiicreler
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bliylimeye birakilmistir. 0, 100, 250 ve 500 uM kobalt konsantrasyonlarindan 500uM
konsantrasyonu hari¢ diger konsantrasyonlarda biiyiime gozlenmistir ve galT ise hicbir
kobalt konsantrasyonundan etkilenmemistir. Calismay1 hiicreleri ODsgo de yaklasik 1.0
absorbansa getirip eksponansiyel fazda kobalt metali ekleyerek tekrarladiklarinda 250uM
kobalta kars1 absorbansda gerileme ve sonrasinda hiicrelerin adaptasyon saglayarak tekrar
tirediklerini belirlemislerdir. Ancak metal konsantrasyonu 500uM oldugunda galT
gerileyip tekrar adapte olmus zinT de ise ¢ok ciddi bir gerileme gozlemlemislerdir. Bu
sonuglara bakilarak zinT nin 6énemli bir roliiniin oldugunu bulmuslardir (Colago, vd.,
2016).

Kobaltin yiiksek konsantrasyonlar ile baga ¢ikmada nikel tasinmasinda gorevli
olan RncA ve RncB proteinleride gorevlidir. Rodrigue vd. (2005) rcnA (yohM) ile yapmis
olduklar1 antimikrobiyal testde yabani tip MC4100 17mm zone ¢ap1 verirken rcnA
(yohM) nin 22mm zon ¢ap1 ve rcnA (yohM) geni tamamlanmis hiicrenin ise 5 mm zon
cap1 verdigini bulmus ve bunu biiylime grafikleri ile de dogrulamislardir. Ayni calismada
deneyin aynisini kadmiyum, mangan, nikel, bakir ve ¢inko metali ile de tekrarlamislar ve
rcnA (yohM)’nin gorevli oldugu nikel metalinde de benzer sonuglar diger metallerde ise
yabani tipten farkli sonuglar bulmamislardir. Bu sonuglara baktigimizda rcnA (yohM)
geninin mutant hale getirilmis olmas1 kobalta karsi bakteriye hassasiyet kazandirmistir
(Rodrigue, vd., 2005).

Demir baglanma bolgelerine karsi kobalt ve demir metali arasinda giiclii bir
rekabet vardir. Onemli bir demir baglanma proteini olan demir siilfat (Fe-S) enzimi e’
taginmasi, substrat baglanma aktivitesi, gen ekspresyonunun diizenlenmesi, redox ve
redox olmayan aktiviteler gibi ¢ok ¢esitli biyolojik olaylarda gorevlidir. Bu aktiviteler
demir ve siilfat atomu kompleksi ile olur. E.coli de {i¢ farkli Fe-S kiimesi tanimlanmustir.
Bunlar normal biiyiimede gorevli ISC, oksidatif stres, demir eksikligi gibi stres kosullar
altinda gelisen SUF ve heniiz bilinmeyen CSD sistemleridir. E.coli hiicrelerinin hiicre i¢i
kobalta maruz kalmasi Fe-S enzimlerinin inaktivasyonu ile sonuglanir. (Colago, vd.,
2016; Ranquet, vd., 2007).

Ranquet vd. (2007), kobalt ve demir arasinda yarismali bir rekabet oldugunu
calismalarinda gostermislerdir. corA geni eksik mutantlarda yabani tipe oranla hiicre ici
kobat i¢eriginin ¢ok az oldugunu belirlemislerdir. Bunun yaninda ¢alismalarinda suf geni

eksik mutant suslarda kobalta karsi hassasiyet belirlemislerdir (Ranquet, vd., 2007).
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Bu calismada yfhA/K iki bilesikli fosforlama sisteminde sensér olan yfhK
mutantinin kobalt metaline 6nemli bir direng gelistirdigi regiilator olan yfhA geninin ise
W3110’dan higbir farkinin olmadigi, cusS/R sisteminde ise sensor olan cusS geninin
duyarli regiilator olan CUSR geninin ise yabani tipten farkli olmadig: belirlenmistir. Elde
edilen bu sonuglarda dikkat ¢ceken olay regiilatdr genlerin yabani tipten farkli sonuglar
vermemesidir. Calisilan bu genlerin kobalt metali varliginda gorevli genlerle nasil
etkilesimde oldugu ileriki calismalara bir referans olabilecegi diisiiniilmektedir.

Antibiyotik etkisi: Uygunsuz ve gelisigiizel antibiyotik kullami gerek toplum
kokenli gerekse hastane kokenli direngli mikroorganizmalar olusmasina neden
olmaktadir. Bir antibiyotige kars1 direng gelistiren mikroorganizma ¢ok gegmeden birden
fazla antibiyotige direncli hala gelmektedir. Bu ¢ogul dirence sahip M. tuberculosis,
Salmonella ve diger mikroorganizmalarla tiim diinya basa ¢ikmaya ¢alismaktadir.

Antibiyotik direncinin biiyiik bir sorun oldugu su donemde antibiyotiklere karsi
diren¢ mekanizmalarinin ¢oziilmesi ¢ok onemli bir gelisme olacaktir. Bu calisma
antibiyotiklere diren¢ mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik E.coli ve mutant
suslarinda gergeklestirilmistir.  Escherichia coli kromozomu antibiyotiklere yanitta
birka¢ tane c¢oklu ilag tasiyicisi kodlar. Antibakteriyel ajanlara karsi bu tastyicilarin
koruyucu fonksiyonlar1 olmasma ragmen, spesifik fizyolojik eylemleri tam olarak
anlagilmis degildir. Dogal ¢evredeki agir metaller, hidrofobik organik bilesikler,
deterjanlar ve diger organizmalar tarafindan iiretilen antibiyotikler gibi c¢esitli zararh
maddelerden bakterileri korunmada efflux protein sistemleri sorumludur (Sato, vd.,
1999).

Thanassi vd. (1997), E.coli’nin memeli bir canlinin gastroentestinal sistemindeki
safra asitlerince zengin ortamda hayatta kalabilmesinin acrAB efflux pompos1 sayesinde
oldugunu belirlemislerdir (Thanassi, vd., 1997). Kromozomal olarak kodlanmis bu efflux
pompolar1 bakteri hiicresi tarafindan iiretilen potansiyel zararli metabolik maddelerin
atilmasinda da gorevlidir (Sato, vd., 1999).

Okusu vd. (1996), E.coli’de 6 farkl1 antibiyotikle ¢oklu antibiyotik direng (MAR)
genleri ve acrAB agriflavin direng genleri ile yapmis olduklart MiK deneylerinde yabani
tipe oranla marR mutant olan susta tetrasiklin, nalidiksik asit ve kloramfenikole karsi

direng, acrA/B ikili mutantinda ise hassasiyet belirlemislerdir. Ayrica hem marR hemde
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acrA/B [marR(AacrA/B)] c¢oklu mutasyonunda da bu antibiyotiklere karsi hassasiyet
gozlenmistir (Okusu, vd., 1996).

Sato vd. (1999), E.coli agrifilavin direng proteinleri olan AcrA, AcrB, AcrE ve
AcrF ile caligmiglardir. AcrA/B ve AcrE/F ikili mutantlart ile bazi antibiyotik ve
deterjanlarin minimum inhibisyon konsantrasyonunu arastirmiglar. Yabani tip olarak
kullandiklar1 C600 (thi, thr-1, leuB6, lacY1l, tonA21) mutantina oranla AcrA/B ikili
mutanti agrifilavin, eritromisin, tetrasiklin ve novabiosine duyarli iken AcrE/F ikili
mutantinda bir farklilik olmadigini bulmuslardir. Bu ikili mutantlara pWEF329 ve
PWAB329 plasmidi ekledikten sonra tekrar mik hesaplamislar ve duyarli olan genlerin
C600 den AcrA/B ikili mutant1 4 kat AcrE/F ikili mutantin ise 2 kat direngli oldugu
belirlemistir (Sato, vd., 1999).

Basillus subtilis un ¢oklu ilag tasiyicisi Blt nin dogal fonksiyonu spermidin ve
poliamin akisi olmasina ragmen Woolridge vd. (1997), bircok ilacin tesadiifen ya da
firsatg1 bir sekilde Blt tarafindan atildigini ileri stirmiislerdir (Woolridge, vd., 1997).

Aminoglikozidlere kars1 aerob organizmalarin direng gelistirmesinde en énemli
mekanizma enzimatik inaktivasyondur. Bu enzimler N-asetilasyon, O- niikleotidilasyon
ve O-fosforilasyon olmak {izere 3 6nemli reaksiyondan sorumludur. Bu reaksiyonlarin
her biri icin asetiltransferazlar, adeniltransferazlar gibi ¢esitli enzim gruplar1 da
bulunmaktadir.  Antibiyotiklere bu gruplarin eklenmesi ile antibiyotigin yapisinin
degismesi, hiicre i¢erisine alinmasi ve protein sentezinin dnlemesini bozarak antibiyotige
kars1 direng gelistirmis olur (Yiice, 2001).

Yabani tip ve mutantlar arasinda kanamisin antibiyotigi agisindan ciddi bir fark
goriilmektedir. Mutantlar daha direnglidir. Kanamisin antibiyotigine direng zaten
beklenen bir sonuctur. Ciinkii mutant yapilan genler kanamisin direng kaseti ile mutant
hale getirilmistir. Kanamisine karsi direng geni tagimaktadirlar. Genlerin gercekten
kanamisin antibiyotigine karsi bir roliiniin oldugunu belirleyebilmek i¢in kanamisinle
iligkili direng geninin silinmesi gerekmektedir. Kanamisin antibiyotigi ile elde edilen bu
sonuclar ¢aligmalarimizin dogrulugunu test etmek amaci ile kullanilmstir.

Antibiyotikler arasinda calisilan genler agisindan tetrasiklin direncinin ortaya
cikmasi oldukca 6nemlidir. Ciinkii bu antibiyotik oldukga sik kullanilmaktadir ve direng
sorununun ¢ozilmesi gerekmektedir. Tetrasiklin direncinde tetrasiklin transport

proteinlerini kodlyan tetA-G ve tetK-L genleri gram pozitif ve gram negatif
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organizmalarda 6n plana ¢ikmaktadir. tetM, tetO, tetQ, tetS genlerince sentezlenen bir
sitoplazmik proteinin aktivitesi sonucu ilacin ribozoma baglanamamasi s6z konusudur.
Bu genler Campylobacter, Mycoplasma, Ureaplasma, Bacteroides ve Neisseria gibi
bir¢ok bakteride bulunur (Yiice, 2001).

Tetrasiklin antibiyotiginin etkisinde yfhA direngli yfhK ve cusR mutantlar1 ise
duyarhidir. Bu genlerin yoklugu antibiyotige karsi hassasiyet saglamaktadir. Caligilan
genlerin tetrasikline yanitta gorev alan tetA-G ve tetK-L genleri ile etkilesimde olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayni1 zamanda membran permeabilitesi degisikligine bagli olarak
antibiyotigin hiicre icerisine aliminda ve hiicreden disar1 atilmasinda gorevli aktif pompa
sistemlerinin de kontroliinde olabilecegi tahmin edilmektedir.

Streptomisin antibiyotigine karsi calisilan genler arasinda yfhA, cusS ve cusR
mutasyonlariin yabani tipe gore direngli olup yasam siirelerinin uzadigi goriilmektedir.
Aminoglikozidik bir antibiyotik olan streptomisine karst bakterilerin enzim
inaktivasyonu ile direng gelistirildigi diisiiniildiiglinde c¢alisilan genlerin bu enzimler ile
bir ilgisinin olabilecegi distiniilmektedir. Ayrica E.coli de gergeklestirilen bu
mutasyonlarin protein sentezi lizerine bir etkisinin olup olmadigida arastirilmalidir.

Antibiyotik direncinin biiyiik sorun oldugu bilinmektedir. Bu nedenle antibiyotik
diren¢ mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in bir¢ok ¢aligmanin yapilmasi gerekmektedir.
Bu caligma hedef genler agisindan antibiyotik direng mekanizmalarinin aydinlatilmasinda

yapilacak ileriki ¢alismalar i¢in yol gosterici olacaktir.
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