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OZET
Cu oldukga etkili antimikrobiyal 6zelligi olan metallerden birisidir. Bu metale karsi

bakterilerin korunma mekanizmalarinin aciga c¢ikarilmast olduk¢a Onemlidir. Bu
caligmada ythA-K iki bilesikli fosforlama sistemlerinin Cu metali varliginda rolleri ve
protein profillerinde meydana getirdigi degisim analiz edilmistir. 2/MIK Cu varliginda
biiylitillen bakteri ornekleri toplanarak hem sitoplazmik hemde membran protein
profillerinde meydana gelen degisimler 2D PAGE metodu ile tespit edilmeye
calismistir. Sonug olarak Cu m MIK degeri (1.25 mg/ml) yabani tip ve mutantlarda ayni
oldugu ve sidal bir etkisi oldugu belirlenmistir. Biiyiime acisindan da yfhA-K
mutanlarinin yabani tipten farkli bir biiyiime gostermedigi tespit edilmistir. 10 kat
degisen 28 adet azalan 5 adet artan protein spotu belirlenmistir. 520 protein 2 kat
azalmigken 125 protein ise 2 kat artig gostermistir. yfhA mutantinin Cu ilave edildiginde
100 kat degisim gosteren 7 protein spotu bulunurken yfhK mutantinda 5 proteinin 100
katlik artis1 tespit edilmistir. En az 10 kat arttig1 tespit edilen yfhA mutantta 94 spot,
yfhK mutantta ise 99 spot belirlenmistir. Ayrica her iki mutantta en az 10 kat azaldig
belirlenen yfhA mutantta 28, yfhK mutantta ise 16 protein bulunmaktadir. Membran
proteinlerinin de yfhA mutantta 100 kat azaln 3 protein spotu, yfhK mutantta ise 15
protein spotu belirlenirken artan bir spot goriilmemistir. Ayn1 sekilde en az 10 kat artan
proteinlerin sayis1 yfhA mutantta 5 iken yfhK mtantta 8 adettir. Ancak azalan protein
spot syailar1 ise YfhA mutantta 112 iken yfhK mutantta 429 protein spotu belirlenmistir.
Elde edilen sonuglara gore YfhA-K iki bilesikli fosforlama sisteminin Cu stresinde
cesitli proteinlerin regiilasyonunda rolleri oldugu belirlenmistir. Burada dikkat ¢eken

proteinlerin neler oldugu kiitle spektrometresi ile analiz edildikten sonra belirlenecektir.

Anahtar kelimeler: yfhA-K, Escherichia coli, proteomik, Cu,



ABSTRACT
Cu is one of the metals with highly effective antimicrobial properties. It is very

important to reveal the protection mechanisms of bacteria against this metal. In this
study, the roles of yfhA-K two-compound phosphorylation systems in the presence of
Cu metal and the change in protein profiles were analyzed. By collecting the grown
bacteria samples, the changes in both cytoplasmic and membrane protein profiles were
tried to be determined by 2D PAGE method. As a result, it was determined that the MIC
value of Cu (1.25 mg / ml) was the same in wild type and mutants and it had a cidal
effect. In terms of growth, it was determined that yfhA-K mutants did not show a
different growth than wild type. In wild-type E. coli W3110, 28 decreasing 5 increasing
protein spots with at least 10 fold varying degrees were detected. 520 protein decreased
at least 2 times, while 125 protein increased at least 2 times. While yfhA mutant had 7
protein spots that changed 100-fold when Cu was added, a 100-fold increase of 5
proteins was detected in the yfhK mutant. 94 spots were determined in the yfhA mutant,
which was found to increase at least 10 times, and 99 spots in the yfhK mutant. In
addition, there were 28 proteins in the yfhA mutant and 16 proteins in the yfhK mutant,
which was determined to be at least 10-fold reduced in both mutants. While 3 protein
spots of membrane proteins decrease 100 times in yfhA mutant and 15 protein spots in
yfhK mutant, no increasing spot was observed. Likewise, the number of proteins that
increased at least 10-fold was 5 in the yfhA mutant and 8 in the yfhK mutant. However,
while decreasing protein spots were 112 in the yfhA mutant, 429 protein spots were
detected in the yfhK mutant. According to the results, it was determined that the YfhA-
K two-compound phosphorylation system has roles in the regulation of various proteins
in Cu stress. Here, the prominent proteins will be determined after analyzing by mass

spectrometry.
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1. GIRIS
Canlilar yasamlar1 boyunca dogal ¢evrelerde pH, osmolarite, sicaklik ve metaller

gibi yasamlarini smirlandiran bir¢ok stres faktoriine maruz kalmakta ve hayatta
kalabilmek i¢in kendilerine g¢esitli korunma mekanizmalar gelistirmektedirler (Grant ve
Long, 1981). Mikroorganizmalar asidik stresten korunmada asit direng sistemleri, asit
sok proteinleri ve alkalin strese karsit sodyum proton antiportirlarindan iki bilesikli
fosforlama sistemlerine kadar bir¢ok mekanizmaya sahiptirler (Saito ve Kobayashi,
2003; Foster, 1991; Peng, vd., 2011). Ozmotik stres kosullar1 altinda hiicre su alarak
hiicre hacminde artma, zar gerilimi, turgor basinct ve membran permeabilitesinde
degisiklikler meydana gelir (Moat, vd., 2002). Mikroorganizmalar i¢in diger bir stres
faktorii de sicakliktir. Sicaklik hiicresel komponentlerde makro molekiiler hasar
meydana getirmektedir. Mikroorganizmalar, sicaklik stresine karsi alternatif sigma
faktorii (032) tarafindan devreye sokulan bir savunma mekanizmasina sahiptirler
(Arsene, vd., 2000). Ayrica soguga karsi ise Csp veya Caps proteinleri ile korunma
saglanir (Phadtare, vd., 1999).

Ekolojik g¢evrelerde mikroorganizmalarin karsilastigi bir diger stres faktorii de
metallerdir. Metaller gerek endiistriyel atiklarla gerekse deterjan ve dezenfektan
maddelerin yapisina katildiklart i¢in dogada en fazla bulunan maddelerdir.
Mikroorganizmalar hayatta kalabilmek i¢in metallere karsi savunma mekanizmalari
gelistirmek zorundadirlar. Bunun yami sira metaller ayn1 zamanda hiicre i¢in gerekli
olan esansiyel maddelerdir. Bu sebeple hiicrelere metallerin alinmasi iginde bir
mekanizmaya ihtiya¢ vardir. Mikroorganizmalar tarafindan metalin hiicre icine
alinmamasi, hiicre i¢inde veya disinda tutulmasi, kirleticinin daha az toksik forma
cevrilmesi, metalin hiicre disina aktif tasinmasi gibi direng mekanizmalar1 bugiine kadar

tanimlanmis sistemlerdir (Egler, vd., 2005).
1.1 Metal Stresi

Bazi metaller mikroorganizmalar i¢in esansiyelken bazilar1 toksik etki
olusturmaktadir. Ca(Il), Co(II), Mg(II), Mn(II), Na(I), Ni(Il) ve Zn(II) gibi metaller
organizmalar i¢in esansiyeldir ve bu nedenle besiyerlerine eklenmeleri gerekmektedir.

Bu esansiyel metaller, redoks tepkimelerinde mikrobesin maddesi olarak ve ozmotik



basinct kontrol etmede kullanilirlar. Ayrica molekiillerin elektrostatik etkilesimlerini
kararli tutmada enzimlerin bilesenleri seklinde gorev alirlar. Ancak Ag(I), Al(I), Au(Il),
Cd(I), Pb(Il) ve Hg(Il) gibi agir metaller esansiyel degillerdir. Bu metaller biyolojik
oneme sahip olmadiklar1 gibi mikroorganizmalar iizerine son derece toksik etkileri
bulunmaktadir (Kili¢ ve Donmez, 2008).

Metaller biyolojik ayrigmanin giiclii inhibitorleri olarak bilinmektedir.
Proteinlerin ve metabolik siireglerin engellenmesinin baslica sebebi metallerin toksik
etkileridir. Topraklarda biriken bakir, kadmiyum, kursun, ¢inko, nikel, civa ve krom
gibi metaller bitki, hayvan, insan ve sudaki yasam icin toksisite olusturabilecek
konsantrasyonlarda olabilir (Shrivastava vd, 2013).

Yiiksek konsantrasyonlarda esansiyel olan ve olmayan biitlin metaller hiicre
zarinda hasara, enzim spesifikliginde degisiklige, hiicresel fonksiyonlarinin
bozulmasina ve DNA yapisinda hasara neden olmaktadir. Ornegin bakir (Cu),
bakterilerde solunum sisteminde ve metabolizmada gorev alan enzimler igin esansiyel
bir metaldir. Ancak, bakirin aktif redoks tepkimesi aerobik hiicrelerde ROS’larin
olusumuna neden olmakta ve boylelikle sitotoksik etki yaratmaktadir. Bu ylizden Cu
toksisitesinden korunmak igin bakteriler bir homeostatik mekanizmaya sahiptirler
(Franke, vd., 2003). Bu mekanizmalarin temeli metalin hiicreden detoksifiye
edilmesidir. Farkli metaller i¢in bu yollardan bazilar1 metalin hiicre i¢ine aliminin
engellenmesi, hiicre disina atilmasinin arttirllmasi, ya da c¢esitli yollarla direng
gelistirilmesidir (Franke, vd., 2003).

Escherichia coli’de, hiicrelerden fazla bakirin detoksifikasyonundan sorumlu 2
tane Onemli sistem vardir. E. coli, degisen ¢evre kosullart 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 ¢oklu bakir oksidazdir. Sitoplazma igerisinde
Cu varliginda bu gen, CopA ve CueO homeostatik mekanizmasini diizenleyerek
sitoplazmadan Cu detoksifikasyonunu saglar. Ayrica CueO bakir toksisitesinden
periplazmik proteinleri korumada da gorevlidir. Ayni 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 sistemidir. Bu sistem periplazmadaki Cu’1 algilar ve
CusCFBA mekanizmasint devreye sokarak periplazmadan bakir detoksifikasyonu
yapar. CusA bakir toleransi igin gerekli olan bir bakir-baglayici proteindir. E. coli' de
CusB ve CusC, bakir iyonlarimin detoksifikasyonuna katilan membran flizyon
proteinidir. CusF ise, bakir iyonlarinin detoksifikasyonuna katilan periplazmik bir
baglama proteinidir (Franke, vd., 2003). Bakir homeostazinda gorev yapan genler
sitoplazmik Cu (1) 'a 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 (Rensing ve Grass,
2003). Bu proje ile bakir algilama mekanizmasinda gorev aldig: diisiintilen yeni genler

belirlenmis olacaktir.
1.2 iki Bilesikli Fosforlama Sistemleri

Iki bilesikli sistemler, biitiin hiicresel formlarda yaygm olarak kullamlan bir
sinyal iletim yoludur. Genel olarak iki bilesikli sistemler, dis etkenlerden gelen
sinyalleri algilayan bir sensorden ve iligkili genlerin ekspresyonunu kontrol eden bir
cevap regiilatdriinden olusur (Hoch, 2000). Bakterilerde iki bilesikli sistemler, arkealar
ve Okaryotlarin aksine sinyal iletiminin en temel sistemidir (Egger vd., 1997).
Bakterilerin iki bilesikli fosforlama sistemlerinin sensorlerinin ¢ogu, membranla iliskili
histidin kinazlardir. Bu sensorler c¢evreden gelen sinyalleri algilamada kendinde
korunmus olan histidin rezidiislinii fosforlar. Transmitter alan olarak adlandirilan
histidin kinazin sitoplazmik bodlgesinin karboksil ucu, ATP baglama alani ve kendini
fosforillemesi i¢in korunmus olan histidin rezidiisiinii iceren H kutusu alami igerir.
Sonu¢ olarak histidin kinaz, histidine bagli fosforil grubunu, cevap regiilatorii
tizerindeki spesifik aspartat rezidiisiine transfer eder. Aktive olmus bu cevap regiilatorii
cogu zaman c¢evreden gelen sinyallere cevap olarak bir seri genin transkripsiyonunu
indiikler veya baskilar (Yamamoto vd., 2005). Oshima vd. (2002), E. coli genomunun
dizilenmesi ile toplam 30 histidin kinaz (HK) ve 34 tane cevap regiilatorii (RR)
oldugunu belirtmislerdir (Oshima, vd., 2002).



E. coli’de bulunan iki bilesikli sistemlerin bir¢ogu karakterize edilmis ve temel
olarak cesitli stres faktorlerine cevap vermeden sorumlu olduklari belirlenmistir.
Tanimlanan iki bilesikli sistemlerden 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; Back 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/CreBmin minimal medyumlarda
glikolitik karbon kaynaklarimi 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 yakalayicist olan
nitrit ve nitrata cevap olusturmada (Lee vd., 1999; Bearson vd., 2002; Stewart vd.,
2002), TorS/TorR'nin, trimetilamin oksit (TMAO) varliginda TMAO rediiktaz
solunumunda (Me’jean vd., 1994), EnvZ-OmpR'nin ozmosensor olarak dig membran
proteinlerin sentezinde (Norioka vd., 1986; Forst vd., 1990; Russo vd., 1993),
PhoP/PhoQ'mun, Mg+2 tasinmasinda (Kato vd., 1999; Groisman, 2001),
UhpB/UhpA'nin, glikoz 6 fosfatin tasinmasinda (Webber ve Kadner, 1997),
KdpD/KdpE'nin potasyum taginmasinda (Walderhaug vd., 1992; Gassel vd., 1999),
BaeS/BaeR'nin, c¢oklu ila¢ direncinde (Baranova ve Nikaido, 2002; Nagakubo vd.,
2002), ResC/ResB'nin kapsiil olusumunda (Laubacher ve Ades, 2008) ,CpxA/CpxR'nin
bazik pH, biyofilm olusumu ve asir1 sentezlenen salgi proteinleri gibi hiicre zarf stresleri
ile iligkili 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'nin flagellanin hareketinde
ve HydH/HydG (ZraS/ZraR)'nin, ¢inko ve kursun varligina duyarli olup bu maddelere
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kars1 diren¢ mekanizmasinda (Noll vd., 1998) gorevli olduklari belirlenmistir. Ayrica
tam olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen YehU/YehT'nin ¢aligmasinin siklik AMP
(cAMP), cAMP reseptor proteinine (CRP) bagh oldugu (Kraxenberger vd., 2012) ve
YpdA/YpdB'nin ise hiicre disindaki piriivat tarafindan uyarilarak direng proteini oldugu
diisiiniilen yhjX geninin ekspresyonunun diizenlemesinde (Fried vd., 2013) gorev
almaktadir. Tamimlanan iki bilesikli sistemler arasinda bulunan YedW/YedV,
RstB/RstA, YthK/YthA’nin ise hangi sartlarda hangi genleri kontrol ettikleri heniiz
tespit edilememistir. Bu nedenle daha once Tiibitak 113T003 nolu proje ile YfhA/K iki
bilesikli sisteminin farkli stres sartlarinda rolleri arastirllmistir. Calisilan yfhA/K
genlerinin bakir metali ile ilgili rolii oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglardan
yola cikarak YfhA/K iki bilesikli sisteminin mutantlarinda bakir metali varliginda
sitoplazma ve membran protein profillerinin belirlenmesi bu ¢alisma kapsaminda

planlanmistir.
1.2.1 YfhA/ YfhK iki Bilesikli Fosforlama Sistemi

YThA-YthK iki bilesikli fosforlama sisteminin hangi sartlar altinda hangi genleri
regiile ettikleri ile iligkili heniiz net bir bilgi tespit edilememistir. Ancak literatiirdeki
bazi bilgilere gore YthA ve YthK iki bilesikli fosforlama sistemlerinin alternatif sigma
faktorleri ve sSRNA’lar ile iligkili oldugu saptanmistir. Son arastirmalarla E. coli *de
amino seker metabolizmasinin  GlmY ve GImZ sRNA’lar1 tarafindan
posttranskripsiyonel diizeyde kontrol edildigi ortaya konmustur. GImY ve GImZ
sRNA'lar1 Enterobacteriaceae ailesinde GImS enzim sentezinin feedback mekanizmasini
diizenleyen kaskadi olusturmaktadir (Gopel, vd., 2011). Reichenbach vd. (2009)
yaptiklar1 ¢alismada GImY transkripsiyonunun ¢ 54-bagimli promotorun aktivasyonu
ile arttigin1 ve bu aktivasyonun GImY’nin downstream de bulunan ikinci bir aktivator
YfthA ve YthK iki bilesikli sistemi ile kodlandigini bulmuslardir. Cevap regiilatorii
YfhA’nin o 54 etkilesim modiilii i¢cerdigini ve lic korunmus bolgeye baglanarak glmY
transkripsiyonunu aktive ettigini saptamislardir ve bu nedenle islevi bilinmeyen bu iki
bilesenli sistemin adinin degistirilmesi 6nerisinde bulunmuslardir. Ilgili genlerin glrK
ve gIrR olarak yeniden adlandirilmasini 6nermislerdir (Reichenbach, vd., 2009). Ayni
zamanda bu genler literatiirde QseE ve QseF olarak da bilinmektedir (Gopel vd., 2014).

Flamez vd. (2007), Enterobacteriaceae ailesine ait Yersinia pseudotuberculosis ile
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yapmis olduklar1 ¢alismalarinda yfhA mutantinin hidrojen peroksite yiiksek oranda
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).

Bu proje kapsaminda molekiiler mekanizmasi heniiz tam olarak ¢oziilememis
YThKA iki bilesikli sisteminin genleri mutant oldugunda E. coli' de bakir metali
varliginda sitoplazmik protein profillerinin nasil degistigi iki boyutlu jel elektroforezi

ile belirlenecektir.

2- MATERYAL VE METOD
2.1 Kullanilan E. coli Suslar

Calismada kullanilan Escherichia coli mutant suslari Tibitak 113T003 nolu
projemizde elde edilmis ve Tablo 1' de gosterilmistir. Olusturulan bu mutantlar ve
yabani tip E. coli ¢alismada kullanilmak {izere %20 gliserol (Merck) igeren LB’lerde
stoklart -80 °C’de derin dondurucuda (Panasonic) saklanmaktadir. Calismalar sirasinda
derin dondurucudan ¢ikarilarak kanamisin antibiyotigi iceren LB agar petrilerine tek

koloni ekimi yapilarak kullanilmistir.

Tablo 4. Calismada kullanilan yabani tip E. coli W3110 ve mutant suslari.

Suslar Genotip Kaynak

W3110 Yabani tip W3110 Lab stok

JW2538 BW25113 yfkA::km | Keio Kolleksiyonu

JW5407 BW25113 yfhK::km | Keio Kolleksiyonu

OK100 W3110 yfkA::km TUBITAK 113T003 nolu projede elde edildi.

OK101 W3110 yfhK::km TUBITAK 113T003 nolu projede elde edildi.

OK104 W3110 pnt3::yfhA | TUBITAK 113T003 nolu projede elde edildi.

OK105 W3110 pnt3::yfhK TUBITAK 113T003 nolu projede elde edildi.

Plazmitler
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b2554 pnt3:yfhA

Mobil Plazmit

JW5407 pnt3:yfhK

ASKA Klone

Calismada kullanilacak olan mutantlarin koloni Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(PZR) yontemi ile tekrar dogrulamasi yapilmigtir. Her bir genin dogrulamasi igin

kullanilan primerler Tablo 2’de gosterilmistir. PZR reaksiyonu Tablo 3’deki dongii

kosullarina gore yapilmistir.

Tablo 5. PZR reaksiyonunda kullanilan primerler.

Evrensel K1 geri primeri

5> CAGTCATAGCCGAATAGCCT 3°

W3310::yfhA ileri primeri

5> TGGATACATTGCGCCAGCAA 3’

W3310::ythK ileri primeri

5> CGAATGACGCACAACAAGGT 3’

pnt3::yfhA ileri primeri SP6

5> ATTTAGGTGACACTATAG ¥’

pnt3::yfhA geri primeri 21M13

5> CAGGAAACAGCTATGACC 3°

pnt3::yfhA geri primeri

5” GCCAAACGCTGGCCCGTTTTTCC 3°

pnt3::yfhK geri primeri

5’ CCTTTCGTGTTTTTCGACGACGG 3’

Tablo 6. PZR dongii kosullari.

94 °C 3dk 1 déngii
94°C 1dk

58°C 1dk 30 dongii
72 °C 1,5dk

4°C 10dk 1 déngii

2.2. Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) Degerinin Belirlenmesi
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113T003 nolu TUBITAK projemizde yabani tip E. coli W3110 ile MiK degeri
belirlenmis ve bu degerler kullanilarak yapilan yasam deneylerinde bakir metaline karsi
rolii oldugu tespit edilmistir. Yapilacak olan bu ¢alismada ise yabani tip E. coli'nin yfhA
ve yfhK genleri mutant bakterilerinde bakir metalinin (CuSO4) MIK degeri NCCLS
standardina (National Committee for Clinical Laboratory Standards) gore belirlenmistir.
Bakir metalinin MIK degerlerinin belirlenmesi igin tek bir bakteri kolonisi 5 ml LB
broth besiyerinde 37 °C de 18 saat ¢alkalamali inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon
sonrasinda bakterilerin absorbansi 600 nm dalga boyunda 0,1'e ayarlanarak 60 ml'de
400 pl olacak sekilde stok bakteri kiiltiirii hazirlanmigtir. Bu kiiltiirden 96 kuyucuklu
mikro plakaya ilk kuyucuk 180 pl diger kuyucuklar 100 pl olacak sekilde kiiltiir
eklenmistir. 180 pl'lik kuyucuga ilave olarak 0.2 M CuSO4 stok soliisyonundan 20 pl
eklenerek drnekler 1/2 seri sulandirma yapilmistir (5000-312,5 pug/ml). Plakalar 37 °C
de 24 saat inkiibe edilecek ve MIK degerleri belirlenmistir.

2.3 Metalli Biiyiime Deneyleri

Yabani tip E. coli W3110 100 ml LB broth i¢eren 500 mlik erlenlerde
calkalamali olarak inkiibasyona tabi tutulmustur. Bakteri yogunlugu ODsgy de 0,2
absorbansa ulasinca 0.2 M CuSO, stok soliisyonundan MIK degerlerinin yarist
konsantrasyonunda metal ilave edildi ve bakterilerin yogunlugu ODgy de 0,6-0,7°e
ulasincaya kadar 37 °C 160 rpm calkalamali inkiibatorde biiyiitiilmiistiir. Yaklasik
olarak 0,6-0,7'e yogunluguna ulasan bakterilerden protein izolasyonu yapilmustir.

Calismalar en az 3'er tekrarl olarak yapilmistir.

2.4 Protein izolasyonu;
Biiyiime deneyleri yabani tip ve mutant suslar ile MIK degeri belirlenen bakir metali
varliginda Luria Bertani Broth besi ortaminda 37 °C'de gerceklestirilmistir. Absorbans
degeri 0.6-0.7 ye ulasan kiiltiirlerden 50 ml 6rnek alinip, 10000 g de 20 dk. 4°C'de
santrifiijlenmistir. Stipernatant atilarak pellet 5 ml soguk 1XPBS ile 3 kere yikanmistir
ve her yikama arasinda 10000 g de 10 dk. 4°C'de tekrar santrifiij edilmistir. Santrifiij
isleminden sonra siipernatant atilarak pellet lizerine %100'liik TCA soliisyonundan
%10, asetondan %90 ve %0.07 g DTT igeren TCA ¢oktiirme tamponu eklenerek pelet

¢Ozdiiriilmiistir. Bu islemden sonra proteinlerin zarar gérmesini engellemek ig¢in buz
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tizerinde ¢alisilmigtir. Daha sonra lizat sonikatdr ile buz icerisinde 6 amplitude siddette
30'ar saniye siire ile 5-6 kere muamele edilmistir. Her muamele arasinda 30 saniye
bekletilmistir. Sonikasyon isleminden sonra 12.000g de 20dk 0°C'de santrifiij yapilmis
ve olusan pellet soguk aseton/DTT (%0,07g DTT iceren aseton) karisimi ile 6 kez
yikanmistir. Her yikama arasinda pellet, aseton DTT karisimi eklendikten sonra 20 dk
buzda bekletilir ardinda 10.000g de 10dk 0°C'de santrifiij yapildi. Tiim yikama islemi
bittikten sonra pellet aseton kokusu gidene kadar kurumaya birakildi. Kuruyan pellet
tartilir ve pellet rehidrasyon tamponunda (7M iire, 2M tiyo tre, %4 CHAPS, 20mm
DTT) ¢ozdiiriiliir. Oda 1s1sinda 1 saat bekletilir ve daha sonra 100.000g de 60dk 20°C'de
santrifiij yapilir. Santrifiij sonrasinda pellet kismi membran proteinleri i¢in ayrilir.
Siipernanat ise saf protein ekstrakti olarak kullanilir. Elde edilen protein aligotlara
ayrilarak -80°C'de saklanir. Membran proteinlerini igeren pellet 15 dk buzda
bekletildikten sonra 5 ml liziz bufferda (100 MM NaH,PO4, 10 mM Tris, 8 M iire, pH
8) coziilerek 60 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Karigim 10000 g de oda
sicakliginda 30 dk santrifiijlenmistir. Siipernatant kismi1 -20°C'de saklanmaktadir. Elde
edilen proteinlerin esit miktarda elektroforeze yiiklenmesi i¢in orneklerin igerdikleri
protein miktarlari, Tsukada vd. (1987)nin yontemine gore %0,1 Bovin Serum Albiimin
(BSA-Merck) kullanilarak tespit edilmistir. Coomassic Brillant mavisi G-250 boyasi ile
standart grafik c¢izilerek, bu strandart grafige gore spektrofotometrede 595 nm'de
okunarak protein miktar1 belirlenmistir. Elde edilen tiim protein ekstraktlari esit olacak
sekilde (stribe maksimum 200 ug/ml) yliklenmistir.

2D jel elektroforezi yontemi iki kistmdan olugmaktadir.

24.1. pH ya gore proteinlerin ayrilmasi;

Proteinlerin pH gradienti bulunan striplere yiiklenmesi gerekmektedir. Orneklerin
striplere yliklenebilmesi i¢in rehidrasyon yapilmasi gerekmektedir. Her oOrnek, 1/8
oraninda rehidrasyon buffer1 (7M iire, 2M tiyo iire, %4 CHAPS, 20mm DTT, %l
amfolit ve boya olarak %0.0002 bromfenol mavisi) igermesi gerekir. Proteinlerin miktar
tayini yapildiktan sonra her bir Ornek esit miktarlarda protein igerecek sekilde
rehidrasyon tamponu ile esitlenir ve striplere yiiklenir. Ornek yiiklemesi yapildiktan
sonra 12 saat pasif rehidrasyon gergeklestirilmistir. Rehidrasyon islemini takiben IEF

izoelektrik odaklama (IPGphor3GE Healthcare) cihazinda bulunan odaklama tepsisinin
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kuyularina rehidrate edilen jel cubuklart yerlestirilir ve ¢ubuklarin + ve — uglarina
150uL saf su ile 1slatilmis elektrod kagitlar1 yerlestirilir. Mineral yag (Merck, USA) jelli
ve jelsiz biitiin kuyulara eklenir (toplam 108mL) ve stripler 8kV dan saatte 72 kV
okumaya ulagincaya kadar elektroforez islemi gergeklestirilir. IEF kosullar1 Tablo 4’de

verilmistir.

Tablo 4. IEF Kosullari*

Adim Volt Siire

1 Sabit 250 30 dk

2 Sabit 500 1 saat

3 Sabit 1000 1 saat

4 Sabit 2000 2 saat

5 Gradient 5000 5000 Vh
6 Gradient 6000 8500 Vh
7 Sabit 250 2 saat

*Bu kosullar, 11 cm lik pH gradyentine sahip IPG jel ¢ubuklari i¢in optimizedir.

Daha sonra stripler SDS-PAGE'den 6nce 15 ml dengeleme tamponu I (6 M iire, %20
gliserol, %2 SDS, %1 DTT, 50 mM Tris pH 8.8) ile 15 dk 60 rpm'de calkalamali
platormda dengelenmistir. Ardindan benzer bilesime sahip olan dengeleme tamponu II
(DTT yerine %2,5 iyodoasetamit ve bromofenol blue boyasi igeren) ile tekrar 15 dk 60
rpm'de calkalamali platormda karanlik ortamda ikinci kez dengelenmistir. Dengeleme
islemi devam ederken %12'lik poliakrilamid jel (34ml dH20, 25ml Tris-HCI pH 8.8,
40ml %30 Akrilamid-bisakrilamid, %20 SDS den 500ul, 500ul %10'Tuk APS ve 50ul

temed) hazirlanir.

2.4.2. Molekiiler agirhklarina gore proteinlerin ayrilmasi;
Dengeleme islemlerinden sonra stripler 1X TGS (25 mM Tris-Base, 192 mM glisin,
%0,1 SDS) bufferla yikanarak %12'lik poliakrilamid jel iizerine konulmustur. pH

stripleri jelin {izerine konulduktan sonra dolgu maddesi olarak %0,5'lik low melting
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agaroz ile iizeri kapatilmigtir. Elektroforez esnasinda yiiriitiicii tampon olarak 1XTGS
tamponu kullanilmis ve jeller 6nce 30 dk 15mA de ve daha sonra jel basina 60 mA akim
olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Daha sonra jeller Blakesley ve Boezi (1977) tarafindan
uygulanan metoda goére, %1 Coomassic Brillant mavisi G-250 (%100'lik etanolde
¢Ozdiriilmiis) ilel giin boyunca ¢alkalamali platformda boyanmistir. Boyama islemi
sonrasinda %30 metanol ve %10 asetik asit iceren soliisyon ile boya fazlalig
giderilmistir. Boyama sonrasi jeller 300 dpi epson marka yatay tarayici ile taranarak 2D
Dymension Software (Syngene) ile metal stresine maruz kalmis yabani tip ve mutant

suslar arasindaki protein profillerinde meydana gelen degisimler analiz edilmistir.

2.43 SDS PAGE Metodu
Iki kissmdan olusmaktadir. Yiiriitme jeli (Seperating Gel) ve yiikleme jeli (Stacking
Gel) Yiritme jeli 5000 pl Seperating Buffer (1,5 M Tris-HCI (tris base 181,5 g, SDS 4
gr, 1L dH,0O pH: 8.8), 6240 ul %30’luk Akrilamid-Bisakrilamid, 15 pl Temed, 150 pl
%10’luk APS ve 3740 pl dH,O karistirilarak hazirlanir. Daha sonra camlar arasina jel
dokiiliir. Yiizeyin diiz olmasi i¢in 1 ml kadar izopropanol ya da N-biitanol jel iizerine
konur ve jelin donmasi beklenir. Jel donduktan sonra alkoliin tamamen uzaklasmasi
icin jeller iyice yikanir ve kurutma kagidi ile fazla su alinir. Ardindan yiikleme jeli
hazirlanir ve dokiiliir. Yiikleme jeli i¢in 1000 pl Stacking Buffer (0,5 M Tris-HCI (tris
base 60,5 gr+ 4 gr SDS + 1L dH,O pH: 6.8), 833 ul %30’luk Akrilamid-Bisakrilamid, 5
ul Temed, 50 ul %10°luk APS ve 3530 pl dH,O karigtirilarak hazirlanir. Daha sonra
yirlitme jeli tizerine dokiilerek taraklar yerlestirilir ve donmasit beklenir. Donduktan

sonra 100 pg olarak yiiklenmis ve jelde 200 V ta 6 saat yiiriitiilmiistiir.

2.5. Istatistiksel Analiz.
Calismada elde edilen grafiklerde standart hata hesaplamalari yapilmis ve grafiklerde

gosterilmistir.

3- BULGULAR
3.1 Mutantlarin Kontrolii
Her bir gen i¢in kendisine ait ileri primer ve k1 primerleri kullanilarak PZR

yapildi. Elde edilen mutantlarin PZR goriintiileri Sekil 1-2' de verilmistir. Negatif
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kontrol olarak yabani tip E. coli W3110 kullanilirken pozitif kontrol olarak her bir genin
keio koleksiyondan alinan E.coli BW25113 susundaki mutantlar kullanildi. Sekilde
goriildiigi gibi f-k1 primerleri ile elde edilen yfhA::km mutant1 683 b¢ (Sekil 1) iken
yfhK::km 688 bg bant biiyiikliigiine sahip (Sekil 2) PZR firiinii elde edilmistir. Sonug

olarak istenilen genlerin nakavt oldugu belirlenmistir.

"M VWV3110(-) Keiol(+) b

Sekil 7. Yabani tip E. coli, Keio koleksiyondan alinan E.coli BW25113 ve yfhA

mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.

Cmmcmr——
—
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W ——
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W3110 () Keio(+)

Sekil 8. Yabani tip E. coli, Keio koleksiyondan alinan E.coli BW25113 ve yfhK

mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.

Tamamlama testleri i¢in yukarida elde ettigimiz mutantlara keio koleksiyondan
temin edilen ilgili genleri igeren plazmitler izole edilip transforme edilmistir.
Transformasyon sonrasinda olusan tamamlanmis mutant hiicrelerde her bir gen icin
kendisine ait olan ileri ve geri primerleri kullanilarak PZR ile dogrulanmis ve Tablo 2’
de gosterilmistir. Elde edilen mutantlarin ve pozitif kontrol BW25113 plazmidinin PZR
gortintiileri Sekil 3-4” de verilmistir. Elde ettigimiz mutantlardan pnt3::yfhA mutanti

1397 bg (Sekil 3) iken pnt3::yfhK mutant1 1474 bg (Sekil 4) bant biiyiikliigiine sahiptir.
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Dolayzsi ile jel goriintiilerinde mutantlarin tamamlama testleri i¢in eklenen plazmitlere

sahip oldugu belirlenmistir.

3000
2500
2000
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1000

SO0
400
300
200
100

M Plazrmid

Sekil 9. E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::yfhA mutantlarinin jel elektroforezi

goruntisu.

300

2500
2000
1500
1200
1000

500
400
300
=200

100

Sekil 10. E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::yfhK mutantlarinin jel elektroforezi

goruntusu.

3.2 MiK Degerinin Belirlenmesi
Elde edilen sonuglar Tablo 5’ de gosterilmistir. CuSO4 1n E. coli ve mutantlar

iizerinde MIK degerinin ayn1 oldugu ve hepsinde 1.25 mg/ml oldugu tespit edilmistir.
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Bakterilerin 6lmesine neden olan deger sidal degeridir. Calismamizda Sidal
konsantrasyon degerininde MIK degeri ile ayni oldugu belirlenmistir. Dolayis ile MiK
degerinin ayn1 zamanda sidal bir deger oldugu ifade edilebilir.

Tablo 5. Yabani tip E.coli W3310 ve mutantlarin CuSO4 metalinin minimal inhibisyon
degerleri

Mutantlar Statik Konsantrasyonu (ug/ml) Sidal Konsantrasyonu (ug/ml)
MiK MSK

E.coli W3310 1,25 mg/mi 1,25 mg/ml

W3310::yfhA 1,25 mg/mi 1,25 mg/ml

W3310::yfhK 1,25 mg/mi 1,25 mg/ml

3.3 Metalli Biiyiime Deneyleri

Yabani tip E. coli W3110 MIK degerlerinin %75 konsantrasyonunda metal iceren LB
broth besiyerinde bakteriler 37°C 160 rpm calkalamali inkiibatérde biiyiitilmiistiir.
Calismalar en az 3'er tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Biiyiime agisindan mutantlarin
ikisininde Cu varliginda yabani tipten biraz daha iyi biiyiime gosterdigi belirlenmistir

(Sekil 5 ve 6).

Metalsiz Biiylime Grafigi
1,60 /:

1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20

0,00 0=

=h=\W3110
== yfhA
yfhK

Absorbans (OD600)

Zaman (Saat)

Sekil 11. Yabani tip ve mutantlarin metalsiz biiyiime grafigi
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Metalli Bluyiime Grafigi
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Sekil 12. Yabani tip ve mutantlarin bakir metali varliginda biiyiime grafigi

3.4 Protein Miktarlarimin Belirlenmesi ve Esit Yiikleme

Calismada kullanilmak i¢in elde edilen proteinlerin ilk olarak bradford yontemi ile
miktar analizleri yapilmigtir. Hiicrelerde metalin hiicre iizerine etkisini gorebilmek i¢in
IEF cihazina proteinlerin esit miktarda yiiklenmesi gereklidir. Bu nedenle c¢aligmada
kullanilacak olan sitoplazmik ve membran protein miktarlarinin BSA standartina gore
(Sekil 7) belirlenen miktarlar1 (Tablo 6) oranlanarak esit miktarda yiiklenmesi
saglanmistir. Asagida BSA standart1 ve protein ekstraktlarimizin miktarlart verilmistir.

Ayrica elde edilen protein ekstraktida SDS jelde yiiriitiilerek Sekil 8 de gdsterilmistir.

0,50
......... ¥ =0,042x + 0,033
I P R2=0,989

o o
w b
S o

)

.
ot

-
o

oo

-------------------------- BSA(ug/ml)
17 HE

Absorbans Degeri (ODxgs
oS O M
o N
o o

Sekil 7. Bovin Serum Albumin ile hazirlanmig protein miktarinin belirlendigi standart

grafik.
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Tablo 6. BSA kalibrasyon egrisine gore sitoplazmik ve membran proteinlerinin miktari
(ug/ml)

Sitoplazmik protein Membran proteini
ug/ml ug/ml
W3110 4480,95 3557,14
W3110+ Cu 4561,90 3135,71
YfhA::km 4352,38 3995,24
YfhA::km+ Cu 4364,29 2900,00
YfhA::pnt3 4064,29 4373,81
YfhA::pnt3+ Cu 4107,14 3411,90
YfhK::km 4788,10 1876,19
YfhK::km+ Cu 4419,05 2233,33
YfhK::pnt3 4247,62 4271,43
YfhK::pnt3+ Cu 4330,95 3880,95

Sekil 8. Hiicrelerin sitoplazmik proteinler (M: Protein marker1 1. W3110 kontrol 2.
W3110+Cu 3. yfhA::km kontrol 4. yfhA::km+Cu 5. yfhK::km kontrol 6. yfhK::km+Cu)
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3.5 Metal Stresi Altinda Yabanil tip ve Mutant Suslarm Sitoplazmik ve membran
Protein Profillerinin 2 Boyutlu Jel Analizi
Calismamizin deneysel akis semasi asagidaki sekilde 6zetlenmis ve elde edilen protein
jellerinin goriintiileme islemleri sonrasinda, karsilastirmali spot analizlerine ait bir 6rnek
Sekil 9’de sunulmustur. Ayrica gerceklestirilen analizler sonucunda hacimsel olarak
ciddi farkliliklarin gézlemlendigi spotlara ait 6rneklerin sekil 10 da verilmistir.
Gorlintilleme islemi sonrasinda yapilan karsilastirmali proteomik analiz
sonucunda elde edilen spotlara normalizasyon islemi yapildiktan sonra belirlenen test
gruplarindaki ortak spot sayist program tarafindan sayilir. Jeller birbirleri ile
karsilagtirilir. Bu karsilastirmalar sonucunda W3110, yfhA ve yfhK mutant strainlerinin
3 linde de 0.1 degerinin altinda olan spotlar analiz i¢in dikkate alinmamistir. Ayrica 3 lii
karsilastirma yapilirken yabani tip W3110 e gére mutantlarin spotlarinda meydana gelen
azalma ve artiglarda 2 kat, 10 kat ve 100 kat fark goriilen spot sayilari tespit edilmistir.
Spot yogunlugunun karsilastirmali analiz sonucunda elde edilen spot sayilar1 asagidaki

Tablo 7 de verilmistir.

3.6. E. coli W3110 bakterisine Cu ilave edildiginde meydana gelen degisimler

E. coli W3110 bakterisine LB brotta biiyiitiilirken Cu ilave edilerek inkiibasyona
devam edilmistir. Elde edilen 6rneklerden protein analizi yapilmis ve pH 3-10 (Sekil
11) ve pH 4-7 (Sekil 12) stripleri ile yapilarak elde edilen jeller verilmistir. Analizler
yapildiginda 2 kat, 10 kat ve 100 kat degisim goriilen spotlarin sayilar1 agagida Tablo 7
de verilmistir. Ayrica spot numaralarida Tablo 8 de verilmistir. 651 nolu spot 50,085
kat, 1625 nolu spot 38,192 kat, 1727 nolu spot 37,431 kat azalma gostermistir. Cu
ilavesi ile E. coli W3110 nun oldukga yiiksek artis gosteren genleride olmustur. Bu
genlerin Uriinlerinden 1757 nolu spotda 37, 547 kat, 1760 nolu spot ise 16,09 kat artis
gorilmiistiir. Bu spotlarin proteinleri Cu ile ilgili siireglerde 6nemli oldugu ifade
edilebilir. Bu protein spotlarmin ileriki ¢alismalarda MALDITOF analizleri yapilarak

tanimlanmasi saglanmalidir.

23



- SETER— -'mf\
A,
g SN e

Metalsiz Yabani Tip E.coliW3110 Bakir Metalli Yabani Tip E.coliW3110

Protein izolasyonu

@ pH Stribine Yukleme

LB (Kontrol) LB+Cu
- F1d
— -
*'. - ,w..
covig il SR ' B
LR - - -

(¥ L T e P ) e ]
HE R R L T T

ITYR S Coubl- B 32503 a0 S IT ALY
S

C—

T '
s PR

Sekil 9. Deneysel Akis Semasi.

24



)0 Mg Tt s 0 R ] e - Mg ek |

{5 B Yo Aigivg prbenson Nomakatr Syt Josk Mniow Hep {5 B tow Aigirg Sprbesin Normlator Sieist Tosk Woow Hp
lowm = 5 ] i P P i i P
U5 120910 RF00 68210854 UM 51T 09!t QRIT00 G810 4aY
28 =y
et (% st g (F i 8 [N [ H i
=— \ —
J = X
ﬁ ﬁ
it i e
l@ # E 4’ l’
St St et i
oty s \ f ool ] e
i i =
P el oot [ a2 Match Chart: sample 1 v sample 2
L ik St | B ek Spotb. | W Vol
|| = | e
| = | 8 T
[ . @ 73 Ow !
fpeiom o {5 s 00 2 it dnol
e S Hrass ENE:3 u A5 4 W 1152
aF -
A 1! Sy N
& [ 3 || = e
2 || EEE
-FIIJTIx o) % v PITTI TS | Moz sz [
For bl sress L For kel sress L
) Opmenioe - i Ttk 2.9 ) i Mg Ttk [

{5 e Yo Aiging S Descin Nomtron St Tos ko by

[PUH %15 09[h @ ROG00 /002 K48

-L L
St SxDen
Wlzewnn 1 crwna
W oum

sarmgle | sangle !
| T
2 - L
= gzt EE O
Lol e |1 I |

N [
e |1 7 W e

S B i e Y

forbel L. = DAL e okl

(fggaes =
: " e

Sekil 10. Bir 6rnek icin elde edilen anlamli spotlara ait karsilagtirmali {i¢ boyutlu analiz

LB (Kontrol) LB+Cu

-
- -
- -~
—— -~ -
e ¥ -

L
) - . L
)
. - .
-
’ - <
. >
. = & 0
- " . -
- c—
s .2 -
- . - ° o

Sekil 11. Yabanil tip W3110 metalli ve metalsiz 6rneklerin sitoplazmik proteinlerinin
pH 3-10 striplerinden elde edilen jelleri
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Tablo 7 Cu ilave edilmemis E. coli W3110 a gore ilave edilmis E. coli W3110 nun
farkl1 olan protein spotlarinin sayilari

Sitoplazmik Proteinler pH 3-10

2 kat degisen

protein sayisi

10 kat degisen

protein sayisi

100 kat degisen

protein sayisi

Azalan | Artan | Azalan | Artan | Azalan | Artan
W3110/W3110 Cu 520 125 28 5 - -
Membran Proteinler pH 3-10
2 kat degisen 10 kat degisen 100 kat degisen
protein sayisi protein sayisi protein sayisi
Azalan | Artan | Azalan | Artan | Azalan | Artan
W3110/W3110 Cu 118 648 15 128 - 7

Tablo 8. pH 3-10 araliginda Sitoplazmik proteinlerin spot numaralari ve degisim

oranlari
Spot numarasi
651
1625
1727
1680
1002
158
1681
321
1758
1159
1473
322
1457
1670
649

251

787

degisim
-50,085
-38,192
-37,431
-23,144
-22,734
-22,671
-22,558
-19,746
-19,157
-18,244
-18,173
-18,001
-16,503
-16,296
-15,681
-15,16

-15,131

spot numarasi
1442
1606
1658
796
416
593
1083
1095
801
1574
1496
669
922
1138
1760
1757

degisim
-14,749
-14,447
-13,264
-12,394
-11,992
-11,75
-11,379
-11,113
-10,645
-10,342
-10,1
10,744
13,062
15,857
16,09
37,547
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Sekil 12. Yabani tip W3110 metalli ve metalsiz drneklerinden elde edilen sitoplazmik
proteinlerin pH 4-7 jelleri

3.7. E. coli W3110, yfhA ve yfhK mutant strainlerin Cu varhginda veya Cu ilave
edilmeyen orneklerdeki protein analizi
Cu ilave edilmis W3110, yfhA ve yfhK &rneklerinin karsilastirmali analizi yapilmustir.

Jeller asagidaki Sekil 13-24 de verilmistir.

Sekil 13. pH 3-10 striplerde metalsiz sitoplazmik proteinlerinin 2D jel elektroforez
sonuglart. A.Yabani tip W3110, B.yfhA::km, C. yfhK::km

27



Sekil 14. pH 3-10 striplerde metalsiz membran proteinlerinin 2D jel elektroforez
sonuglari. A.Yabani tip W3110, B.yfhA::km, C. yfhK::km

Sekil 15. pH 4-7 striplerde metalsiz sitoplazmik proteinlerinin 2D jel elektroforez
sonuglari. A.Yabani tip W3110, B.yfhA::km, C. yfhK::km
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Sekil 16. pH 4-7 striplerde metalsiz membran proteinlerinin 2D jel elektroforez
sonuglart. A.Yabani tip W3110, B.yfhA::km, C. yfhK::km
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Sekil 17. Cu metali ilave edilmis, pH 3-10 striplerde sitoplazmik proteinlerinin 2D jel
elektroforez sonuglart. A. E. coli W3110, B.yfhA::km, C. yfhK::km
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Sekil 18. Cu metali ilave edilmis, pH 3-10 striplerde membran proteinlerinin 2D jel
elektroforez sonuglari. A. E. coli W3110, B.yfhA::km, C. yfhK::km

Sekil 19. Cu metali ilave edilmis, pH 4-7 striplerde sitoplazmik proteinlerinin 2D jel
elektroforez sonuglart. A.Yabani tip W3110, B.yfhA::km, C. yfhK::km

30



Sekil 20. Cu metali ilave edilmis, pH 4-7 striplerde membran proteinlerinin 2D jel
elektroforez sonuglart. A.Yabani tip W3110, B.yfhA::km, C. yfhK::km

LB (Kontrol) LB+Cu

Sekil 21. yfhA::km mutantinin metalli ve metalsiz 6rneklerinden elde edilen sitoplazmik
proteinlerin pH 3-10 jelleri
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Sekil 22. yfhK::km mutantinin metalli ve metalsiz 6rneklerinden elde edilen sitoplazmik
proteinlerin pH 3-10 jelleri
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g / ——— "

Sekil 23. yfhA::km mutantinin metalli ve metalsiz 6rneklerinden elde edilen sitoplazmik
proteinlerin pH 4-7 jelleri
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Sekil 24. yfhK::km mutantinin metalli ve metalsiz Orneklerinden elde edilen
sitoplazmik proteinlerin pH4-7 jelleri

Tablo 9. Bakir metali varliginda sitoplazmik proteinlerin pH 3-10 araligindaki spot

analiz sonuglari

Sitoplazmik Proteinler pH 3-10
2 kat degisen 10 kat degisen | 100 kat degisim
protein sayisi protein sayisi
0.1 Artan | Azalan | Azalan | Artan | Azalan | Artan | Azalan | Artan
iizerinde
W3110 173
yfhA::km 645 411 234 135 304 28 94 - 7
yfhK::km 938 658 280 142 434 16 99 - 5

Yukaridaki Tablo 9 da goriildiigi tizere yfhK geni mutant Cu ile muamele edildiginde
Cu ile muamele edilmis yabani tipteki sentez oranina gore 742 nolu spot 122.90, 1208
nolu spot 141,92 kat, 3614 nolu spot 192,63, ve 4877 nolu spot ise 205,93 katlik artig
gostermistir. Ayn1 mutantta 499 nolu spot 47,82 kat, 596 nolu spot 35,13 kat, 2190 nolu
spot 31,08 kat, 1047 nolu spot 29,58 kat ve 2743 nolu spot ise 22.06 katlik azalma ile en
fazla azalan 5 protein spotu olarak belirlenmistir. Bu spotlarin ilerideki ¢aligmalarda
MALDITOF analizlerinin yapilarak tanimlanmasi gerekmektedir. Jel analizi sonucunda
Cu ilave edilmis orneklerde W3110 yabani tipteki protein miktarina gére yfhA ve yfhK
mutantinda 10 kat fark olan spotlar ve yogunluklar1 Tablo 10 ve 11 de verilmistir.
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1
w3110
1309
178
389
2065
849
399
1133
766
2149
489
304
385
880
1256
989
3646
2463
427
2072
428
310
761
296

Tablo 10. Jel analizi sonucunda Cu ilave edilmis 6rneklerde W3110 yabani tipteki protein miktarina gére yfhA ve yfhK mutantinda 10 kat

fark olan spotlar ve yogunluklari (1. E. coli W3110 Cu ilave edilmis 6rneklerindeki spot numarasi, 2 ve 3 mutantlarin spot yogunluklari)

2

yfha
-66,52
-51,10
-44,44
-30,79
-30,31
-29,88
-21,57
-20,53
-19,89
-18,42
-16,88
-15,93
-15,36
-15,28
-14,60
-14,01
-13,65
-13,11
-12,78
-12,62
-11,94
-11,82
-11,64

1 2

w3110 yfhA
4119 10,35
3489 10,51
1171 10,59
582 10,70
2347 10,85
2896 10,86
421 10,96
416 11,03
2577 11,03
563 11,06
4532 11,16
956 11,16
4198 11,29
118 11,71
4997 12,16
2011 12,33
4187 12,36
4382 12,54
3593 12,59
4855 12,86
784 12,95
2536 13,27
1554 13,37

1 2

w3110 yfhA
2579 1447
2445 14,77
724 14,86
1986 14,86
560 15,65
500 15,71
440 16,52
1298 16,82
4743 17,07
875 17,32
3360 17,61
2204 18,19
460 19,13
458 19,68
3704 19,99
2744 20,47
3588 20,70
1285 20,98
4823 21,38
1968 22,76
1905 23,07
3411 23,65
4820 23,89

1
w3110
3410
571
4505
3364
2396
4044
284
3514
2531
4089
2556
1419
3534
4447
3900
1459
2504
4930
1071
3798
1472
895
3580

2

yfhA
27,08
27,19
27,79
28,12
28,89
29,58
31,51
32,01
34,77
35,09
36,01
36,70
37,97
37,99
39,39
40,96
41,71
42,11
43,56
46,41
47,11
47,74
49,81

1

4193
4644
1066
937

4507
3762
3546
1358
1508
2730

2 1 3
W3110 yfhA  W3110 yfhK
66 4862 10,02
78,64 1113 10,02
89,43 2508 10,10
106,28 744 10,12
106,36 2579 10,12
106,90 305 10,27
116,19 440 10,28
171,49 3422 10,31
196,63 2712 10,43
299,97 2680 10,45
4119 10,48
2752 10,49
795 10,61
4159 10,71
3246 10,77
3374 10,98
1092 11,45
530 11,58
363 11,88
1968 11,96
3724 12,10
922 12,10
3388 12,16

1 3

W3110 yfhK
2192 12,68
565 12,82
4792 13,11
3416 13,79
2135 13,88
2406 14,01
4527 14,56
1035 14,92
2614 14,95
2692 1541
4471 1587
615 1587
4847 16,02
4601 16,13
1071 16,49
4930 17,14
2395 17,62
2204 17,62
3141 17,77
2322 18,01
2280 18,14
1204 18,41
4091 18,62

1 3

W3110 yfhK
2581 19,81
2442 1981
4152 20,54
4637 20,83
869 21,66
4635 22,88
4202 2328
3487 2373
2154 24,05
4932 25,04
4539 25,62
3378 26,62
4556 27,56
4480 28,14
4970 30,25
923 3047
3665 30,84
4793 30,89
2419 33,34
3371 33,39
4976 34,56
3240 36,17
3429 36,89

1 3
W3110 yfhK
582 4586
4046 46,34
266 48,34
1120 59,24
2500 64,80
2474 67,46
1068 68,11
4745 78,47
256 82,21
2281 84,52
742 122,90
1208 141,92
3614 192,63
2537 195,92
4877 205,93

1 3
W3110 yfhK
499  -47,82
506  -35,13
2190  -31,08
1047  -29,58
2743 -22,06
429  -21,37
748 -188
249 -17,14
392 -1543
81 -14,91
340  -14,04
389  -1376
2785  -13.31
2097  -11,68
4776  -10,51
428  -10,05
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798 -11,51 2442 13,42 693 24,28 1017 50,31 2245 12,16 2006 18,84 3232 37,21

2078 -11,34 2325 13,85 1549 24,86 1994 55,63 617 12,25 268 19,25 2532 37,68
1101 -10,97 947 14,03 4508 25,07 4196 5591 3370 12,36 2236 19,49 3239 3831
392 -10,91 871 14,23 111 2591 2889 56,02 1091 12,52 1163 19,64 3659 41,35

499 -10,73 4988 14,28 2432 26,01 2158 63,28 957 12,66 506 19,72 4144 445



Tablo 11. E. coli W3110, yfhA ve yfhK gen mutantlarinin membran proteinlerinin 2D jel

analizi

Membran Proteinleri pH 3-10

2 kat degisen 10 kat degisen 100 kat degisim

protein sayisi protein sayisi
Azalan | Artan | Azalan | Artan | Azalan | Artan
W3110
yfhA::km 481 123 112 5 3
yfhK::km 1328 68 429 8 15

4- TARTISMA SONUC

E. coli, Enterobacteriaceae familyasindan gram negatif bir bakteridir. Bu organizma,
4288 ORF (Blattner vd. 1997) iceren tamamen dizilenmis bir genoma sahiptir. Hem
genomik hem de proteomik arastirmalarda biyokimyasal ve biyolojik calismalar icin
miikkemmel bir model organizmadir.

E. coli W3110 susunun sahip oldugu 4438 genin yaklasik olarak 2800 tanesinin
dogrudan fonksiyonlar1 belirlenmisken yaklagik 1600 tanesinin heniiz fonksiyonlari
belirlenememistir. Ayrica genlerin global ag icerisindeki rolleri yani ikincil, iiglinciil
gorevleri hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bu genlerden bir tanesi de yfhA/K iki
bilesikli sistemidir. Ornegin YfhK-A iki bilesikli fosforlama sisteminin hangi stres faktorii
tarafindan indiiklendigi ve bu sistemin hangi genleri kontrol ettigi hakkinda heniiz net ve
tekrarlt verilere rastlanmamustir. Bu genlerle son yillarda yapilan birka¢ ¢calismada YThK-A
iki bilesikli sisteminin seker metabolizmasinda, oksidatif streste ve Fe+3’lin hiicreye
aliminda bir roliiniin olabilecegi belirlenmistir. Birgok proteom veri tabani, farkli aragtirma
gruplari tarafindan olusturulmustur (Link vd., 1997; Tonella vd., 1998).

E. coli, degisen ¢evre kosullar1 altinda bakir kullanimini saglamak ve bakir
toksisitesinden korunmak icin Cu homeostazinda gorevli birden ¢ok regiilatdr sisteme
sahiptir.

Bir hiicrenin fizyolojisini anlamak, belirli kosullar altinda hangi proteinlerin ifade
edildigini bilmeyi gerektirir. Ekspresyon profili i¢cin mRNA incelemesine dayanan giiglii
yontemler yaygin olarak bulunmasina ragmen, mRNA ve protein seviyeleri arasindaki
korelasyon dogru bir sekilde yapilamamaktadir. Bu nedenle proteomik ¢alismalarda hiicresel
protein igeriginin dogrudan incelenmesi gerekir (Tonella vd., 2001). SDS-PAGE yontemi ile
izoelektrik odaklamanin (IEF) bilesimi olan 2D PAGE, kompleks protein karigimlarinin
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ayriminda kullanilan 6nemli bir tekniktir. Bu yontem ilk olarak 1975 yilinda O’ Farrel
(1975) tarafindan tanimlanmistir ve molekiiller birinci boyutta izoelektrik noktalarina (pl)
gore ikinci boyutta ise molekiil agirliklarina gore ayrilmaktadirlar. Klasik elektroforezden
farklr olarak IEF, proteinlerin bir pH gradyentinde pl degerlerine gore ayrilmasi prensibine
dayanir. Bu yontemde; pH gradyenti, diisiik molekiil agirlikli amfoterik maddelerin
(amfolitler) yardimiyla olusturulur. Bu molekiiller, proteinler gibi bir pl degerine sahip
olduklar1 i¢in uygun pH noktalarinda net elektrik yiikleri sifirlanir. Bu sebeple de proteomik
calismalarda ayrim giicii daha yiiksek bir yontemdir (Giinel vd., 2020).

Literatiirde bir¢ok ¢alismada E. coli’nin farkli kosullarda proteomik analizlerinin 2D
PAGE yéntemi ile gerceklestirildigi belirlenmistir. Ornegin, benzoik asitle muamele edilmis
E. coli hiicrelerinin protein profillerine bakildiginda toplamda 2284 protein spotu
belirlenmis ve 8 jelde benzer 1664 nokta eslestirilmistir. Bunlardan ise 146 spotta %10 dan
fazla artis ve 163 spotta ise %10 dan fazla azalis tespit etmislerdir. Farklilik goriilen bu
spotlar MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlanmistir (Yan vd., 2002).

Kabir ve Shimizu (2004) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada aerobik kosullar
altinda glikoz tizerinde biiyiitilen E. coli ve izositrat dehidrogenez mutant1 (icd) ile
yaptiklar1 iki boyutlu jel analiz sonuglarinda ortalama olarak, her 2DE jel goriintiisiinde
yabanil tipte 855 spot belirlenirken icd mutantinda 813 spot tespit etmislerdir. Bunlardan
elde edilen sonuglarda 21 protein, yabanil tip E. coli'ye gore protein seviyesinde siirekli
olarak onemli degisiklikler (>1.5 kat fark) sergiledigi belirlenmis ve MALDI-TOF MS
yontemi ile tamimlanmistir (Kabir ve Shimizu 2004).

Literatiirde yapilan bir bagka proteomik analizde ise E. coli’nin farkli kiiltivasyonlari
arasindan BL21, RV308 ve HMS174"in yiiksek glikoz konsantrasyonlarma yanit olarak
protein profillerinde bir fark olup olmadigini saptamaya calismislardir. Transkriptom
verilerinin analizi sonucunda {i¢ ana sus arasinda ortak olan 3882 genden 347'sinde énemli
degisiklik saptanmustir. Farkli sekilde ifade edilen bu genler, tasima, demir edinimi ve
hareketlilik ile ilgili oldugu belirlenmistir. Proteom modellerinin arastirilmasina ek olarak
yapilan Kiitle spektrometresi analizleri sonucunda farkli ifade edilen proteinler de ortaya
¢ikarilmistir (Marisch vd., 2013).

Yukarida belirtildigi gibi E. coli’nin iki boyutlu jel analizi ile yapilan farkli
proteomik c¢alismalar1 bulunmaktadir. Bizim ¢alismamizda da bakir stresi altindaki yabanil

tip E. coli W3110 ve yfhA/K mutant suslarinda sitoplazmik protein profillerindeki
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farkliliklar belirlenmistir. Genis aralikta protein profillerini incelemek igin ilk olarak pH 3-
10 striplerinde kullanilmistir. E. coli W3110 Cu bulunan ortamdaki protein profilinde 520
spotta azalma, 125 spotta artig belirlenmistir. Burada en az 2 katlik artis ve azalma olan
spotlar dikkate alinmistir. Dolayist ile Cu ilavesinin daha ¢ok genlerin ekspresyonlarinda
azalmaya neden oldugu belirlenmistir.

Mikroorganizmalar, biyokimyasal siireclerde Fe, Mn, Cu ve Zn metalleri gibi mikro
besin maddelerine ihtiya¢ duyarlar (Radin vd, 2019a, 2019b; Solérzano vd, 2019). Bunun
yaninda bu ge¢is metalleri mikroorganizmalar i¢in ayni zamanda toksisiteye de sebep
olmaktadir (Besold vd, 2016).

Mikroorganizmalar bu toksik etkilere karsi savunma olarak bazi genlerin ekspresyon
seviyelerini siirekli degistirerek yliksek Cu'ya uyum saglayabilmektedirler (Zhang ve
Rainey, 2007). Yapilan caligmalar, mikroorganizmalarin bakir toleransim1 saglayan bakir
alimi, tutulmasi, modifikasyonu ve ihra¢ mekanizmalarina sahip oldugunu goéstermistir
(Zhang ve Rainey, 2008; Dziewit vd, 2015; Zapotoczna vd, 2018).

E. coli’de, hiicrelerden fazla bakirin detoksifikasyonundan sorumlu iki kromozomal
sistem bulunmaktadir. Bu sistemlerden ilki CueR’nin regiile ettigi, copA ve cueO sistemi
digeri ise CusSR iki bilesikli fosforlama sistemidir. Bu iki bilesikli fosforlama sistemi Cu
konsantrasyonuna gore CusCFBA genlerini kontrol ederek hiicrenin Cu toksisitesinden
korunmasinda gorev alir. (Munson, vd., 2000; Petersen ve Moller, 2000; Stoyanov, vd.,
2001; Grass ve Rensing, 2001; Rensing ve Grass, 2003, Su vd, 2011). CusS/CusR iki
bilesenli sistemi periplazmada bakir varligim1 algilar ve sitoplazmadan bakirin
detoksifikasyonunu CusCFBA efflux pompasini devreye sokarak periplazmadan bakir
uzaklastirir (Franke, vd., 2003). iki sistemin farkli bakir diizeylerinde calistiklar1 da tespit
edilmistir (Outten, vd., 2001). Diisiik ve orta diizeydeki bakir toksisitesinde cue sistemi,
yiiksek bakir diizeylerinde ise cus sistemi devreye girmektedir. Ayrica yapilan bir ¢alismada
da zarf stres cevabini diizenleyen CpxA-CpxR iki bilesikli sisteminin bakir homeostatik
genlerinin diizenlenmesinde gorev aldigi tespit edilmistir. (Yamamoto ve Ishithama, 2006).
CpxA/CpxR iki bilesikli fosforlama siteminin regiilatorii olan CpxR sitoplazmadan bakirin
uzaklastirilmasinda CopA’y1 etkileyen bir faktordiir.

Ayrica E.coli’nin baz1 suslari, bakira direng kazandiran plazmid ile kodllanmis
genlere sahiptirler. E. coli’de pcoA ve pcoB plazmid iizerinde taginan bakir genleridir. Bakir
duyarli pcoA ve pcoB’nin birbiri ile etkilesim halinde olabildigi ancak sadece pcoA genine
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sahip olmasi durumunda ise ¢ok daha diisiik bir gen ekspresyonu ile bakira direng
kazandirdig1 ongoriilmektedir (Rensing ve Grass, 2003).

E. coli, degisen ¢evre kosullar1 altinda bakir kullanimini saglamak ve bakir
toksisitesinden korunmak i¢in ¢oklu koruyucu sistemlere sahiptir. Dis membran boyunca
metallerin taginimi  demir-siderefor kompleksleri ya da porin proteinleri arasinda
kolaylastirilmis difiizyonla olabilecegi diisiiniilmektedir (Stenberg, vd., 2005). Gram negatif
bakterilerde OmpF, OmpC porinleri ve bunlara benzer yapilar periplazmaya metal
katyonlarin tasinmasindan sorumlu olabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada E. coli mutant
susunda ompC ekspresyonunun azalmasi ile bakira karsi duyarliligin arttigi belirlenmistir
(Egler, vd., 2005).

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 ¢alismada
anaerobik ortamda 1mM Cu konsantrasyonunu yabani tip tolere ederken cusS mutantinin
hayatta kalma sansinin olmadig1 belirlemistir. Bu verilere bakilarak aslinda CusS proteininin
anaerobik  kosullar altinda hiicrede bakir homeostazinda gorevli olabilecegi
disiiniilmektedir. Daha 6nceki ¢alismalarda da anaerobik stres altinda cusR nin cusCFBA
genlerinin regiilasyonun da ciddi bir etkiye sahip oldugu bulunmustur (Larsen, 2011;
Yamamoto ve Ishihama, 2005).

Bununla birlikte, deniz hayvanlarinda ve insanlarda ciddi enfeksiyonlara neden
olabilen V. alginolyticus'ta bakir diren¢ mekanizmasinin anlagilmasi ¢ok siirlidir (Guo vd,
2018). V. alginolyticus ile yapilan bir ¢galismada CusSR, CusCFBA ve copB'nin bakir direnci
ve virlilans regililasyonundaki islevlerini ve ilgili mekanizmalarinin dogrulanmasi
amaclanmustir.

Bunun i¢in Cu stresi varliginda cusSR, cusCFBA, copB ve EC 3.6.3.4 ekspresyon
seviyelerine bakilmis ve sekiz genin tamaminin onemli Olclide pozitif regiile edildigi
belirlenmistir. Ayrica her bir bakir direng geni i¢in nakavt suslar olusturulmus ve bunlarin
ekspresyon seviyeleri gRT-PCR ile tespit edilmistir. CusS, cusR, cusC, cusF, cusB, cusA,
copB ve [EC: 3.6.3.4] 'in nakavt suslarinda 6nemli Ol¢lide azaldigi bulunmustur. Ayrica
CusS, cusR, cusC, cusF, cusB, cusA, copB ve [EC: 3.6.3.4] 'iin viriilans (yapisma, hemoliz,
biyofilm olusumu ve motilite) etkileri de arastirilmistir. Elde edilen sonuglarda cusS ve

cusR'nin sessizliginin bu dort viriilans fenotipi iizerinde anlamli pozitif etkilere sahip
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oldugunu bulunmustur. Ayrica hayatta kalma orani analizi de cusS ve cusR'nin yoklugunun
V. alginolyticus'un viriilans1 tizerinde dnemli pozitif etkilere sahip oldugunu goéstermistir.
Bu sonuglar CusS-CusR'nin viriilansin negatif regiilasyonuna katildigini ve ¢esitli viriilans
genlerinin reglilasyonunda rol oynayabilecegini  gosterdi. Ayrica, copB geni
susturuldugunda, biyofilm olusumunun azalmasi, copB'nin biyofilm olusumunun
diizenleyici mekanizmasi ile pozitif iligkili oldugunu diigiindlirmiistiir.

cusR (lacZ) mutant susu ile beta galaktosidaz testleri de yapilmis ve cusCFBA
genlerinin ekspresyon seviyelerinde azalma tespit edilmistir. Ayrica onceki RNA sekans
sonuglaria dayanarak, ampD, ccoP, pilN, ompA, IptC, pykF, purN, ectC, pfID, htpG ve feoA
dahil olmak {iizere bakira duyarli genler belirlenmis bu genlerin muhtemelen CusR
tarafindan diizenlendigi diisiiniilmiistiir. Bunu aydinlatmak i¢in, qRT-PCR yapilmistir. Bu
genlerin CusR tarafindan diizenlenip diizenlenmedigini daha fazla dogrulamak i¢in CusR
mutant susu ile LacZ aktiviteleri de bakilmistir. LacZ aktivite sonuglarinda, pflD ve feoA
onemli 6l¢iide azalirken, diger genler artt1 (He vd., 2021).

Bakir metali varliginda yabanil tip ve mutantlarin protein profillerini analiz
ettigimizde; yfhA mutant susu analiz sonuglarina bakildiginda kontrol grubuna gére 135’i
azalan 304 1 artan olmak iizere toplamda 439 protein spotunda en az 2 kathik fark
gozlenmistir. yfhK mutant susunda ise yabani tip W3110 a gore 142 azalan, 434 artan en az
2 katlik fark goriilen toplamda 576 anlamli protein spotu tespit edilmistir. Protein spotlarinin
yogunlugu daha ¢ok asidik ve nétr tarafta oldugu i¢in ¢alismamizda ayrica pH 4-7 stripleri
kullanilarak dar aralikta da protein profilleri analiz edilmistir. Yukarida Cu ile ilgili direng
sistemlerinden hangilerini nasil etkilediginin anlasilabilmesi igin spotlarin MALDITOF ile
tanimlanmas1 gerekmektedir. Su anda yfhA ve ythK iki bilesikli sistemin Cu ile iligkili
hangi genleri nasil kontrol ettigini belirleyememekteyiz.

Projemizin biitge bakimindan yetersizliginden calismamizda belirlenen spotlarin
tanimlanmasi yapilamamigtir. Calisma siirecinde dolar kurundaki ciddi artislar planlanan
bazi calismalarda yasamilan siireglerin telafi edilmesine engel olmustur. Ozellikle
komplemenet suslar ile yapilmasi gereken deneyler biitge yetersizligi ve zaman problemi
nedeniyle saglikli yapilamamistir. Komplementlerle deneyler yapilmis ancak istenilen
sonuglarin alinmas1 miimkiin olmamistir. Plazmitlerdeki indiiklenebilir promotorun
indiiklenmedigi belirlenmistir. Projenin ilk yilinda yaklagik 1.5 yil laboratuvarimizda yeni

alman 2D sisteminin optimizasyonu i¢in zaman harcanmistir. Yasanilan aksakliklar jellerin
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elde edilmesinde ortaya ¢ikan problemler nedeniyle hem zaman kaybina hem de malzeme
harcanmasina neden olmustur. Ancak sunulan jellerdende goriildiigii tlizere metod
oturtulmus ve prosediir isletilmistir. Bu agidan laboratuvarimiz ve liniversitemiz molekiiler
tekniklerden birisini yapabilir hale gelmistir. Bu projenin en temel amaglarindan biriside bu
metodun laboratuvarimizda yapilabilir hale gelmesidir. Calisma sonucunda yfhK ve yfhA
genlerinin nakavt edildiginde Cu varliginda veya yoklugunda bir ¢ok proteinde onemli
gorevleri oldugu goriilmiistiir. Bu spotlarm MALDITOF analizi yapildiktan sonra
tanimlanmas1 ile bu genlerin hangi genleri kontrol ettigi ortaya konulmus olacaktir. Bu
nedenle bu ¢alismamiz, MALDI-TOF veya LC/LC gibi kiitle spektrometreleri ydntemleriyle

anlamli proteinlerin tanimlanmasini igeren bir sonraki ¢alismalar i¢in zemin olusturmustur.
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