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OZET

Porin proteinleri, membran permeabilitesinde rolii olan, ortalarinda bulunan
deliklerden 600 kDa’dan kiigiik hidrofilik bilesiklerin alinimini saglayan ve caplari 0,6-
2,3 nm arasinda degisen spesifik yada spesifik olmayan gec¢irgenlik 6zelligi gdsteren su
dolu kanallardir. Porin proteinleri altta bulunan peptidoglikan tabakaya kovalent olmayan

baglarla baglanmiglardir.

Bugiine kadar E. coli’de toplamda 30’un {izerinde porin proteini tanimlanmistir. Bu
calismada E. coli’de bulunan bu porinlerden OmpA, OmpC, OmpF, OmpG, OmpT,
OmpN, LamB ve PhoE porin proteinlerinin kadmiyum, bakir, mangan ve kobalt
metallerine kars1 korumada rolleri arastirilmistir. Calismada yurt disindan alinan ompA,
ompC, ompF, ompG, ompT, ompN, lamB, ve phoE mutantlar1 P1 transdiiksiyon yontemi
ile E. coli W3110 bakterisine aktarildi. Elde edilen mutantlarin iizerine etki eden
metallerin MIK degerleri belirlendi. Belirlenen yabanil tip E. coli W3110 MIK degerine
gbre metallerin varliginda biiyiime grafikleri ¢izildi. Yabanil tipin MIK degeri dikkate
alinarak 3 farkli konsantrasyon belirlendi ve bu miktarlarda metal igceren petrilere petride
diliisyon yontemi ile ekim yapildi. Son olarak, metal direncinde rolii oldugu belirlenen

mutantlar lizerine tamamlama testi yapilarak dogrulamasi yapilda.

Sonug olarak, sekiz farkli porinin dort farkli metal stresine kars1 korunmada roliiniin
olup olmadig1 belirlenecektir. Bu bilgiler 1s1ginda, metallere diren¢ mekanizmasina
yonelik caligmalara altyap:r saglanacaktir. Ayrica, halk sagligimi tehtid eden agir

metallerin giderilmesi konusunda yeni fikirlerin ortaya ¢ikmasina yardimer olacaktir.
Anahtar Kelimeler:

E. coli, porin proteinleri, metal direnci



ABSTRACT

Porin proteins, which play a role in membrane permeability, allowing the uptake of
hydrophilic compounds from one hole in the middle 600 kDa and a diameter water-filled
channels are showing a specific or nonspecific permeability ranging from 0.6 to 2.3 nm.
Pori proteins are non-covalently bound to the peptidoglycan layer connected with the

underlying bonds.

Up to now, Porin protein was identified over 30 in E. coli. In this study, OmpA,
OmpC, OmpF, OmpG, OmpT, OmpN, LamB, and PhoE porin proteins were been
investigated roles of cadmium, copper, manganese and cobalt metal resistance. E. coli
W3110 ompA::Km, ompC::Km, ompF::Km, ompG::Km, ompT::Km, ompN::Km,
lamB::Km and phoE::Km mutants were been transferred by P1 transduction from E. coli
ompA, ompC, ompF, ompG, ompT, ompN, lamB and phoE mutant, received from Japan
and these mutants were been used in this study. The lowest amount of metals affected on
the mutant (MIK volue) were been determined. According to MIK value of wild-type,
growth chart were been drawn. By the wild-type value, the amount of metal were been
determined at three different concentrations. And, Cultivation was been the petri dishes
containing metal by dilution method in petri. Finally, completion test was been performed

on the mutants identified has a role in metal resistance.

Consequently, it was determined whether the role is of eight different porin on four
different metal. In light of this information, it was provided a foundation for studies on
metal resistance mechanisms. It was also help the emergence of new ideas in the

elimination of heavy metals that public health threat.
Keywords:

E. coli, porin proteins, metal resistance
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1. GIRIS

1.1 Porin Proteinlerinin Genel Ozellikleri
Porin proteinleri, gerekli besinlerin secici alimini saglayan, ¢evresel degisimlere
kars1 sentez oran1 degisen ve hiicreyi koruyan yapilardir. Dis membranda bu proteinlerin
varligr ilk kez 1976 yilinda tanimlanmis ve porin ismi verilmis olup, ilk tanimlanan
porinler Escherichia coli’deki OmpF ve OmpC porin proteinleridir (Nakae, 1976). E.
coli’deki bu proteinlerden OmpF’nin kristal yapisi ilk kez 1980, anatomik yapist ise 1992
yilinda ortaya konmustur (Garavito ve Rosenbusch, 1980; Cowan ve ark., 1992).

Porin proteinleri, membran permeabilitesinde rolii olan, ortalarinda bulunan
deliklerden 600 kDa’dan kii¢iik hidrofilik bilesiklerin alinimini saglayan ve ¢aplar1 0,6-
2,3 nm arasinda degisen spesifik yada spesifik olmayan gecirgenlik 6zelligi gdsteren su
dolu kanallardir (Achouak ve ark., 2001). Porin proteinleri altta bulunan peptidoglikan
tabakaya kovalent olmayan baglarla baglanmislardir. E. coli 'de toplamda 20’ nin tizerinde
dis membran porin proteini tanimlanmistir. Bu proteinler spesifik ve spesifik olmayan
proteinler olarak 2 gruba ayrilmistir. E. coli i¢in spesifik porinlere LamB ve PhoE,
spesifik olmayan porinlere ise OmpC ve OmpF 6rnek olarak verilebilir. E. coli’de LamB
porininin ortasindaki kanal maltoz ve maltodekstrini, PhoE porininin ise fosfat

molekiillerini gecirdigi i¢in spesifik kanal olarak kabul edilirler (Koebnik ve ark., 2000).

Prilipov ve ark. (1998) calismalarinda E. coli’deki OmpN porininin 39.152 Da
molekiiler agirliga sahip oldugunu, dis membranda diigiik bir gen {irlinii ortaya
koydugunu ve kismen jelde bulunan diger bantlar ile ¢akistigi i¢in fark edilemedigini
ifade etmislerdir. OmpN’nin fonksiyonel ve biyokimyasal substrat olarak spesifik
olmayan porinlerden OmpC porinine benzedigi gosterilmistir. Yapilan bagka bir
calismada OmpG adi verilen ve porin olarak adlandirilan proteinin diger porinler ile
aminoasit dizi benzerligi gostermedigi ifade edilmistir (Fajardo ve ark., 1998). OmpF
porin proteini 37, OmpC ise 36 kDa molekiiler agirliga sahiptir (Lugtenberg ve Van
Alphen, 1983). OmpT yaklasik 40 kDa molekiil agirligina sahip, 3b (Schnaitman, 1974)
ve a protein (Lugtenberg ve ark.,1975) olarak da bilinen bir dis membran porinidir
(Rupprecht ve ark., 1983). E. coli'de OmpT bakterinin karsilastigi yabanci peptid
maddesini yok eden yapisal bir proteazdir. (Haiko ve ark.,2009) OmpA porininin ise



madde transferinden farkli bir gorevi olup, membranda orani ¢evresel sartlar ile
degismeyen, dis membrana saglamlik kazandiran bir proteindir (Koebnik, 1999; Arda,
2000). Enterik grup bakterilerde ve diger gram negatif bakterilerde bulunan porin
proteinleri farkli adlar ile adlandirilmistir. OmpC ve OmpF porin proteinleri ¢evresel
sartlardaki degisimlere gore hiicrede yaklasik olarak 10* -10° arasinda bulunmaktadir

(Koebnik ve ark., 2000).

1.2 Porin Proteinlerinin Anatomik Yapisi

Porin proteinlerinin ortalarinda bulunan deliklerin anatomik yapilar1 birbirinden
farklidir. Porinler konformasyonel yapilari ve fizikokimyasal Ozelliklerine gore ya
trimerik yada monomerik organizasyona sahiptir. Ortalarinda tek kanal bulunan porinlere
P. aeruginosa nin protein P porini, 3 ayr1 kanal bulunanlara ise OmpC, LamB ve PhoE
porinleri 6rnek olarak verilebilir. Baz1 porinlerde ise kanal dis ylizeyde 3 ayri delikten
orijin aldiktan sonra ortaya yakin bir noktada birlesir ve tek bir kanal olarak periplazmik
bosluga agilir, bu tip porinlere en iyi 6rnek de E. coli’nin OmpF porinidir (Koebnik ve
ark., 2000). 3 monomer tinitesi ylizeyde bulunan halkalarin yakin iligkileri ile birleserek
trimer yapiyr olusturmaktadir. Yalmizca yiiksek sicaklikta, SDS gibi deterjanlarin
bulundugu ortamlarda ¢oziilebilen bu yapi, dig membran i¢ine yerlesmis yogun bir

molekiil organizasyonu gerceklestirir (Achouak ve ark., 2001).

Membranda bulunan porin proteinleri ¢ok sayida pB-levha yapilar igerir (Koebnik
ve ark., 2000). Porinler pseudosiklik B fi¢1 yapis1 ortaya koyan antiparalel B ipliklerden
olusur (Cowan ve ark., 1992; Schirmer, 1998). Spesifik porinler 18, spesifik olmayan
porinler ise 16 iplikli B levhaya sahiptir (Koebnik ve ark., 2000). Yapilan caligmalar
sonucunda porin proteinleri dahil dis membranda bulunan proteinlerin tamaminin 3
plakali tabakali protein yapisina, sitoplazmik membranda bulunan proteinlerin ise a
heliks protein yapisina sahip oldugu ifade edilmistir (Koebnik ve ark., 2000). Bu
farkliligin dis membran proteinlerinin sentezinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir

(Bernstein, 2000).

Porinlerin madde transferini nasil gergeklestirdikleri tam olarak ortaya konamamas,
fakat yapilan caligmalar sonunda bazi hipotezler ortaya atilmigtir. Kanalin ortasinda L3
loop olarak adlandirilan, kanalin ortasindan daralmasini saglayan ve porine kum saati

seklini kazandiran fonksiyonel bir yapinin varligi tespit edilmistir (Bauer ve ark., 1989).



Bu yapinin, kanalin madde transferinde onemli bir gorevi oldugu ortaya konmustur
(Soares ve ark., 1995; Bainbridge ve ark., 1998a, 1998b). Porinlerin madde transferi ile
ilgili ortaya atilan hipotezlerden birisi, genel porinler i¢in voltaj kapisi mekanizmasi olup,
bu mekanizma hala tam olarak ¢oziilememistir (Delcour, 1997; Van Gelder ve ark., 1997;
Koebnik ve ark., 2000). Substrat spesifik porinlerde ise bu mekanizmanin olmadigi,
madde transferinin yagda kayma mekanizmasi olarak adlandirilan bagka bir mekanizma

ile gerceklestigi tespit edilmistir (Dutzler ve ark., 1995; Meyer ve Schulz, 1997).

Yapilan ¢alismalar sonucunda, voltaj kapisi mekanizmasinda porinlerin daralma
bolgesindeki yiiklerin ¢ok Onemli gorevi oldugu ifade edilmis, yagda kayma
mekanizmasinda ise, spesifik substratin kanal boyunca gegisinde hidrojen baglarinin ¢ok
onemli oldugu, bu baglarin siirekli olarak olusup bozulmas: ilkesi ile c¢alistig1 ortaya

konmustur (Meyer ve Schulz, 1997; Liu ve Delcour, 1998; Dumas ve ark., 2000).

1.3 Porin Proteinlerinin Cevresel Sartlardaki Degisimlere Kars1 Bakterilerin
Korunmasi

Besin sinirlamasi, biiylime oranmin azalmasina neden olan ve bakterilerde
fizyolojik ve biyokimyasal diizenlemeleri igeren genis bir adaptasyon saglayan stres
sartlarindan birisidir. Besin sinirlamasindaki bu diizenlemelerin arasinda porin sentezinin
de bakterilerde énemli bir rol oynadig tespit edilmistir (Ozkanca, 1993; Liu ve Ferenci,
1998). Aclik stresinde porinlerin diizenlenme mekanizmalar ile ilgili olarak kapsamli
calismalar yapilmasina ragmen mekanizma heniiz tam olarak ¢oziilememistir (Liu ve
Ferenci, 1998; Zhang ve Ferenci, 1999; Ferenci, 1999; Liu ve Ferenci, 2001). E. coli de
glukoz sinirlanmasinda OmpF, azot smirlanmasinda ise OmpC’nin daha fazla
sentezlendigi gosterilmistir (Liu ve Ferenci, 2001). Liu ve Ferenci (2001) ¢calismalarinda,
aclik stresi altinda OmpC ve OmpF porinlerinin sentezini OmpR’ye bagimli oldugunu
ifade etmislerdir. Kemostat kiiltlirler kullanarak, a¢ligin etkisi ile porin sentezini
diizenleyen mekanizmalar1 ¢cozmeye yonelik calismalarinda, EnvZ sensorii olmadan da
porin transkripsiyonunun oldugunu gostermislerdir. Ancak bu faktorlerin aghk
stresindeki etkilerinin tam olarak bilinmedigini ifade etmislerdir (Liu ve Ferenci, 2001).
Porinlerin madde transferindeki rolleri diisiiniildiigiinde a¢lik stresinde bakterilerin besin
maddelerini toplayabilmek i¢in membran permeabilitesini porinler ile degistirdigi ifade
edilmistir (Ferenci, 1999). Ozkanca (1993, 1996)’nin ¢alismalarinda da aglik stresinde

porin sentezinin diizenlendigi ortaya konulmustur. Ozkanca ve Flint (2002)



calismalarinda gol suyunda 38 giinliikk aclik stresine maruz birakilan E. coli’nin OmpF
porin protein sentez diizeyinin 25 °C ve 37 °C’de artis gosterdigini rapor etmislerdir.
OmpC’nin ise nisbi olarak fazla degisiklik gostermedigi, OmpA’nin miktarinda azalma
oldugu belirlenmistir. E. coli’"de OmpF ve LamB gibi porinler seker alimi i¢in 6nemli
olup 10°ve 10'M glukoz konsantrasyonlarinda yaklasik 20 katlik bir artis gosterdigi
belirtilmistir (Liu ve Ferenci, 1998).

OmpF diizeyinin ortam osmolaritesinden daha c¢ok besin smirlamasindan
etkilendigi tespit edilmistir (Pratt ve ark., 1996). Genelde metabolizmadaki enzimler
substratlart olmadigi siirece sentezlenmezler (McCleary ve ark., 1993). Bu sartlarda
sinyal olarak gorev yapacak kiigiik molekiiller regiilator proteinler ile iligskiye girerek
metabolizmanin kontroliinii saglarlar. AcP gibi bu kiiclik molekiillerin, porin
proteinlerininde aglikta diizenlenmesini sagladiklart bilinmektedir (McCleary ve ark.,

1993).

oo

Ortam osmolaritesi degistigi zaman gram (-) bakteriler porin sentezlerini
diizenleyerek dis membran permeabilitesini adapte ederler. OmpC ve OmpF porin
proteinlerinin c¢evresel sartlara bagimli olarak degisimi, ilk olarak osmotik stres ile
yapilan c¢alismalarda ortaya konmus ve bu nedenle osmolariteye karsi kullanilan
proteinler olarak ifade edilmistir. Direkt osmolarite ile diizenlenen bu proteinlerden
OmpF diisiik osmolariteli sartlarda sentezlenirken, yiiksek osmolariteli sartlarda ise

OmpF baskilanarak OmpC porin proteini sentezlenmektedir (Slauch ve ark., 1988).

Daha 6nceki ¢aligmalarda kompleks ortamlarda tireyen hiicrelerde pH bagimli porin
diizenlenmesi ortaya konmusken (Heyde ve Portalier, 1987; Heyde ve ark., 1988),
Thomas ve Booth (1992), sadece glukoz karbon kaynagi olarak kullanildigi zaman porin

genlerinde pH bagimli bir diizenlemenin oldugunu ifade etmislerdir.

Lugtenberg ve ark. (1976) ¢alismalarinda porin protein sentez diizeyinin bilylime
sicakligina bagl olarak degistigini gostermislerdir. Yine Andersen ve ark. (1989)
caligmalarinda porinlerin sentezinin sicakliga bagli olarak micF RNA ile kontrol
edildigini tespit etmislerdir. Baska bir caligmada da OmpF sentezinin 37°C’de diisiik
sicakliklara gore daha fazla azaldigi, OmpC sentezinin ise 5 ve 15°C’de daha fazla azalma

gosterdigi ifade edilmistir (Ozkanca, 1993). Bagirsaklarda bakterilerin safra tuzlari ve



diger toksik bilesiklerden korunmasina yardimci olmak i¢in ytiksek sicakliklarda, OmpF
miktarinin azaldigi ifade edilmistir (Delihas ve Forst, 2001).

E. coli’nin biiylime ortamina salisilat veya etanol katildiginda OmpF sentezinin
arttig1 yapilan caligmalar ile ortaya konmustur (Andersen ve ark., 1989; Rosner ve ark.,
1991; Darcan ve ark. 2001). Darcan ve ark. (2001) etanol ile muamele edilen E. colive S.
typhimurium’un OmpC ve OmpF porin proteinlerinin ve dis membran proteinlerinin
bliyiik ¢ogunlugunun sentezinde dikkate deger artis oldugunu gostermislerdir. Ayrica
yapilan bir ¢alisma da salisilik asitin OmpF porin sentezini micF RNA ile bloke ettigi
tespit edilmistir (Ramani ve Boakye, 2001). Darcan (1999), deniz suyunda yaptigi
calismasinda, formaldehit ve SDS gibi dezenfektan 6zellikli kimyasal maddelerin E.
colive S. typhimurium’un dis membranindaki proteinlerin, OmpC ve OmpF porin
proteinlerinin sentez diizeyini azalttigini gdstermistir. Ozkanca (1993)’da g6l suyunda
yaptig1 bir ¢alismada SDS gibi deterjanlara maruz kalmis E. coli’de OmpC ve OmpF
porin proteinlerinin neredeyse yok denecek kadar azaldigini belirtmistir. Kimyasal
kirletici maddelerden olan mono Chlorophenol, pentachlorophenol ve kadmiyum klorid
kimyasallarinin da etkisi ile OmpF sentezinin azaldig1 gosterilmistir (Faber ve ark., 1993).
Mar regiilonun (kimyasal 9 maddelere diren¢ regiilonu) porin proteinlerinin sentezini,
ozellikle OmpF porinini kontrol ettii ortaya konmustur (Cohen ve ark., 1988). Mar
regillonunun kimyasal maddelerin hiicre disina atilmast ve hiicrenin korunmasinda

onemli rolii vardir (Alekshun ve Levy, 1999).

Porinler ile iligkili olarak yukarida da agiklandigi gibi farkli stres sartlarinda
caligmalar yapilmis ve cogunlukla da OmpC ve OmpF porinlerinin rolleri belirlenmistir.
Fakat bir¢ok ¢alismaya ragmen farkli metallere kars1 hiicreyi korumasi ile ilgili literatiirde
herhangi bilgiye rastlanilmamistir. E. coli’de dis membran kanal proteini olarak gérev
yapan OmpA, OmpC, OmpF, OmpG, OmpT, OmpN, LamB, ve Pho E porin
proteinlerinin metal aliminda da gorevleri olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu diisiinceden
yola ¢ikarak ompC ve ompF mutantlar ile yapilan 6n denemelerimiz sonucunda metal
direncinde rollerinin oldugu tespit edilmistir. Dolayist ile bu projede E. coli’deki OmpA,
OmpC, OmpF, OmpG, OmpT, OmpN, LamB, ve PhoE porin proteinlerinin kadmiyum,

bakir, mangan ve kobalt metallerine olan direncleri detayl1 olarak arastirilmis olacaktir.



2. MATERYAL METOD
2.1 Calismada kullanilacak Besiyerler ve Soliisyonlar

2.1.1 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.

2.1.2 Nutrient broth besiyeri
Nutrient broth besiyeri, bakteri kiiltiirlerinin ireme ortami olarak kullanildi. 8 g
Nutrient broth (Merck) tartilarak 1 L distile suda eritildi. Daha sonra 121 °C’ de 15 dk
otoklav ile steril edildi.

2.1.3 LB agar besiyeri
Transdiiksiyon, transformasyon deneylerinde ve mutant suslarin +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.

2.1.4 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.

2.1.5 Soft agar
Transdiiksiyon deneyinde kullanildi. 1 g tripton (Merck), 0,5 g yeast extract
(Merck), 0,6 g KCI (Merck), 0,7 g agar tartilarak 100 ml distile suda eritildi. Daha sonra
121 °C’ de 15 dk otoklav ile steril edildi. Elle tutulabilir sicakliga geldiginde 1ml % 50’
lik glukoz (Riedel-de haén) ¢6zeltisi ve 0,2 ml 1M CaClz (Merck) eklendi.

2.1.6 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.



2.1.7 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.

2.1.8 SOC medium
Transformasyon deneyinde kullanildi. Bir 6rnek igin 1,96 ml steril SOB medium
icerisine 20 pl 2M Mg (Merck) ve 14,4 ul % 50’ lik glukoz ¢ozeltisi eklenerek hazirlandi.

2.1.9 TBE hazirlama
10x TBE hazirlamak igin 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.

2.1.10 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.

2.1.11 Tris-HCI hazirlama
1M Tris-HCI hazirlamak i¢in 15,76 g/mol Tris-HCI tartilip tizeri 100 ml distile su

ile tamamlanir.

2.1.12 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 folyolandi

ve daha sonra -20 °C' de saklandi.

2.1.13 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.

2.1.14 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.



2.1.15 Ringer soliisyonu
Yasam deneyleri sirasinda bakteri diliisyonlart 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 orami goz oniinde bulundurularak 900 ul
ependorflara steril olarak dolduruldu.

2.1.16 Kullamlan metallerin hazirlanmasi
CoClz, CuSO4 MnSOs ve CdNOs metalleri minimal inhibisyon degerlerinin
belirlenmesi ve yasam deneylerinde fosfat tampon igerisine atilmak iizere 0,2 M olacak

sekilde molekiiler agirliklarina gore hazirlandi ve filtre yardima ile steril edildi.

2.2 Mutantlarin Elde Edilmesi
Calismada kullanilan Escherichia coli yabani tip ve mutant suslar1 yurt disindan
temin edildi (Japon Ulusal Genetik Merkezi). Elde edilen suslar ve bu ¢alismada yapilan
suslar Tablo 1’ de gosterildi. Yurt disindan temin edilen bu suslarin antibiyotik direngleri
PZR ile dogrulandi. %20 gliserol (Merck) iceren LB stoklar1 hazirland1 ve -80 °C’de

derin dondurucuda (Panasonic) saklandi.

Keio koleksiyondan elde edilen Tablo 1°de verilen E. coli BW25113 suslarindan
hedef 7 gen bdlgesi yabani tip E.coli W3310’a Kobayashi vd. (2000) nin kullandig1 P1kc
faj1 ile transdiiksiyon metodu kullanilarak aktarildi ve bu sekilde ¢alismada 7 mutant E.

coli W3110 da elde edilerek kullanildi.

2.2.1 Plkc Faji ile Transdiiksiyon
4 ml LB brot icerisine 1M CaClz’den final konsantrasyonu 2.5mM olacak sekilde
ve 25 mg/ml olarak hazirlanmis kanamisin (Sigma) antibiyotiginden final konsantrasyonu
25 ng/ml olacak sekilde eklendi. Tek bir bakteri kolonisinden besiyerine ekim yapildi ve
0.D600 degeri 0,4-0,45 absorbansa gelene kadar 37 °C galkalamali inkiibasyona
birakildu.

Inkiibasyon sonrasinda O.D600 degeri 0,4- 0,45 olan bakteriden steril bir cam tiip
igerisine 0,2 ml ve Plkc fajindan 10 pl konuldu. 37 °C” de 20 dk inkiibatorde (Niive)
bekletildikten sonra iizerine yaklasik 50 °C olan soft agardan 2,5 ml ve %50°1lik glukozdan

25 ul eklendi ve karigtirildi daha sonra LB agar iizerine ddkiilerek petrinin yiizeyine



yayildi. Oda sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra 37 °C’ de bir gece inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyon sonras1 petriye 2ml LB brot ve 2-3 damla kloroform (Merck) eklendi.
Daha sonra 2 saat boyunca 4 °C’ de araliklarla galkalanarak bekletildi. 1,5 ml’ lik
ependorflara petrideki sivi bakteri kiiltiirtinden 1 ml alind1 ve tlizerine 50 pl kloroform
eklenerek 12000 rpm’ de 5 dk 4 °C’ de santrifiij edildi. Siipernatant (P1Kkc faji) +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.D600 degeri 0,3’ e gelene kadar 37 °C’ de
calkalamal1 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 atild1 ve pellet izerine
1 ml yikama tamponu eklendi ve tekrar 10000 rpm’ de 10 dk 0 °C’ de santrifiij edildi.

Yine supernatant atildi ve pellet iizerine 1 ml yikama tamponu eklendi.

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 yikama
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
giin iireyen bakteriler DM agardan Km’ li LB agara se¢ilerek aktarildi. 37 °C’ de bir gece

inkiibasyona birakild1.



Tablo 1 Calismada kullamlan E. coli yabani tip ve mutant suslari.
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Sus Numarasi Genotip Kaynak

W3110 Wild type Lab stok

JW0940 BW25113 ompA::km Keio Kolleksiyonu
JW2203 BW25113 ompC::km Keio Kolleksiyonu
JW0912 BW25113 ompF::km Keio Kolleksiyonu
JwW1312 BW25113 ompG::km Keio Kolleksiyonu
JwW1371 BW25113 ompN::km Keio Kolleksiyonu
JW0554 BW25113 ompT::km Keio Kolleksiyonu
JW3996 BW25113 lamB::km Keio Kolleksiyonu
JW0231 BW25113 phoE::km Keio Kolleksiyonu
CD1 W3110 ompA::km Bu ¢aligmada yapildi
CD2 W3110 ompC::km Bu ¢aligmada yapildi
CD3 W3110 ompF::km Bu ¢aligmada yapildi
CD4 W3110 ompG::km Bu ¢aligmada yapildi
CD5 W3110 ompT::km Bu ¢alismada yapildi
CD6 W3110 lamB::km Bu c¢alismada yapildi
CD7 W3110 phoE::km Bu calismada yapildi
CD8 W3110 ompA::km plate51::ompA Bu calismada yapildi
CD9 W3110 ompC::km plate51::ompC Bu ¢alismada yapildi
CD10 W3110 ompF::km plate51::ompF Bu ¢alismada yapildi
CD11 W3110 ompG::km plate51::ompG Bu ¢alismada yapildi
CD12 W3110 ompT:kmplate51::ompT Bu ¢aligmada yapildi
CD13 W3110 lamB::km plate51::lamB Bu ¢alismada yapildi
CD14 W3110 phoE::km plate51::phoE Bu ¢alismada yapildi
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2.3 Komplement Eldesi

2.3.1 Primer Eldesi
aLLICator™ LIC Cloning and Expression Set 1 (Fermentas Vilnius, Lithuania Kat.
No: 1271) kitinin igerisindeki pLATES51 vektoriine uygun olarak ¢alismada kullanilan
genlerin ORF’una gore ilk ATG ve sonlandirma kodonu TAA’ya gore primerler Tablo 3
’de goriildiigii gibi PRIMER3 programu ile dizayn edildi.

2.3.2 Gen bolgelerini iceren plazmitlerin eldesi
Yukarida elde edilen mutantlarin rolleri ¢ikmast durumunda giivenirliligini
saglamak i¢in tamamlama testleri yapildi. Bunun igin gerekli olan genleri igeren
plazmitler aLICator™ LIC Cloning and Expression Set 1 (Fermentas Vilnius, Lithuania

Kat. No: 1271) kitinin prosediiriine uygun olarak gergeklestirildi.

2.3.3 Ligasyon

E.coli W3110 baktesinin DNAs1 kullanilarak genlerin Aligatér pLATESI
vektoriine uygun dizayn edilen Tablo3'de belirtilen primerler kullanilarak PZR
reaksiyonu gerceklestirildi. Elde edilen PZR iiriinii kullanilarak ligasyon islemi
gergeklestirildi. Alicator pPLATES1 vektoriine ligasyon basamagi su sekilde yapildi; 2
uL 5X LIC tamponu, 1 PZR iriinleri. T4 DNA polimeraz (1u / uL), 1 uL saf su, 6 uL
PZR iirlinii oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. 0.5 M EDTA’dan 0.6 pL eklendi. 1 pL.
pLATES1 vektori eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda beklendi.

2.3.4 Transformasyon
2 ml LB brot igerisine 25 mg/ml km’ den 2 pl eklendi ve ardindan ¢aligmada
yapmis oldugumuz Tablo 1’ de verdigimiz E. coli W3110 mutantlarinin bu besiyerine
ayr1 ayr1 ekimi yapildi. 37 °C’ de bir gece inkiibasyona birakilarak transformasyon igin

On kiiltir hazirlanda.

Ertesi giin steril 9.9 ml SOB medium iizerine steril 100 pl 2 M Mg*?, 10 pl 25
mg/ml Km antibiyotigi ve hazirlanan 6n kiiltiirden 50 pl eklenerek O.D600 degeri 0,3 e
gelene kadar 37 °C’ de galkalamali inkiibasyona birakildi.

Aseptik kosullarda hiicreler steril 10 adet santrifiij tlipline aktarilarak 5 dk buzda
sogutuldu. 12000 rpm’ de 5 dk 4 °C’ de santrifiij edildi. Supernatantlar atildi. Santrifiij
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tiiptine 1 ml 0,1 M soguk CaCl: eklenerek 10 ayri santrifiij tiipiindeki peletler 2 ayr
santrifiij tlipline topland1. Yeniden siispanse edilerek 10 dk buzda bekletildi. 12000 rpm’
de 5 dk 4 °C’ de santrifiij edildi. Stipernatant atilarak tiip basina 0,1 M soguk 200 pl
CaCl; eklendi. Daha sonra yeniden siispanse edildi. 30 dk buzda bekletildi.

1,5 ml 2 adet steril santrifijj tiiplinde bulunan 200 ul kompetent hiicre iizerine 10-
100 ng olacak sekilde 2 farkli konsantrasyonda plazmit konularak 30 dakikadan fazla
buzda bekletildi. Daha sonra hiicre siispansiyonlar1 cam tiipe aktarildi. 42 °C’ de 2 dk 1s1
soku uyguland1 ve 2 dk buzda bekletildi. 0,8 ml SO C 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 ul SOC medium eklenerek
yeniden siispanse edildi. Uygun Amfisilin antibiyotik iceren LB agar iizerine yayildi ve

bir gece inkiibasyona birakildi.

2.4 Koloni PZR
Transdiiksiyon ve transformasyon sonrasinda elde ettigimiz mutantlarin
dogrulamasinda koloni PZR yontemi kullanildi. Bunun i¢in elde edilen mutantlar 20 pl
distile su i¢inde siispanse edildi ve 2,5 ul si 0,2 ml’lik PZR tiipiine konuldu. Bakteri
slispansiyonu {izerine Tablo 2' deki reaksiyon karisimindan 7,5 pl dagitildi ve Tablo 4
deki kosullar altinda PZR yapildi. Her bir genin dogrulamasi i¢in uygun primerler de
Tablo 3' de gosterildi.

Tablo 2 Bir érneklik koloni PZR reaksiyon karigimi.

10x Therma Pol. Reaksiyon Buffer(Biolab) 1,0 pl
10mM dNTP Mix 0,2 pl
10uM ileri primer (Invitrogen) 0,5 ul
10 uM geri primer (Invitrogen) 0,5 ul
2mM Mg*2 igeren MgCl, (Biolab) 0,6 pl
0,25U Taq DNA Polimeraz (Biolab) 0,05 pl
dH,0 4,65 ul
Toplam 10 pl




Tablo 3 PZR reaksiyonunda kullanilan primerler.
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Evrensel

K1 geri primeri

5" CAGTCATAGCCGAATAGCCT 3’

W3310::

ompaA ileri primeri

5’ TGGATACATTGCGCCAGCAA 3’

W3310::

ompC ileri primeri

5" CGAATGACGCACAACAAGGT 3

W3310:

:ompF ileri primeri

5’ TATGCCGCCAACTTTACTCG 3°

W3310:

:ompG ileri primeri

5> GTAGCTTCCCAGCAACAGTT 3’

W3310:

:ompN ileri primeri

5> AGCCTGGTGGTACTGGATTT 3’

W3310:

:ompT ileri primeri

5> TTGTCTTACACACCATCGGC 3’

W3310:

:lamB ileri primeri

5’GCTTTGGCTATATGCTGGTCGCGA3’

W3310:

:phoE ileri primeri

5’ TTCAGCGTGCTGGTGGTCAGCAGY’

plate51:

:ompA ileri primeri

5> ATTTAGGTGACACTATAG 3’

plate51:

:0mpA geri primeri

5" CAGGAAACAGCTATGACC ¥’

plate51:

:ompC ileri primeri

5> GCCAAACGCTGGCCCGTTTTTCC 3°

plate51:

:ompC geri primeri

5> CCTTTCGTGTTTTTCGACGACGG 3°

plate51:

:ompF ileri primeri

5> GCCGTCAGTAAGCCATTTCAGCG 3°

plate51:

:ompF geri primeri

5> CCAGCGGGTAATGTGATAACAAA 3’

plate51:

:ompG ileri primeri

5> GCCAAACTGTTGATTGTCGAAGA 3’

plate51:

:ompG geri primeri

5" CCCTGACCATCCGGCACCTCAAG 3’

plate51:

:ompN ileri primeri

5> ATTTAGGTGACACTATAG 3’

plate51:

:ompN geri primeri

5> CAGGAAACAGCTATGACC 3’

plate51:

:ompT ileri primeri

5" GGAGATGGGAAGTCATTAAGCAGCGGGGTTTCTACY’

plate51:

:ompT geri primeri

5" GGAGATGGGAAGTCATTAATGGCTAGTTATTCCCCG3’

plate51:

:lamB ileri primeri

5’GGTGATGATGATACAAGATGAAAAAGTTATTACCCT3’

plate51:

:lamB geri primeri

5’GGAGATGGGAAGTCATTACGCATCTTATCCGGACA3Z’

plate51:

:phoE ileri primeri

5’GGTGATGATGATGACAAGATGAAAAAGAGCACTCTY’

plate51:

:phoE geri primeri

5’GGAGATGGGAAGTCATTAGGTGAAGTTAACGGCGG3’
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Tablo 4 PZR (Thermo) dongii kosullari.

94°C | 3dk 1 dongii

94°C | 1dk

58 °C | 1dk 30 dongii

72°C | 1,5dk

4°C 10dk 1 dongii

2.5 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlarinin (MiK) Degerlerinin

Belirlenmesi

Metallerin MIK degerlerinin belirlenmesi igin tek bir bakteri kolonisi 5 ml nutrient
broth besiyerinde 37 °C'de 18 saat calkalamali inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda bakterilerin OD g0 nm dalga boyunda 0,1’ e ayarlandi. Daha sonra 60 ml’de
400 pl olacak sekilde stok bakteri kiiltiirii hazirlandi. Bu kiiltiirden 96 kuyucuklu mikro
plakaya ilk kuyucuk 180 pl diger kuyucuklar 100 pl olacak sekilde kiiltiir eklendi. 180
ul’ 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.

2.6 Mutantlarin Metaller Uzerine Etkisinin Biiyiime Grafigi ve Petride

Diliisyon Yontemi ile Belirlenmesi

Elde edilen mutantlarin iizerine etki eden metallerin MiK degerleri belirlendi.
Yabanl tip E. coli W3110 ve mutantlar MiK3/4 degerinde metallerin varliginda biiyiime
grafikleri ¢izildi. Yabanil tip E. coli W3110 ve mutantlardan tek bir bakteri kolonisi 2 ml
nutrient broth besiyerinde 37 °C'de 18 saat ¢alkalamali inkiibasyona birakilarak 6n kiiltiir
hazirlandi. Daha sonra o 6n kiiltiirden alinarak 5 ml nutrient broth besiyerinde 37 °C'de
18 saat galkalamali inkiibasyona tekrar birakildi. inkiibasyon sonrasinda bakterilerin OD
so0 M dalga boyunda 0,1’ e ayarlandi. Ayarlanan bakteri kiiltiirlerinde 15 ml nutrient brot
besiyerinde 37 °C'de 8 saat galkalamali inkiibasyona birakildi ve 2 saatte bir Ornek

aliarak biliylime grafikleri ¢izildi.

Yabanil tip E. coli W3110 ve mutantlardan tek bir bakteri kolonisi 2 ml nutrient

broth besiyerinde 37 °C'de 18 saat ¢alkalamali inkiibasyona birakilarak on kiiltiir
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hazirlandi. Daha sonra o on kiiltiirden alinarak 10 ml nutrient broth besiyerinde 37 °C'de
18 saat galkalamali inkiibasyona tekrar birakildi. inkiibasyon sonrasinda bakterilerin OD
s00 M dalga boyunda 1’ e ayarlandi. Ayarlanan bakteriler ringer soliisyonu ile 10-10"
oranlarinda diliisyonlar1 yapildi. Yabaml tipin MIiK degeri dikkate alinarak 3 farkli
konsantrasyon belirlendi ve bu miktarlarda metal igeren petrilere petride diliisyon
yontemi ile bakterilerin 103-107 diliisyonlar1 ekim yapildi. Son olarak, metal direncinde

rolii oldugu belirlenen mutantlar {izerine tamamlama testi yapilarak dogrulamasi yapildi.
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3. BULGULAR

3.1 Mutantlarin Elde Edilmesi

Transdiiksiyon sonrasinda Xgal-IPTG’li ortamda mavi koloni veren tek koloni
bakteriler Km besiyerine ekildikten sonra buradan segilen kolonilerden Tablo 3’ deki her
bir gen i¢in kendisine ait ileri primer ve k1 primerleri kullanilarak PZR yapildi. Elde
edilen mutantlarin PZR goriintiileri Sekil 1-7 de 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 1’de goriildiigii gibi 1-3’e
kadar olan kuyucuklarda f-k1 primerleri ile elde edilen ompA::km mutant1 bulunmaktadir
ve 1041 bg bant biiyiikliigiine sahip PZR iirlinii elde edilmistir. Ayn1 sekilde 1104 bg
bant biiyiikligiinde ompC::km (Sekil 2), 1089 bg bant biiyiikligiinde ompF::km (Sekil
3), 906 bg bant biiyiikligiinde ompG::km (Sekil 4), 954 bg¢ bant biiyiikliigiinde ompT::km
(Sekil 5), 1341 bg bant biiyiikligiinde lamB::km (Sekil 6) ve 1056 bg bant biiytikliigiinde
phoE::km (Sekil 7) mutantlar1 bulunmaktadir.

1000

N W3i110 ©OmpA ompdsckom
= keio

Sekil 1 Yabani tip E. coli ve ompA mutantlarinin jel elektroforezi gériintisii.

bp

1000

600

2% | WMW3IT10 ompC ompC::km
keio

Sekil 2 Yabani tip E. coli ve ompC mutantlarmin jel elektroforezi goriintiisii.



b

1000
TOoO

Ny W3H110 ompF ompF::km
keio

Sekil 3 Yabani tip E. coli ve ompF mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.

E» >

SO0

™ orrrgr€Csr ormppCas VW3 T 10O
S Kcio

Sekil 4 Yabani tip E. coli ve ompG mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.

bp

800

M W3l ompT ompT::km
keio

Sekil 5 Yabani tip E. coli ve ompT mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.
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bp

800

M W3l lamB lamB::km
keio

Sekil 6 Yabani tip E. coli ve lamB mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.

800

M phoE::km phoE w3110
keio

Sekil 7 Yabani tip E. coli ve phoE mutantlarimin jel elektroforezi goriintiisii.

Yukarida elde edilen mutantlarin rolleri ¢ikmasi durumunda giivenirliligini
saglamak igin tamamlama testleri yapildi. Bunun igin Aligator primerleri kullanilarak
aLICator™ LIC Cloning and Expression Set 1 (Fermentas Vilnius, Lithuania Kat. No:
1271) kitinin belirledigi sekilde her biri i¢in ayr1 ayri ilgili genleri igeren plate5S1 vektori
elde edildi. Elde edilen plazmitler izole edilip ilgili olan mutantlara transforme edildi.
Transformasyon sonrasinda olusan koloniler uygun antibiyotik kontroliiniin ardindan
PZR ile dogrulandi. Secilen kolonilerden her bir gen icin kendisine ait olan ileri ve geri
primerleri kullanilarak PZR ile dogrulama yapildi. Elde edilen mutantlarin plazmidinin
PZR gorintiileri Sekil 8-9” de verilmistir. Elde ettigimiz mutantlardan plate51::ompT
mutanti 1054 bg, plate51::ompG mutantt 1006 bg, plate51::0mpA mutanti 1194 bg,
plate51::phoE mutant1 1156 bg (Sekil 8), plate51::ompC mutant1 1254 bg, plate51::ompF
mutant1 1206 bg ve plate51::lamB mutant1 1498 bg¢ (Sekil 9) bant uzunluguna sahiptir.
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M ompT ompG ompA ompA  ompA phoE

Sekil 8 E.coli plate51 mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.

bp

1500
1200
1000

—— —
i\‘l s

ompC ompF lamB

Sekil 9 E.coli plate51 mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.

3.2 Metallerin MiK Degerleri

E. coli W3110 ile 4 farkli metalin minimal inhibisyon konsantrasyon degerlerini
belirledik. Elde edilen sonuclar Tablo 5’ da verilmistir.

Tablo 5 Yabani tip E.coli W3310 susunda metallerin minimal inhibisyon degeri.

Metaller MIK Konsantrasyonu(ug/ml)
CdNO3 18,07 pgml
CoCl, 74,35 png/ml
CuSOq4 234,37 pg/ml
MnSQO4 405,6 pg/ml




3.3 Mutantlarin Metaller Uzerine Etkisinin Biiyiime Grafigi ve Petride

Diliisyonu
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Yabanil tip E. coli W3110 ve mutantlarin metaller {izerinde etkisi belirlenmeden

once normal sartlardaki biiyiime grafigi Sekil 10'daki gibi ¢izildi Yabanil tip E. coli

W3110 ve mutantlar belirlenen MIK3/4 degerindeki metallerin varliginda biiyiime
grafikleri Sekil 11-17'deki gosterildigi gibi ¢izildi.

Absorbans (600nm)

3110 ==——ompA

L6 -

0.8 -

04 -

0.0

T 1 T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 Zaman
ompC ~ ==——ompF  =—ompG
ompl  wwmigmB ~ wwmphOE ~ ww=BIV25]]3 m—ompN

Sekil 10 Yabanil tip E. coli W3110 ve mutantlarin normal sartlardaki biiyiime grafigi

Absorbans (600nm)

Sekil 11 Yabanil tip E. coli W3110 ve mutantlari bakir (Cu) metali varliginda biiylime grafigi

1,23
1,0 1
038 |
0,6 1
04
0.2 1

0,0

—W3110
= ompG

0 2 4 6 ZAmn
0P A
ompT

ompC
—lamB

w OMPF
= phoE



0.3 -
0.3 1
0.2 4
0.2 ~
0.1 4
0.1 ~
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Absorbans (600nm)

0.0

=—=W3110 =—ompA
e o T

" Zaman
e ompC ~ =——ompF  =——ompG
=——lamB  ==—=phoE  ===BW25113 ===ompN

Sekil 12 Yabanil tip E. coli W3110 ve mutantlarin mangan (Mn) metali varliginda biiyiime grafigi

14
12 A
1.0 4
0.8
0.6 -

Absorbans (600nm)

== W3110 ==—ompAd
s OMPT e [MB

0

4 8 Zaman
e QMPC e OIMPF e OMPG
——=phOE ~ ===BIV25113——0mpN

Sekil 13 Yabanul tip E. coli W3110 ve mutantlarin kadmiyum (Cd) metali varliginda biiyiime grafigi

1.0
0.8 1
0.6 1
0.4 1

0.2 1

Absorbans (600nm)

0.0

0

—W3110

wompT

2 4 6 8 Zaman
e OMPA e ompC e 0P F e 0P G
—lamB —phoE e BW25113 e ompN

Sekil 14 Yabanuil tip E. coli W3110 ve mutantlarin kobalt (Co) metali varliginda bityiime grafigi
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Ayn1 bakteriler lizerine belirlenen 3 farkli metal konsantrasyonlarinda yapilan
petride diliisyon yonteminden sadece net sekilde belli olanlar Sekil 15-18'de gosterildi.

Kontrol

W3110
ompA:Km

pnt3::ompA
lamB::Km
pni3::lamB

W3110
W3110
ompd-Kn ompA:Km
pni3::ompA
lamB::Km lamB::Km
0.8 mM Bakir 5,0 mM Mangan
W3110 W3110
ompA:-Km ompA:Km
lamB: Km lamB::Km
pnt3.::lamB pni3::lamB

Sekil 15 Yabanul tip E. coli W3110, ompA::Km ve lamB::Km mutantlarinin metal varliginda petri
dilisyonu



23

Kontrol

BW25113
ompN::Kim

pit3::ompN

0.4 mM Kobalt 0,06 mM Kadmiyum

BW25113

ompN::Km

0,7 mM Bakir

BW25113

ompN::Km

Sekil 16 Yabanil tip E. coli BW25113 ve ompN::Km mutantlarinin metal varliginda petri dilisyonu
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Kontrol

W3110

ompG::Km

pni3::ompG

ompI:Km

pni3::ompT

phoE::Km

pni3::phoE

0.4 mM Kobalt 0,06 mM Kadmiyum

W3110 W3110
ompG::Km ompG::Km
ompI::Km ompI:Km
PhoE::Km phoE::Km
W3110 W3110
ompG::Kim ompG::Km
ompI::Km L. ompT::Km
phoE::Km phoE::Km

Sekil 17 Yabanul tip E. coli W3110, ompG::Km, ompT::Km ve phoE::Km mutantlarinin metal varliginda
petri dilisyonu
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W3110

ompC::Kim

pni3::ompC

ompF.::Km

pit3::ompF

0.4 mM Kobalt 0,06 mM Kadmiyum

W3110
ompC::Km
pnt3::ompC
ompF::Km
pnt3:;ompF

0.8 mM Bakir 5.0 mM Mangan
W3110 w3110
ompC::Km ompC::Km
put3::ompC
pni3::ompC ompF.:Km
i3 .ompF
ompF::Km £ ¥

Sekil 18 Yabanil tip E. coli W3110, ompC::Km ve ompF::Km mutantlarinin metal varliginda petri
diliisyonu
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4. TARTISMA ve SONUC

Diinyada endiistrinin ilerlemesi ile birlikte toksik agir metaller ¢evre kirliligine
neden olmaktadir. Agir metaller biyolojik ayrismanin gii¢lii inhibitorleri olarak
bilinmektedir. Proteinlerin ve metabolik siireclerin engellenmesinin baglica 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 igin toksik

konsantrasyonlarda olabilir (Shrivastava, 2013).

Metaller toksik etkileri yani sira birer iz element olarak biyokimyasal reaksiyonda
onemli rol oynamaktadir. Ca(Il), Co(Il), Mg(Il), Mn(II), Na(I), Ni(Il) ve Zn(II) gibi
metaller organizmalar ic¢in 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(I) ve Hg(Il) gibi agir metaller esansiyel olmadiklar1 gibi higbir biyolojik
onemede sahip degildir. Ayni zamanda mikroorganizmalara son derece toksik etkileri

bulunmaktadir (Kiling ve Donmez, 2008).

Yiiksek konsantrasyonlarda esansiyel olan ve olmayan biitiin metaller hiicre zar1
hasaria 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 yeresahip oldugu agikca

goriilmektedir (Bruins, 2000).

Metal stresi dogada diger stresler gibi bakterilerin en sik karsilagtiklar1 stres
faktorlerinden birisidir. Ayrica gesitli dezenfektan maddelerin yapisinda etken madde
olarak da metaller kullanilmaktadir. Bakterilerle miicadelede kullanildig1 i¢in metallere
kars1 diren¢ mekanizmalar1 ayrica 6nem arz etmektedir. Farkli metallere kars1 birgcok
korunma mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bu mekanizmalarin temelinde ya metalin hiicre
icine aliminin engellenmesi, ya hiicre disina atilmasinin arttirilmasi, ya da ¢esitli yollarla

detoksifiye edilmesinin saglanmasidir. Farkli metaller i¢in bu yollardan bazilar
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kullanilarak direng gelistirilmektedir. Bu proje kapsaminda gram negatif bir bakteri olan
Escherichia coli ve mutantlar iizerine bakir, kobalt, mangan ve kadmiyum metalinin

etkileri arastirilmistir.

Porinler ile iligkili olarak yukarida da a¢iklandigi gibi farkli stres sartlarinda
caligmalar yapilmis ve cogunlukla da OmpC ve OmpF porinlerinin rolleri belirlenmistir.
Fakat birgok ¢alismaya ragmen farkli metallere kars1 hiicreyi korumasi ile ilgili literatiirde
herhangi bilgiye heniiz rastlanilmamistir. E. coli’de dis membran kanal proteini olarak
gorev yapan OmpA, OmpC, OmpF, OmpG, OmpT, OmpN, LamB, ve Pho E porin
proteinlerinin metal aliminda da goérevleri olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu diisiinceden
yola ¢ikarak ompC ve ompF mutantlar: ile yapilan 6n denemelerimiz sonucunda metal
direncinde rollerinin oldugu tespit edildi. Dolayist ile bu projede E. coli’deki OmpA,
OmpC, OmpF, OmpG, OmpT, OmpN, LamB, ve PhoE porin proteinlerinin kadmiyum,
bakir, mangan ve kobalt metalleri lizerindeki rolleri arastirildi.  Sonug olarak;
herhangi bir metalin varliginda ompG, ompT, phoE ve ompN genlerinin mutantlar:
yabanil tip E.coli W3110'den farkli sonug vermedigi tespit edilmistir. Kobalt metali
varliginda (0,4 mM) herhangi bir mutant yabanil tip E.coli W3110'den farkli degildir.
Kadmiyum metali varliginda (0,06 mM) ompA ve ompC mutant hiicrelerinin duyarlilik
kazandig1 belirlenmistir. Mangan metali varliginda (5 mM) ompF, ompC ve lamB mutant
hiicrelerinin direng kazandig1 belirlenmistir. Bakir metali varliginda (0,8 mM) ise, ompC

ve lamB mutant hiicrelerinin direng¢ kazandig1 belirlenmistir.

Arastirma sonucunda hem biiylime grafiginde hem de petride diliisyon
deneylerinde yabanil tip E.coli W3110 ve mutantlarin metal varh@mndaki etkileriortaya

konularak birbirini dogrulamistir.
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