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OZET
Bu calismanin amaci, bazi metallerin sebep oldugu stres altinda, Escherichia

coli’nin yasaminda oksidatif stres genlerinin rollerinin belirlenmesidir.

Escherichia coli, dogada bircok stres faktorii ile basa ¢ikkmak zorundadir. En
onemlilerinden biri olan oksidatif stres, canhlarin dogada ve aerob
metabolizmalarinin geregi olduk¢a sik karsilastiklar1 bir stres faktoriidiir. Bu
stres ile basa ¢ikabilmek icin bir¢ok enzimatik ve enzimatik olmayan korunma

mekanizmalarina sahiptir.

Cahismada Escherichia coli’nin oksidatif strese karsi korunmada rol alan sodA,
sodB, sodC, katE, katG, ahpC, zwf, btuE enzimleri ile bu enzimlerin
regiilasyonunda gorev alan 0xyR, SOXR, soxS diizenleyici genlerine sahip mutant
bakteriler kullanilmistir. Japon Ulusal Genetik merkezinden temin edilen
Escherichia coliBW25113 mutantlarindan P1 transdiiksiyon ile mutasyon
bolgeleri Escherichia coliw3110 bakterisine aktarilarak, mutant genlere sahip
E. coli W3110 elde edilmistir. Aym sekilde Japonyadan temin edilen plazmitler
dogrulama testleri icin bu mutantlara transformasyon ile aktarilmistir.
Belirtilen genlerin metal direncindeki rollerinin analizi icin; Cu, Zn, Ni, Co,
Mn, Al, Pb, Cd, Cr, Mo, Hg metallerinin Minimal inhibisyon Konsantrasyonu

testleri, fosfat tamponunda Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu degerinin



yarisi ile metal varh@inda yasam deneyleri, farkli konsantrasyonlarda cesitli
metallerin bulundugu kati besiyerlerinde ise farkh sayilarda bakteriler ile
iireme testleri yapilmistir. Onemli rol oynadig: belirlenen genlerin dogrulamasi
icin plazmit transformasyonu yapilmis genlere sahip mutantlar ile aym testler

tekrarlanmstir.

Calisma sonucunda, metal stresi altinda oksidatif stres genlerinden sodB ve
katE’nin metal direncinde en onemli gen bolgeleri oldugu belirlenmistir. Bu
iliski ile literatiire, metal stresine kars1 korunmada global mekanizmanin nasil

olduguyla ilgili katki saglanmstir.

Anahtar kelimeler: Escherichia coli, Metal stresi, Reaktif oksijen radikali
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ABSTRACT

The purpose of this work is to determine the roles of the oxidative stres genes in

the survival of Escherichia coli under the effect of some metals that cause stress.

Escherichia coli has to cope with the stress factor in nature. Oxidative stress is a
common stres factor that microorganisms often encounter in nature and related
to their aerobic metabolisms. They have various enzymatic and nonenzymatic

protection mechanisms to overcome this stress.

In this study, to research of the roles of sodA, sodB, sodC, katE, katG, ahpC, zwf,
btuE enzymes and oxyR, soxR, soxS regulation genes on the protection of
Escherichia coli again oxidative stres the relation with metals, mutant bacteria
were used. The mutant genes of Escherichia coli BW25113 obtained from Japan
National Genetic Center were transfered with P1 transduction Escherichia coli
W3110 bacteria, and E. coli W3110 that have a mutant gene were obtained.
Plazmits that obtained from Japan were transfered to these mutants for
complementation tests. For the analyses of metal resistance of these genes,
Minimal Inhibitory Concentration tests in microplates of Cu, Zn, Ni, Co, Mn,
Al, Pb, Cd, As, Cr, Mo, Hg metals, the viable experiments in metal existence
with the half of Minimal Inhibitory Concentration values in phosphate buffer,
the reproduction tests are carried out with various amount of bacteria in

nutrient agar with the concentration of different metals. At the end of the



vii

studies, the same tests are repeated with the mutants that have the plazmit

transformation genes for the accuracy of the genes that play an important roles.

At the end of the study, the role of the oxidative stress genes relation with the
metal stress, and what genes play roles on the metal resistance under different
conditions were determined. It is aimed to contribute global mechanisms to

protect againts metal stress in literature with the help of this project.

Keywords: Escherichia coli, metal stress, reactive oxygen radicals
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1. GIRIS

Mikroorganizmalar ¢evrelerindeki degisimlere kendilerini bir seri biyokimyasal ve
genetik cevap ile adapte etmek zorundadirlar. Her bir farkli stres faktoriine karsi,
0zel korunma yollarina sahiptirler. Bireysel stres cevaplari birgok kez tek bir ¢evresel
sinyal ile tetiklenmektedir. Ancak dogadaki yasam sirasinda birden fazla stres sartina
ayni anda maruz kalan mikroorganizmalarda global diizenleme ile, ilgili olmayan
stres sartlarinda rol oynayan gen golgelerininde indiiklendigi goériilmektedir. Bu
sartlarda farkli bircok mekanizma devreye girmektedir. Bu global diizenleme ¢apraz
cevap olarak adlandirilir. Capraz diizenlemeler ve global ag ile ilgili bir cok ¢aligma

farkli prokaryotlarda yapilmistir (Moore ve Helmann, 2005; Uzzau ve ark., 2002).

Esansiyel metaller organizmalarin biiyiimesi ve gelisimi i¢in hayati mikroelementler
olarak gorev alirlar. Bu metaller arasinda kalsiyum (Ca), kobalt (Co), bakir (Cu),
demir (Fe), mangan (Mn), molibden (Mo), nikel (Ni), ¢inko (Zn) sayilabilir. Bu
mikroelementler mikroorganizmalarin birgok metabolik faaliyeti i¢in gereklidir. Bu
nedenle esansiyal metaller i¢in bakterilerde tasima sistemleri vardir (Babai ve Ron,
1998). Hayati metaller biyokimyasal reaksiyonlar i¢in katalist, protein yapilar1 ve
bakteriyal hiicre duvari icin stabilizer, osmotik dengenin saglanmasinda, redoks
yollarinda gorev almaktadirlar. Magnezyum (Mg) ve ¢inko(Zn) gibi bazi metaller
DNA’nin elektrostatik giiciinde ve c¢esitli enzimlerin stabilizasyonunda gorev
almaktadir. Ancak bu elementler yiiksek seviyelerde oldugunda toksik etki
gosterdikleri i¢in, bu metallerin fazla oldugu durumlarda hiicreleri korumak i¢in
farkli diizenleme mekanizmalari bulunmaktadir. Hayati olmayan metaller, tasima
sistemlerinin spesifikligine ragmen hiicrelere girebilmekte ve zarar verebilmektedir.
Bu metaller ise arsenik (As), kadmiyum (Cd), krom (Cr), kursun (Pb) ve civa (Hg)
olarak drnek verilebilir (Konopka ve Zakharova, 1999; Lim ve ark., 2009).

Metallerin etkileri ve hiicre i¢i konsantrasyonlarinin ayarlanmasi ve toksik
Ozelliklerinin elemine edilmesi ile ilgili molekiiler mekanizmalar, son 10 yilda yogun
olarak calisilmaya baslanmistir. Bu mekanizmalarin aydinlatilmast hem bakteriyal

metabolizmanin anlagilmasi hem de bakterilerle miicadelede kullanilmasi igin



oldukca 6nemlidir. Ayrica insan viicudunda patojen olan mikroorganizmalara karsi,
viicudumuzun koruma yollarindan biriside patojenlerin ihtiya¢ duydugu metal
diizeyini diisiirmek i¢in bazi proteinlere sahip olmasidir. Patojenlerin kendilerini
korumak i¢in sahip olduklar1 metal eksikligini giderme yollarinin ve molekiiler
mekanizmalarinin hastaliklarla miicadele i¢in de aydinlatilmasi gerekmektedir. Agir
metaller sucul ve karasal ¢evrelerde birgok canlida fizikokimyasal seviyede
calisilmistir. Ancak toksik Ozelliklerine karsi korunma mekanizmalar1 ve global
diizenleme icerisinde bu korunma mekanizmalarinin yeri molekiiler diizeyde yeterli

seviyede ortaya c¢ikarilamamuistir.

Metaller kovalent ve iyonik baglar ile hiicresel ¢esitli komponentler ile iliskiye
girmektedir. Yiiksek miktarlarda bulunan metaller esansiyel olsun veya olmasin
hiicre membranlarina, enzim spefisikligine, DNA’nin yapisina hasar verdigi ve
hiicresel fonksiyonlarin dagilmasina neden oldugu belirlenmistir. Fe, Cu, Cr, V, Co
redoks dongii reaksiyonlarini saglayarak toksik olurken, Hg, Cd, Ni glutatyon
eksikligi ve proteinlerin siilfidril gruplarina baglanarak etki gosterir (Helbig ve ark.,
2008). Arsenigin nitrik oksit olusumunu tesvik ederek ve thiol gruplarina baglanarak
etki gosterdigi bilinmektedir (Valko ve ark., 2005). Ancak bakirin reaktif oksijen
radikalleri tiretimi ile etki gdsterdigine dair slipheler bulunmaktadir (Valko ve ark.,
2005). Bir ¢ok metalin toksisitesinde reaktif oksijen radikalleri ile olusan oksidatif

stres olusumunun olduk¢a 6nemli oldugu goriilmektedir.

Oksidatif stres dogada ve hayvanlarin viicudunda mikrooganizmalarin karsilagtiklar
en Onemli streslerden birisidir. Dogada giines 1518min  direkt etkisi veya
fotosensitizerler vasitasiyla meydana gelen fotooksidatif stres ile olusan radikaller
vasitastyla gerceklesmektedir. Ayrica oksijenli solunumun dogal ({iriinii olan
radikaller,hiicre i¢in basa ¢ikilmasi gereken bir sorundur. Reaktif oksijen radikalleri
aminoasitlere, proteinlere, DNA’ya ve lipitlere saldirarak ciddi hasarlar vermektedir
(Jord1 ve Ros, 2000). Makrofajlar bakterilerle miicadelede oksidatif sres ajanlarini
kullanirlar. Baz1 metallerin oksidatif stres ile iligkili olduklar1 yapilan ¢aligmalarda
ortaya konulmustur (Brocklehurst ve Morby, 2000). Metal iyonlarinin

toksisitelerindeki farklilik ¢oziiniirliikleri, absorbe edilebilir olmalari, tasmmalari,



kimyasal reaktiflikleri ve hiicre iginde olusturduklar1 komplekslerin farkli
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle metal toksisitesinin temel sebeplerinden
birisi reaktif oksijen radikallerinin olusumuna neden olarak oksidatif stres olusumu
saglamalardir (Silver, 1996). Demir ve bakir reaktif oksijen radikal iiretimine sebep
olan metaller olarak en fazla galisilan metallerdir (Touati, 2000). Demir, biyolojik
makromolekiiller ve oksijen arasindaki redoks reaksiyonlarini katalize edebilme
ozelligine sahiptir. Mikroorganizmalar solunum zinciri, TCA dongiisiinde, oksidatif
stres enzimlerinde gorev alan birgok proteinde kofaktor olarak demire ihtiyag duyar.
Demir oksijenli ¢evrelerde notral pH civarinda, zayif ¢oziiniirligli nedeniyle dogada
mikroorganizmalarin  kullanabilecegi bir formda degildir. Bu nedenle
mikroorganizmalar sideroforlar olarak adlandirilan kiiciik 6zel demir tasima
sistemleri bulundurmaktadirlar (Braun ve Killmann, 1999). Ancak demirin
eksiliginin zararli oldugu gibi fazlasida olduk¢a zararlidir. Metal homeostazisi
tizerine ¢alismalar genelde demir iizerine yogunlasmistir (Braun ve Killmann, 1999).
Demir ADP, EDTA, histidin, sitrat ve diger selate edici ajanlar ile reaktif oksijen
tirlerinin olusumunu ve lipit peroksidasyonunu artirdigi gosterilmistir. Demir fenton
reaksiyolar1 i¢in katalist olarak gorev alir (Hantke, 2001). Fenton reaksiyonlari
siiperoksit anyonunun doniisiimii ve hidrojen peroksitin lipit peroksidasyonunu
baslatan bir radikal olan hidroksil radikaline doniigiimiidiir. Ancak demirin bu
reaksiyonlar1 gerceklestirebilmesi icin ya serbest ya da katalitik olarak aktif olmas1
gerekmektedir. Ancak dogada kompleks halinde olup serbest halde demir bulunmasi
zordur (Hantke, 2001). Xenobiotiklerin birgogunun ferritinden demiri uzaklastirdig
belirlenmistir. Bu nedenle xenobiotiklerin varligr reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu artirabilmektedir. Metal iyonlarinin meydana getirdigi reaktif oksijen
radikalleri ile toksisite sadece bakterilerde degil ayn1 zamanda bitki ve hayvan
hiicrelerinde de ciddi hasarlar meydana getirmektedir. Bu hasarlar genelde nérolojik,

hepatolojik veya nefrolojik olmaktadir (Lushchak, 2011).

Metal toksistesine karsi korunmada bakteriler c¢esitli molekiiler korunma
mekanizmalarina sahiptirler. Mikroorganizmalar metal toksistesine karst 6 temel
mekanizma ile korunmaktadir. Bu mekanizmalar; membranin permeabilite

bariyerinin ayarlanmasi, hiicre i¢i veya dis1 metalerin doniistiiriilmesi, aktif transport



pompalart ile disar1 atilmasi, enzimatik detoksifikasyon ve metal iyonlarina hiicresel
hedeflerin hassasliginin azaltilmasi olarak sayilabilir. Bu mekanizmalar genelde
metalin  disar1 tasinmasi veya daha az toksik forma enzimatik olarak
dontstiirilmesidir (Silver, 1996). Metallere kars1 mikroorganizmalarin direng
mekanizmalarinin anlasilmast hem insan sagligi hemde ¢evre saghigi agisindan
onemlidir. Ancak metal toksisitesi iizerine bircok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen
farkli stres kosullarinda metal toksisitesi ve korunma aglarinin molekiiler
mekanizmalarmin agiklanmasi noktasinda yeterli calismalar bulunmamaktadir.
Metallere karst mikroorganizmalarin sahip oldugu korunma mekanizmalarindan
kisaca bahsedecek olursak; Hg i¢in Mer regiilonu ile diizenlenen enzimatik olarak
detoksifiye edilmesi, arsenik i¢in enzimatik olarak arsenite doniistiirme ve
membrranda bulunan protein ile disar1 pompalanmasi, kadmiyum i¢in disar
pompalama sistemi, bakir igin iki bilesikli fosforlama sistemi ve pompalama ile,
krom ig¢in hiicresel aliminmi azaltarak korunma s6z konusudur. Bu sayilan direng
genleri plazmitler veya kromozamal olarak kodlanmaktadir. Hayati metaller ile ilgili
genler genelde kromozmal olup hayati olmayan metallerin direngleri genelde
plazmitler tarafindan kodlanmaktadir (Bruins ve ark., 2000). Disar1 atim pompalari

ya ATPase veya kemiozmotik olarak ¢aligir.

Bakir siilfat dogal olarak ortaya ¢ikan yaygin bir metal tuzudur. Tarim alanlari,
meyve ve sebzelerdeki bakteriyal ve fungal hastaliklar1 kontrol etmek i¢in oldukga
stk kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda algisit, herbisit, olarak da kullanilmaktadir.
Bakir iyonlar1 terminal oksidaz, monooxigenaz, dioxigenaz gibi bir ¢cok enzimin aktif
alanlarinda gerekli bir metaldir (Lee ve ark., 2005). Ancak fazlasi zararlidir. Reaktif
oksijen ajanlarinin iiretimi ile hidrojen peroksitten serbest radikallerin ortaya ¢ikmasi
ile sonuglanan redoks reaksiyonlarini katalizleyebilmektedir. Hiicreler bu nedenle
bakir iyonlarina kars1 spesifik mekanizmalara sahiptir. Cu gibi soft metaller histidin
rezidiilerinin azotuna, sistein rezidiilerinin tiyolatlar1 gibi gruplara kovalent olarak
baglanabilir. Nikel, kursun, arsenik, ¢inko, gibi soft metallerde ayni etkiyi
gostermektedir (Lee ve ark., 2005). Biitiin metal iyonlar1 fazla bulunduklar taktirde
toksik ozellik gostermektedir. E. coli’de bakir direnci koromozamal kodlanan bakir

direng genleri ile kontrol edilmektedir. Metalleri disariya veya igeriye tasiyan



sistemlere sahiptirler. Bunlar ATPaz’lardir. Bu tasiyicilar monovalent veya divalent
metal pompalar1 olarak bilinir. E. coli CopA ATPazi bir efflux pompast olarak
hareket eder. CueR bu proteinin regiilatoridiir. Ayrica CusRS bakir iyonlarina
cevapda kullanilan iki bilesikli sinyal sistemidir. Bu sistemin kontrol ettigi bakir
tastma  genleri mevcuttur. Bu  sistem  temelde  periplazmik  bakir’in
uzaklastirilmasinda gorevlidir. Bakir’in siiperoksit varliginda hidroksil radikal
olusumuna neden olmaktadir. Bu reaksiyon demirin katalizledigi fenton reaksiyon ile
analogtur. Dolayisi ile CuSOy, E. coli’nin SoxR bagimli SoxS indiiseri olarak hareket
eder. Bakir toksisitesinin en temel nedeninin reaktif oksijen {retimini saglamasi
olarak ifade edilmektedir (Rensing ve Grass, 2003). Yapilan bir ¢alismada oksidatif
DNA tamir mekanizmasi veya SOD eksik olan strainlerin bakir varligma asiri
hassasiyet gosterdigi belirlenmistir (Kimura ve Nishioka, 1997; Battistoni ve ark.,
2000). Bakir ayrica NADH dehidrogenaz veya diger solunum eizmlerini redoks
dengesini bozarak etkiler. Bu bilgiler bir nevi yaptigimiz calismanin literatiirel
dogrulamasi olacaktir. Demir ve bakirin reaktif oksijen radikalleri olusturdugu net
olarak bilinmektedir. Ayrica 1s1 sok genleri olan 1bpA ve 1bpB nin kodladig:
proteinlerin bakir stresi ile ortaya ¢ikan oksidatif stresde onemli roller aldigi
belirlenmistir (Matuszewska ve ark., 2008). Bu sonug global kontrol aglarinda metal
direncinde rol oynadigini gostermektedir. Dolayisi ile global kontrol aglarinda yer
alan, bir ¢cok metal stresi ile ilgisiz gibi gorlinen genlerin gorevleri oldugu ifade

edilebilir.

Kadmiyum biyolojik bir fonksiyonu olmadigi bilinmesine ragmen hiicreler
tarafindan kolayca transfer edilebilmektedir. Fazla miktarda alindiginda redoks aktif
bir bilesik olmamasina ragmen, potansiyel oksidatif stres ajan1 olmak (Vanbogelen
ve ark., 1987; Cuypers ve ark., 2010), DNA replikasyonunun inhibisyonu yapmak
(Mitra ve ark. 1975), tek iplikli DNAnin kirilmasina sebep olmak (Mitra and
Bernstein, 1977), DNA tamir mekanizmasinin bir inhibitérii olmak gibi etkileri
vardir. Bakterilerde kadmiyum biiylime oranimi azaltir, lag fazini1 uzatir, hiicre
yogunlugunun azalmasina ve hatta doz artig1 ile 6liimiine neden olur (Sinha ve
Mukherjee, 2009). Ayrica son yapilan bir ¢alisma kadmiyum stresinin E. coli’nin

morfolojisinde degisimlere neden oldugunu gostermistir (Hossain ve ark., 2012).



Ayrica ayn1 ¢alismada kadmiyum muamelesinin hiicre bdliinmesinide Z halkasi
olusumunu inhibe ederek engelledigi tespit edilmistir. Ayrica kadmiyum stresinin E.
coli’de DNA tamir, 1s1 sok, soguk sok, osmotik stres, asit stres, antibiyotik direnci,
SOS, stringent cevap sistemi oksidatif stres cevaplarini indiikledigi gosterilmistir
(Vanbogelen ve ark., 1987; Blom ve ark. 1992; Ferianc ve ark., 1998; Wang ve
Crowley, 2005; Shen ve ark., 2012).

Bir¢ok bakteride civa toksisitesine karsi diren¢ genleri bulunmaktadir. MerR
regiilatorii civa yoklugunda baskilanir ve bu regiilator tarafindan kontrol edilen bu
genler dolayist ile civa varliginda eksprese edilir. Regiilatoriin aktivasyonu
ortamdaki civa varlig1 ile olmaktadir. Civa proteinlerin thiol gruplarma yiiksek
affinite gosterir. Civa regiilatoriiniin kontroliindeki genler merT, merP, merA, merB,
merD dir. (Clarkson, ve ark., 2007; Mason ve ark., 1995; Barkay ve ark., 2003).
Arsenik operonunda bir regiilatér arsR ve kontrol ettigi arsD, arsA, arsB, arsC
genleri vardir. ArsC toksik formdaki arseniti [As(IIl)] daha az toksik arsenata [As
(V)] indirgemektedir. Bakir i¢in poc regiilonu gorev almaktadir. pocR regiilator
olarak gorev alir ve pcOABCDSE genlerini kontrol eder (Brown ve ark., 1995).
Kadmiyum ic¢inde ayni sekilde diren¢ genleri bulunmaktadir. Cd efflux ATPase
pompasi kadmiyumun disar1 atimindan sorumludur. Co ve Zn da Cd mekanizmasi ile
ayni mekanizma tarafindan digar1 atilmaktadir (Barras ve ark., 2011). Yapilan bir
calismada Cinko tip III sekresyon sisteminin fonksiyon kaybina neden olmaktadir

(Mellies ve ark., 2012)

Metal direnci ayn1 zamanda antibiotik direnci ile iligkilidir (Harnett veGyles, 1984,
Mcentee ve ark., 1986; Schwarz ve Hobel, 1989; Bellieveau ve ark., 1991). Bu
nedenle konjugasyon ve transdiiksiyun ile direng genleri aktarilabilmektedir. (Harnett
ve Gyles, 1984).

Demir ve bakir fenton reaksiyonlar1 ile hidroksil radikal olusumunu tetiklerken
(PierreveFontecave, 1999), manganin bu reaksiyonu katalizlemedigi gériilmiistiir.

(ChetonveArchibald, 1988). Fotosentez, aminoasit metabolizmasi, aromatik asit



metabolizmasi, sinyal transdiiksiyonu, niikleik asit degredasyonu gibi bir ¢ok

metabolik yolda mangan gereklidir (Jakubovics ve Jenkinson, 2001).

Oksidatif stres ile iligkili olarak SoxRS ve OxyRS regiilonu olarak 2 temel regiilon
gorev almaktadir. Bu regiilonlar siiperoksit ve peroksit ile ayr1 ayr1 diizenlenmektedir
(Demple, 1996). Siiperoksit ile indiiklenen stimiilon SoxRS olup bu diizenleme ile en
az 6 gen kontrol edilmektedir (Storz ve Imlay, 1999). Peroksit ile kontrol edilen
OxyRS stimiilonudur. Siiperoksit tarafindan SoxR ile diizenlenen aktiviteler arasinda
SOD (sodA tarafindan kodlanan), DNA tamir enzimi endoniikleaz IV (nfo) ve
fumarazin O°’ye direngli izozimleri (fumC) ve akonitas (acnA) bulunmaktadir
(Jamieson ve Storz, 1997). SoxRS’nin aktivasyonu hiicrenin giiciinii arttiran glukoz-
6-fosfat dehidrogenazin (zwf) seviyesini arttirir ve demir birikimini azaltan ve
ardindan OH® olusumunu azaltan Fur (fur) represériiniin seviyesini azaltir (Jamieson
ve Storz, 1997). tolC tarafindan kodlanan dis membran proteini, arcAB tarafindan
kodlanan ilag efflux pompalart ve dis membran proteinlerinin ekspressiyonunu
baskilayan MicF, O°," seviyesinin artmasina yol acan redoks olarak aktif bilesiklerin
ortamdan elimine edilmesine neden olur (Aono ve ark., 1998). H,O,’nin sebep
oldugu aktivitenin ¢cogunun ekspressiyonu OxyR transkripsiyon faktorii tarafindan
diizenlenir. OxyR ise hidroperoksidaz 1 (katalaz, katG), hidroperoksid rediiktaz
(ahpC), glutaredoksin I (grxA), glutathione rediiktaz (gorA) ve Fur represoriinii (fur)
igcermektedir (Jamieson ve Storz, 1997; Tao 1997; Zheng ve ark., 1999). Bunun
yaninda, H,O,’ye karst koruma aktivitesi OxyR’nin kontrolii altinda olmayan,
hidroperoksidaz Il (katE) ve DNA tamir enzimi olan endoniikleaz III (xthA), DNA
polimeraz I (polA) ve Rec A’y1 da igermektedir (Imlay ve ark., 1988).

E. coli metal stresinin ¢alisilmasi ve molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi igin
en uygun organizmadir. Bugiline kadar model organizma olarak en fazla ¢alisma bu
organizma ile yapilmistir. Ayrica hizli generasyon zamani ve toksik kimyasallara

kars1 gabuk cevap vermesi nedeniylede uygundur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Escherichia coli

Escherichia colil885°de Thedor Escherich tarafindan ishalli siit ¢ocuklarinin
diskisindan izole edilmistir. 1999’a kadar Bacterium coli commune ismi ile
tanmmustir.Bu tarihten sonra Castellani ve Chalmer tarafindan Escherichia coli
olarak adlandirilmistir (Karli ve ark., 2010).

2.1.1.Morfoloji ve kimyasal 6zellikleri

Escherichia coli, Enterobacteriaceae ailesindeki diger bakteriler gibi, gram negatif
comak seklinde sporsuz bir bakteridir. Kapsiil olusturma o6zelligi cok nadirdir.
Polisakkarit yapisinda K antijenlerini iceren slime tabaka ya da Polisakkarit
yapisinda M antijeni iceren bir mikrokapsiil igerebilirler.Ayrica bakteriofajlarina
gore faj tiplerine ayrilmaktadir ve kolisin tiplerine goérede smiflandirilmaktadir.
Kolisin, antimikrobiyal 6zellikte bir bakteriyosindir. Bu bakteriyosinler ayni tiirden

diger suslara eritici etki yapmaktadirlar (Karli ve ark., 2010).

Escherichia colizenginlestirilmemis besiyerlerinde fakdiltatif anaerob olarak iirer.
Optimal iireme noétral pH da 37°C'de olur. 18-44.5°C arasinda, pH 5-8 sinirlarinda
daha yavas olarak iirer. 44°C' de laktozu fermente edebilmesi ve indol olusturmasi
diger koliform laktozu fermente eden bakterilerden ayirt edilmesinde kullanilir (Karh

ve ark., 2010).

Sivi besiyerlerinde genellikle homojen bulaniklik olusturur. Kati besiyerlerinde
pigmentsiz S seklindeki suslar, 24 saatte, 2-3 mm ¢apinda, ortas1 kalkik sekilde
olusur (Karl ve ark., 2010).

Laktozu fermente ve safray1 presipite ettigi MacConkey agar besiyerinde kirmizi

renkli koloniler olustururlar. Eozin Metilen Blue (EMB) agar besiyerinde ise laktozu



fermente ederek metalik refle veren yesil siyah koloniler olustururlar (Karl ve ark.,

2010).

Escherichia coli'nin onemli biyokimyasal ozelligi glikozdan asit ve gaz

olusturmasidir (Karli ve ark., 2010).

Escherichia coli’nin hareket etmeyen, laktozu fermente etmeyen, glikozdan gaz
olusturmayan suslar1 inaktif suslar olarak kabul edilir. Bu suslar bircok 6zellikleri

ile Shigella cinsine daha yakin bulunurlar (Karli ve ark., 2010).

2.1.2.Virilans faktorleri

Escherichia coli’de virtilans faktorleri, yilizeyde iiretilerek olay yerine taginanlar ve
hiicre icinde iiretilerek olay yerine taginanlar olarak ikiye ayrilir. Hiicre iginden dis
ortama salgilanan viriilans faktorleri demirin sinirlt oldugu ortamlarda bakterinin
tiremesine yardimeci olurlar. Yiizeyde iiretilenler ise konak hiicrelerin ylizeyine
tutunmada rol oynar ve doku invazyonu, biyofilm olusumu veya sitokin indiiksiyonu
gibi ilave rolleri de olabilen farkli fimbria sekillerinden olusur (Saglik Bakanligi,

2005).

2.1.3.Direnc¢

Escherichia coli direngli bir bakteridir. Oda 1sisinda uygun ortamda uzun siire canli
kalabilir. 60°C 1s1da 30 dakika yasayabilir. Dezenfektanlara kars1 direng gelistiremez.
Escherichia coli’nin, brillant yesili, malasit yesili, sodyum tetratiyonat, fuksin,
bizmut sitrat, sodyum deoksikolat, sodyum siilfat, safra, safra tuzlari, selenit tuzlarna
kars1 daha az direngleri olmasindan yararlanilarak Salmonella ve Shigella gibi

bakterilere selektif besiyerleri gelistirilmistir (Saglik Bakanligi, 2005).
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2.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, biyolojik sistemde prooksidanlar ile antioksidanlar arasindaki
dengenin, prooksidanlar lehine bozulmasi olarak bilinir. Hiicreler hafif oksidatif
stresi tek baslarina tolere edebilirler. Genellikle antioksidan enzim sistemlerini aktive
ederler. Fakat hiicre i¢i savunma sistemlerinin yeterli olamadigi durumlarda, reaktif
oksijen bilesikleri (ROB) ile antioksidanlar arasindaki denge bozulur, bu sebeple
DNA, protein, karbonhidratlar ve lipitler gibi hiicresel makromolekiiller zarar goriir

(Sabuncuoglu ve Ozgiines, 2011).

Serbest radikaller, atomik orbitali iizerinde eslenmemis elektron (e’) tasiyan
molekiiller olarak bilinir. Serbest radikal olusumunun fazlalagsmasi, oksidatif stresi
tetiklemektedir. Aerobik  (oksijen soluyan)  organizmalarda serbest radikal
olusumunu kontrol altinda tutmak ve bu molekiillerin zararli etkilerine maruz
kalmamak i¢in antioksidan savunma sistemleri gelismistir. Ancak bazen mevcut
antioksidan savunma sistemi serbest radikallerin etkisini tamamen Onleyemez ve
oksidatif stres olarak adlandirilan durum ortaya cikar (Sabuncuoglu ve Ozgiines,

2011).
2.2.1.Serbest radikaller

Serbest radikaller hidroksil, stiperoksit, lipid peroksit ve nitrik oksit radikalleri gibi
degisik kimyasal yapilara sahiptir. Biyolojik sistemlerde en 6nemli serbest radikaller,
oksijenden olusan radikallerdir. Oksijen, siiperoksit grubuna (02) baz1 demir-kiikiirt
iceren yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir.
Son derece etkili olan ve hiicre hasarina yol agan siiperoksit grubu, bakirli bir enzim
olan siiperoksit dismutaz (SOD) araciligiyla hidrojen peroksit (H2O2) ve oksijene
cevrilir. Siiperoksit grubundan daha zayif etkili olan H,O,, dokularda bulunan
katalaz, peroksidaz ve glutasyon peroksidaz (GPx) gibi enzimlerle su ve oksijen gibi
daha zay1f etkili tirlinlere doniistiiriilerek etkisiz hale gelir. Dietilditiyokarbamat gibi
stiperoksit dismutazin etkinligini engelleyen maddeler, siiperoksit gruplarinin

zararsiz hale getirilmesini sinirlandirirlar ve lipid peroksidasyonu hizlandirirlar.
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Katalazin etkinligini engelleyen maddeler (aminotriazol gibi herbisidler) de etkin
oksijen gruplaria veya bu gruplar1 olusturan maddelere duyarliligi artirir (Mercan,
2004).

2.2.1.1.Siiperoksit radikali

Aerobik hiicrelerde oksijen bir elektron alarak indirgenir ve sonucunda serbest

sliperoksit radikal anyonu (O,”) meydana gelir (Yiizereroglu, 2011)

O+e 5 O~

Stiperoksit, bir serbest radikaldir ve direkt olarak hiicreye fazla zarar vermez. Asil
Oonemili olan gorevi hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metal iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir.  Siiperoksit, diisik pH degerlerinde daha reaktiftir ve
oksidan perhidroksil radikali (HO;") olusturmak {iizere protonlanir (Yiizereroglu,
2011)

Stiperoksit anyonu oksitleyici ve rediikleyici 6zellige sahiptir. Rediiktan olarak
gorev yaptiginda bir elektron kaybeder bdylece oksijene okside olur. Oksidan
olarak gorev yaptiginda ise bir elektron alir ve hidrojen peroksite indirgenir.
Stiperoksit ile perhidroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girdiginde biri
okside olurken digeri  indirgenir, oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelir
(Yiizereroglu, 2011)

HO,* +O,~+ H' > 0, +H,0,
2.2.1.2.Hidrojen peroksit
Hidrojen peroksitin asil iiretimi siiperoksitin dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit

molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler oksijeni

olustururlar (Yiizereroglu, 2011)
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20,7 +2H" _____ § Hy0,+0;

Hidrojen peroksit uzun 6miirlii bir oksidandir ve membrandan kolayca gegebilenir.
Hidrojen peroksit paylasilmamis elektron tagimadigi i¢in bir serbest radikal degildir
ve reaktifligi sinirhdir. Siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici
serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir

(Yiizereroglu, 2011)

H,O,+ O ——» OH +OH-+ 0,

2.2.1.3.Hidroksil radikali

Hidroksil radikali (OH‘), hidrojen peroksitin geg¢is metallerinin varliginda
indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu ile) olusur. Suyun yiiksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmast sonucunda da hidroksil radikali meydana gelir
(Yiizereroglu, 2011)

H-O-H » H+OH

Cok reaktif bir oksidandir. Yarilanma omrii kisadir. Olustugu yerde hasar orani
yiiksektir. Farkli molekiillerden bir proton koparir ve yeni radikallerin olusumuna

sebep olur (Yiizereroglu, 2011)

2.2.1.4.Singlet oksijen

Singlet oksijenin (*O,) paylasilmamus elektronu yoktur. Radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana gelir ve serbest
radikal reaksiyonlarinin baglamasia sebep olur. Oksijenin elektronlarindan birinin
enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle

olusur (Yizereroglu, 2011).
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2.2.2. Antioksidanlar

Farkli mekanizmalar sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallere kars1 dogal bir savunma
mekanizmasi vardir. Bu mekanizmay1 olusturan bilesiklere “antioksidanlar” denir.
Dogal antioksidanlar arasinda enzimler (superoksit dismutaz-SOD, katalaz-CAT,
glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz-GP, sitokrom-C-oksidaz,
hidroksiperoksidaz), = makromolekiiller (seruloplazmin, transferrin, ferritin,
myoglobin, haptoglobilin) ve mikromolekiiller (B-karoten, Avitamini, C-vitamini, E-
vitamini, tokoferoller, thiol igerenler, glutation (GSH), N-asetil sistein, metionin,
ubiguinon, kaptopril) sayilabilir. Antioksidanlarin oksidanlari etkisiz hale getirme

yontemleri asagidaki gibidir (Gékpinar ve ark., 2006).

e Siipiirme etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha giigsiiz yeni bir molekiile
doniistiirerek etkisizlestirir. Makromolekiiller ve antioksidan enzimler bu

yolla etki eder (Gokpinar ve ark., 2006).

e Zincir reaksiyonlarin1 kirma etkisi (Chain Breaking): Agir mineraller
hemoglobin ve seriiloplazmin oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive

eder (Gokpnar ve ark., 2000).
e Sondiirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive
etmesine denir. Vitaminler, timetazidin, flavanoidler ve mannitol bu

sekide etki eder (Gokpinar ve ark., 2006).

e Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilleri onarirlar
(Gokpinar ve ark., 2006).

2.2.2.1.Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit anyonunun oksijen ve hidrojen perokside parcalanmasinmi katalizleyen

enzimlerdir. Bu enzimler manganez (SodA veya MnSOD), demir (SodB veya
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FeSOD), bakir ve ¢inko (SodC veya CuZnSOD) gibi metal iyon kofaktorlerine
sahiptir (Altas, 2009).

2 +Sii ksit Dismut
20 + 2H uperoksit Dismutaz Hg)z + 02

2.2.2.2. Katalaz (Catalaze)
Katalaz enziminin gorevi; hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene
dontistirmektedir. Bu sayede H,O'ten Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikalinin

olusumu engellenir (Kayis, 2010).

HzOz katalaz HZQ +1 02

E. coli hiicrelerinde iki tip katalaz enzim tiretimi gergeklesir. Cift aktiviteli katalaz-
peroksidaz (HPI) ve monofonksiyonel katalaz (HPII) seklindedir. HPI ve HPII
katalazlarinin tiretimi birbirinden bagimsiz olup HPI sentezi biiylime ortamina
hidrojen peroksit ilavesiyle baslatilir. HPII sentezi biiylime evresinin duragan fazinda

gerceklesir (Yiiziigiillii ve Ogel, 2013).

e katG: HPI katalazim1 kodlayan katG geni, oksidatif strese cevap olarak

uyarilan OxyR regiilonu tarafindan kontrol edilir (Yiiziigiillii ve Ogel, 2013).
e KkatE: HPII katalazin1 kodlayan katE geninin kontrol mekanizmasi farklidir ve

pozitif efektor olarak fonksiyonel katF genine ihtiya¢ duyar (Yiiziigilli ve
Ogel, 2013).

2.2.2.3.Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sitozolde bulunur ve 4 selenyumatomu igerir.
Tetramerik yapidadir (Altinisik, 2000).
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Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu olan enzimdir
(Altinisik, 2000).

H,0,+2GSH GSHPx > GSSG + 2H,0

ROOH + 2GSH GSHPX _,  GSSG +ROH + H,0

2.2.2.4.Glutatyon rediiktaz

Glutatyon rediiktaz, GSH-Px wvasitasiyla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu
olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH)

doniisiimiinii katalizeleyen enzimdir (Altinisik, 2000).

GSSG + NADPH + H'C'iaton rediidar »2GSH + NADP'

2.2.2.5.Glutatyon S-transferazlar (GST)

Glutatyon S-transferazlar (GST), basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri
olmak iizere lipid peroksitlerine kars1 selenyum-bagimsiz GSH-Px aktivitesi gosterir

ve bir antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar (Altinisik, 2000).

ROOH + 2GSH st » GSSG + ROH + H,0

2.2.3. Oksidatif stres regiilatorleri

2.2.3.1. OxyR regiilonu

OxyR polipeptidi, 34 kDa kiitleye sahiptir ve solusyonda tetramer yapidadir. OxyR
LysR familyasina ait bir proteindir ve nitrosothiollerden sorumludur. OxyR
tarafindan aktive edilen genler dps (DNA ve demir baglama proteini), gorA (GSH
rediiktaz), grxA  (glutaredoksin), ahpCF  (alkil  hidroperoksit-NADPH

oxidorediiktase), katG(peroksidaz) ve fur igerir. Bu yapilarin ¢ogunun, katalaz
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tarafindan hidrojen peroksitin uzaklastirilmasive oksidatif ataklardan Dps proteinleri
vasitasiyla DNA’nin korunmasi gibi hiicrelerin antioksidan savunmasinda rolleri

oldugu goriilmektedir (Idil, 2006).
2.2.3.2. SOXRS regiilonu

SoxR, MerR familyasinin transkripsiyonel aktivatorlerine aittir. Solusyonlarda bir
dimer formundadir. Her monomer 2Fe-2S’lik grup icerir. SoxR proteini soxS
promotorunun -10 ve -35 arasinda bulunan sistein grubuna lokalize olmustur.
Alisilmamis olan bu pozisyon soxS promotorunun -10 ve -35 hexamer yapisinin
sonuna 19 bp uzaklikta bir mesafededir (Idil, 2006).

Bu regiilonlar paraquat veya nitrik oksit ile aktiflestirilir. Gram-negatif bakterilerde
kromozomlar tarafindan kodlanan “efflux” sistemleri (marRAB, acrAB, soxRS

genleri) direnc gelisiminde énemli rol oynar (Idil, 2006).

e sSoxR: Bu genin iirlinii SoxR proteini DNA ‘ya 6zel bir bolgeden baglanir.
SOXR genini aktive eder. Bu sayede SoxS proten miktarini artirdigi tespit

edilmistir (dil, 2006).

e 3S0xS: Bu genin direkt etkilendigi, molekiil agirhigr 12,9 kDa olan kiigiik
diizenleyici protein SoxS, transkripsiyon aktivasyonunda diger proteinlerin

katilimina engel olmaktadir (idil, 2006).
2.3. Agir Metaller

Agir metaller atom agirligi 63.546g/mol ile 200.590g/mol arasinda olan elementlere
denir. Ozgiil agirliklar: 4kg/dm3’ten biiyiiktiir. Canli organizmalarda bakir (Cu),
mangan (Mn), kobalt (Co), demir (Fe), molibden (Mo), ve ¢inko (Zn) gibi agir
metaller eser miktarda bulunur. Ancak kadmiyum (Cd), krom (Cr), arsenik (As), civa
(Hg), kursun (Pb) gibi bazi agir metallere gereksinim gostermezler ve yapilarinda bu

metaller yoktur (Gtiner, 2008).


https://books.google.com.tr/url?id=2ppmd00XhxEC&pg=PT85&q=http://uguner.trakya.edu.tr&clientid=ca-print-pub-8323713460285795&linkid=1&usg=AFQjCNGJZb4Ay9ONcSXMFUXkbbAgh4rmtA&source=gbs_pub_info_r
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Organizma i¢in gerekli olan elementlerin, canlilarda normal gelisim ve biyolojik
islevlerin stirdiiriilebilmesi i¢in gerekli olan eser derisimlerin iizerinde bulunmalari
durumunda olumsuz etkiler yapmaktadir. Cd ve Pb gibi gerekli olmayan elementlerin

diisiik derisimlerde bile toksik etki yaptiklart bilinmektedir(Giiner, 2008).

Metaller kovalent ve iyonik baglar ile hiicresel cesitli komplementerler ile iliskiye
girmektedir. Yiiksek miktarda bulunan elementler esansiyel miktarda olsun yada
olmasin hiicre mebranlarina, enzim spesifikligine, DNA nin yapisina hasar verdigi ve

hiicresel fonksiyonlarin dagilmasina neden oldugu bilinmektedir (Giiner, 2008).

2.3.1.Mikroorganizmalarla agir metal adsorblanma mekanizmasi

Mikroorganizmalarla metal adsorbsiyon kinetigi iki basamaktan olusur. Birinci
basamak organizma yiizeyinde fiziksel adsorbsiyon veya iyon degisimidir. Bu
basamaga genellikle pasif giderim denir. Bu basamak c¢ok hizhidir ve
mikroorganizma metal ile etkilestikten kisa bir siire sonra denge olusur. Hizh
giderme genellikle ylizey adsorbsiyonu sonucudur. Mikroorganizmanin, sulu
ortamdan hiicre yiizeyine metal adsorblamasini agiklamaya caligsan ¢esitli hipotezler

vardir (Giiner, 2008).

e Metal iyonlar1 hiicre yiizeyindeki negatif yiikli reaksiyon alanlariyla
kompleks olusturarak ve pozitif yiiklii reaksiyon alanlariyla yer degistirerek
adsorblanmaktadir. Bu olaya iyonik adsorbsiyon adi wverilir. Hiicre

duvarindaki polisakkaritler stilfat, karboksil ve amino gruplarini igerir

(Gtiner, 2008).

e Bazi mikroorganizmalarin hiicrelerinin dig zarlarindan uzanan polimerler
sentezleyebildikleri, bu polimerlerin  ¢6zeltiden metal iyonlarim

baglayabilme yetenegine sahip olduklari bilinmektedir (Giiner, 2008).


https://books.google.com.tr/url?id=2ppmd00XhxEC&pg=PT85&q=http://uguner.trakya.edu.tr&clientid=ca-print-pub-8323713460285795&linkid=1&usg=AFQjCNGJZb4Ay9ONcSXMFUXkbbAgh4rmtA&source=gbs_pub_info_r
https://books.google.com.tr/url?id=2ppmd00XhxEC&pg=PT85&q=http://uguner.trakya.edu.tr&clientid=ca-print-pub-8323713460285795&linkid=1&usg=AFQjCNGJZb4Ay9ONcSXMFUXkbbAgh4rmtA&source=gbs_pub_info_r
https://books.google.com.tr/url?id=2ppmd00XhxEC&pg=PT85&q=http://uguner.trakya.edu.tr&clientid=ca-print-pub-8323713460285795&linkid=1&usg=AFQjCNGJZb4Ay9ONcSXMFUXkbbAgh4rmtA&source=gbs_pub_info_r
https://books.google.com.tr/url?id=2ppmd00XhxEC&pg=PT85&q=http://uguner.trakya.edu.tr&clientid=ca-print-pub-8323713460285795&linkid=1&usg=AFQjCNGJZb4Ay9ONcSXMFUXkbbAgh4rmtA&source=gbs_pub_info_r
https://books.google.com.tr/url?id=2ppmd00XhxEC&pg=PT85&q=http://uguner.trakya.edu.tr&clientid=ca-print-pub-8323713460285795&linkid=1&usg=AFQjCNGJZb4Ay9ONcSXMFUXkbbAgh4rmtA&source=gbs_pub_info_r
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e Hiicre duvarindaki proteinler metali baglamak i¢in aktif bolgeler olustururlar.
Agir metallerin proteinlere karsi yiliksek ilgisi vardir. Proteinlerin peptid
baglarinin azot ve oksijeni, hidroksil, amino, fosfat gibi gruplari, iyonlarin
metal iyonlariyla yer degistirmesi i¢in uygundur. Amfolit karakterde olan
proteinlerinde, molekiiliin tliriine 6zgii belirli bir izoelektrik pH' 1 vardir.
Pozitif yiiklii metal iyonlarinin izoelektrik noktanin altinda katyonik bir
karakter tasiyan protein molekiillerinin igerdigi gruplarin ayni yiikli
iyonlartyla yer degistirdikleri, izoelektrik noktanin iistiindeki pH'larda ise
negatif yliklii reaksiyon alanlariyla kompleksler olusturarak adsorblandiklar
diistiniilmektedir. Yani ortam pH'nin agir metal adsorbsiyonunda etkin bir

parametre olmasi 6ngoriilebilir (Giiner, 2008).

¢ Bazi mikroorganizmalarin yiizeylerinde yiiksek molekiil agirlikli polifosfatlar
yada kimyasal olarak bunlara benzeyen gruplar, metali kompleksleri seklinde
kendilerine baglarlar. Ornegin Citrobacter cp hiicrelerinde bulunan organik
fosfattan, inorganik fosfati serbest birakan fosfataz enzimi agir metalin,
hiicreye bagli metal fosfat olarak ¢cokmesini saglar. Glinlimiize kadar yapilan
caligmalar gostermektedir ki kullanilan mikroorganizmanin hiicre tipi ve
icerdigi temel bilesenler metal adsorbsiyon mekanizmasini belirlemektedir.
Metal aliminda ikinci basamak, metal iyonlarinin hiicre zarinda igeriye dogru
tasinimin1 da igeren, metabolik aktiviteye bagli, daha yavas, hiicre ici
giderim basamagidir. Bu basamaga aktif giderim basamagi denir (Gtiner,
2008).

2.3.2.Ag1ir metallerin ozellikleri
2.3.2.1.Bakar (Cu)
Atmosfer kosullarinda metalik gri tonunda bulunmayan bakir, M.O. 5000 yilindan

itibaren taninmaktadir ve adini bulundugu yer olan Kibris’in latincesinden (aes

cyprium=Kibris cevheri, cyprium ve daha sonra Cuprum) almistir (Yazoglu, 2010).


https://books.google.com.tr/url?id=2ppmd00XhxEC&pg=PT85&q=http://uguner.trakya.edu.tr&clientid=ca-print-pub-8323713460285795&linkid=1&usg=AFQjCNGJZb4Ay9ONcSXMFUXkbbAgh4rmtA&source=gbs_pub_info_r
https://books.google.com.tr/url?id=2ppmd00XhxEC&pg=PT85&q=http://uguner.trakya.edu.tr&clientid=ca-print-pub-8323713460285795&linkid=1&usg=AFQjCNGJZb4Ay9ONcSXMFUXkbbAgh4rmtA&source=gbs_pub_info_r
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Bakir genel kimyasal 6zelliklerinden dolayr dogaya yaymimi agisindan “Atmofil”
(hava sever) grupta yer almaktadir. Bakir “Lithofil” (kaya sever) elementler gibi suda
cOziinerek ¢ok genis bir alana dagilabilir. Bu nedenle de ¢evresel agidan iki grubun

arasinda degerlendirilir (Kartal ve ark., 2004).

Bakirin canlilar iizerindeki etkisi, kimyasal formuna ve canlinin biiyiikliigiine gore
degisir. Kiiciik ve basit yapili canlilarda zehir 6zelligi gosterirken biiyilik canlilar i¢in
temel yap1 bilesenidir. Bu nedenle bakir ve bilesikleri fungusit, biosit, anti bakteriyel
madde ve bdcek zehiri olarak tarim zararlhlarma ve yumusakcalara karsi yaygin

olarak kullanilir (Kartal ve ark., 2004).

2.3.2.2.Kobalt (Co)

Adini ortagag avrupa madencilerinin kalay ve kursun madenlerinin iiretimi esnasinda
olusan, ergimeyen ve metalin kullanilmasini engelleyen kati yap1 nedeniyle maden
ruhu, seytan anlamina gelen “Kobold” tanimlamasindan almistir. M.O. 2000’li
yillardan itibaren kobalt bilesikleri cam ve emayede mavi boya olarak kullanilmistir.
Havadaki toz halinde bulunan kobaltin solunmasi ve kobalt tuzlarina deri temasi
neticesinde kobalt zehirlenmesi gerceklesir. Toz halinde alinan kobalt akcigerlerde

¢ozilinerek kana ve idrara karisir (Kartal ve ark., 2004).

Hayvanlar iizerinde yapilan deneylerde, kobalt metalinin, suda ¢6ziinlir kobalt

bilesiklerinin kansere neden oldugu kanitlanmistir (Kartal ve ark ., 2004).

2.3.2.3.Nikel (Ni)

Nikel ilk olarak 1751°de Axel Cronstedt adli bir Isvecli minerolojist tarafindan,
gersdorfit (NiAsS) cevheri arastirilirken bulunmustur. Nikelin basli basina bir
element oldugu 1775’de Torbern Bergman ve arkadaglari tarafindan kanitlanmstir.
1830’larda “Alman Giimiisii” olarak bilinen bakir-nikel-ginko alasimlar1 Almanya ve

Ingiltere’de biiyiik miktarlarda iiretilmistir (Kartal ve ark., 2004).
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Saf nikel kimyasal katalizor olarak elektrolitik kaplamada ve alkali pillerde,
pigmentler, madeni para, kaynak irlinleri, miknatislar, elektrotlarda, elektrik
fislerinde, makine pargalari ve tibbi protezlerde kullanilmaktadir (Kartal ve ark.,
2004).

Nikelin bilinen biyolojik fonksiyonu olmamakla beraber az oranda zehirleyici
ozelligi vardir. Dogal yaymimiyla beraber insan aktivitelerine bagl olarak dogada

bulunmaktadir (Kartal ve ark., 2004).

2.3.2.4.Cinko (Zn)

Kompleks cevherlerden yapilan bakir bazli alagimlarin iiretiminde ortaya ¢ikmuistir.
M.O. 1000 yillarinda Cinliler ve 14. yy da Hindistanlilar metalik ¢inko iiretmislerdir.
Avrupa’da Lohyenns ilk kez Goslar da metali bulmustur (1617) ve isminide
vermistir. Ik ¢inko iiretimi destilasyonla yapilmis ve isletmesi 1743 de Bristol’ de

acilmistir (Yazoglu, 2010).

Cinko metali ve bircok bilesigi diger agir metallerle karsilastirildiginda zehirlilik
etkisi diisliktiir. Tuzlarinin toksikligi ¢inkodan daha fazla, yapisinda bulundugu

bilesigin anyonik kisminin toksikligine baghdir (Yazoglu, 2010).

Diger taraftan, ¢inko insanlar ve tiim bitki formlar1 ile hayvan yasamlari i¢in oldukca
Oonemli ve yasamsal elementlerden biridir. Gelisme, deri biitiinliigli ve fonksiyonu,
bagisiklik giicii, yumurta olgunlasmasi, yara iyilesmesi ve karbohidrat, yag, protein,
niikleik asit sentezi ya da degradasyon gibi cesitli metabolik prosesler icin gereklidir.
Alkol dehidrojenazi, karbonik anhidraz ve karboksipeptidaz gibi 70’ den fazla
metalo- enzim fonksiyonu icin ko-enzim bileseni olarak gereklidir. Fizyolojik
miktarlarda olan ¢inko Cd, Hg ve Pb gibi diger agir metal iyonlarmin zehirleyici
etkilerini azaltmaktadir (Yazoglu, 2010).
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2.3.2.5.Alimiinyum (Al)

Aliminyum yer kabugunda en ¢ok bulunan metaldir. Yumusak ve hafif, yiiksek
elektrik ve 1s1 iletkenligi, amfoter ve aktif olmasi, 6mriiniin uzunlugu, dis etkenlere
(korozyon vb.) ve degisik iklim sartlarina karst dayanikliligi, diisiik bakim
maliyetleri, kolay sekillendirilebilmesi, renklendirilebilmesi ve teknolojik agidan
iriin cesitliligi alliminyumun alternatif 6zellikleridir. Bu nedenle aliiminyum 21.

yiizy1l metali olarak goriilmektedir (Akman ve ark., 2014).

2.3.2.6.Kadmiyum (Cd)

Kadmiyum nadir olan bir elementtir ve dogada saf olarak bulunmaz. Onemli bir
kirletici olmasmin nedeni ¢ok az miktarda dahi toksik olmasi ve biyolojik yari

Omriiniin uzun olmasidir (Gelegen ve Yesilada, 2000).

Radikal oksijen tiirleri ve radikal {iiretimi akut kadmiyum toksisitesinde bir
mekanizma olarak gosterilmektedir. Kiiltiir hiicrelerinde kadmiyum siiperoksid
anyonu, nitrik oksid ve H,O tiretimine yol agar ve bunlar farkli yollarla kadmiyuma
maruz kalan hayvanlarin plazma, beyin, akciger, karaciger ve bobreklerinde oksidatif
hasar ve lipid peroksidasyon olustururlar. VitE ve beta-karoten ise CdCl,’iin zararl

etkilerini azaltir (Mercan, 2004).

Bakterilerde Cd biiylime oranini azaltir, lag fazimni uzatir, hiicre yogunlugunun

azalmasina ve doz artigiyla 6liimiine sebep olur (Mercan, 2004).

2.3.2.7.Civa (Hg)

Civa toprakta karbonat, fosfat ve siilfit seklinde ¢oziintirligi diisiik formlar
olusturarak hareketsiz (immobilize) hale ge¢mektedir. Bu elementin buharlar1 ve
biitlin bilesikleri zehirlidir. Cevreye yayilan civanin en 6énemli kaynaklar1 tarimda
kullanilan fungusitler ile metalik civanin buharlasmasindan olusan atmosferik

kirlenmedir (Okgu ve ark., 2009).
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Birgok bakteride civa toksisitesine karsi direng genleri vardir. Civa regiilator
MerR’nin kontroliindeki genler merT, merP, merA, merB, merD’dir (Okgu ve ark.,
2009).

2.3.2.8.Manganez (Mn)

Manganezin diger bir ismi mangan’dir. Manganez, giiniimiizde sanayi dalinda
kullanilan olduk¢a &nemli bir element olmakla birlikte, elementin bulunus tarihi
giiniimiize yakin dénemlere rastlamaktadir. 1774 tarihinde Isvigreli bir bilim adam
olan, Carl Wilhelm Scheele tarafindan bulunmustur. Elementin kimyasal
ozelliklerine bakilacak olunursa, kimyasal davranis bakimindan elementin demire
benzer oldugu goriilmektedir. Element, yiiksek sicakliklarda oksijen ya da hava ile
yanmaktadir. Bu ozellik  bakimindan, element  demire oldukca

benzemektedir. Elementin suyu, ayristirma 6zelligi bulunmaktadir (Simsek, 2011).

2.3.2.9.Molibden (Mo)

Molibden gecis metallerinden olup saf halde giimiisiimsii beyaz renkli ve ¢ok serttir.
Erime sicakligt oldukca yiiksektir. Az miktarda ilavesiyle ¢eligin daha da
sertlestirilmesi saglanabilir. Molibden bitkilerin beslenmesinde de 6nemli olup bazi
enzimlerde yer alir. Biyolojik fonksiyonlar1 genelde bakir metabolizmast ile

iligkilidir (Kan, 2015).

Molibdenin nitrogenaz enziminin yapisinda yer alir. Diislikliigii halinde nodiilasyonu

dogrudan olumsuz bir sekilde etkiledigini bilinmektedir (Kan, 2015).
2.3.2.10.Kursun (Pb)
Kursun, periyodik tablodaki elementlerden biri olup, simgesi Pb ve atom numarasi

82' dir. Kursun insan faaliyetleri ile ekolojik sisteme en 6nemli zarar veren ilk metal

olma oOzelligi tagimaktadir. Kursun madenleri ve metal endiistrileri, akii ve pil


https://tr.wikipedia.org/wiki/Ge%C3%A7i%C5%9F_metalleri
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fabrikalari, petrol rafinerileri, boya endiistrisi ve patlayici sanayi atik sularinda da
istenmeyen konsantrasyonlarda kursun kirliligine rastlanir. Tek hiicreli canlilarin ve
baliklarin 0,04 — 0,198 mg/I inorganik kursun iceren sulari tolere edebildikleri ancak
daha diisiik miktarlarda kursunun besin yoluyla alinmasinda akut zehirlenme

gosterdikleri bilinmektedir (Kahvecioglu ve ark., 2004).

2.3.2.11.Krom (Cr)

Krom, Yunan dilinde renk anlamina gelen chrome’den alinmistir. Sert parlak ve
glimiisi renkte bir metale verilen isimdir.Atom numarast 24, atom agirlig
51,996'dir.Yer kabugunun dogal bilesenlerinden biri olan krom; kimya, metalurji ve

refrakter sanayinin temel elementlerinden biridir (Tekelioglu, 2010).

Krom, dogada Cr2 - Cr6 oksidasyon basamaklarinda bulunur. Ancak Cr3 ve Cr6
formlar1 biyolojik olarak dnemlidirler. En toksik olan formu hekzavalandir (Kromat)
(Tekelioglu, 2010).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Atom_numaras%C4%B1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Atom_a%C4%9F%C4%B1rl%C4%B1%C4%9F%C4%B1
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan E. coli Suslar1

Calismada kullanilan Escherichia coliyabani tip ve mutant suslart yurt disindan
temin edildi (Japon Ulusal Genetik Merkezi). Elde edilen suslar ve bu ¢aligmada
yapilan suslar Tablo 3.1’ de sunulmustur. Yurt disindan temin edilen bu suslarin
antibiyotik direngleri PCR ile dogrulandi. %20 gliserol (Merck) iceren LB stoklari

hazirlandi ve -80 °C’de derin dondurucuda (Panasonic) saklandi.

3.2. Besiyerleri

3.2.1. Nutrient agar besiyeri

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

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

3.2.2. Nutrient broth besiyeri

Nutrient broth besiyeri, bakteri kiiltlirlerinin iireme 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.

3.2.3. 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.
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3.2.4. LB broth besiyeri

Transdiiksiyon, transformasyon ve yasam deneylerinde kullanildi. 25 g LB tartilarak

1L distile suda eritildi. Daha sonra 121 °C’ de 15 dk otoklav ile steril edildi.

3.2.5. Soft agar

Transdiiksiyon deneyinde kullanildi. 1 g tripton (Merck), 0,5 g yeast extract (Merck),
0,6 g 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 CaCl, (Merck) eklendi.

3.2.6. DM agar

Transdiiksiyon deneyinde kullanildi. 1,4 g K;HPO, (Merck), 0,4 g KH,PO,4 (Merck),
0,1 g NazCsHsO7 (Merck), 0,2 (NH4),SO4 (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 FeSO, (Merck), 0,2 ml 20 mg/ml tiamin (Sigma) ve uygun antibiyotik

eklendi petrilere dokiilerek hazirlandi.

3.2.7. SOB medium

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

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

hazirlandi.

3.2.9. IPTG ve X-GAL'li besiyeri hazirlama

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



Tablo 3.1.Calismada kullanilan E. coli yabani tip ve mutant suslart.
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Sus Numarasi Genotip Kaynak
W3110 Yabanil tip Lab stok
Jw1721 BW25113 katE::km Keio Kolleksiyonu
Jw3914 BW25113 katG::km Keio Kolleksiyonu
Jw4023 BW25113 soxS::km Keio Kolleksiyonu
Jw4024 BW25113 soxR::km Keio Kolleksiyonu
Jw3879 BW25113 sodA::km Keio Kolleksiyonu
Jw1648 BW25113 sodB::km Keio Kolleksiyonu
JW1638 BW25113 sodC::km Keio Kolleksiyonu
Jw1s41 BW25113 zwf::km Keio Kolleksiyonu
JW0598 BW25113 ahpC::km Keio Kolleksiyonu
JW1700 BW25113 btuE::km Keio Kolleksiyonu
JW3933 BW25113 oxyR::km Keio Kolleksiyonu

W3110 katE::km Bu ¢alismada yapildi

W3110 katG::km Bu ¢alismada yapildi

W3110 soxS::km Bu ¢alismada yapildi

W3110 soxR::km Bu ¢alismada yapildi

W3110 sodA::km Bu ¢alismada yapildi

W3110 sodB::km Bu ¢alismada yapildi

W3110 sodC::km Bu ¢alismada yapildi

W3110 zwf::km Bu ¢alismada yapildi

W3110 ahpC::km Bu ¢alismada yapildi

W3110 btuE::km Bu ¢alismada yapildi

W3110 oxyR::km Bu ¢alismada yapildi

W3110 katE::km pnt3::katE Bu ¢aligmada yapildi

W3110 katG::km pnt3::katG Bu ¢aligmada yapildi

W3110 soxS::km pnt3::s0xS Bu ¢alismada yapildi

W3110 soxR::km pnt3::soxR Bu ¢alismada yapildi

W3110 sodA::km pnt3::sodA Bu ¢alismada yapildi

W3110 sodB::km pnt3::sodB Bu ¢alismada yapildi

W3110 sodC::km pnt3::sodC Bu ¢alismada yapildi

W3110 zwf::km pnt3::zwf Bu ¢alismada yapildi

W3110 ahpC::km pnt3::ahpC Bu ¢alismada yapildi

W3110 btuE::km pnt3::btuE Bu ¢alismada yapildi

W3110 oxyR::km pnt3::0xyR Bu ¢alismada yapildi

Plazmitler

b1732 pnt3::katE Mobil Plazmit
b3942 pnt3::katG Mobil Plazmit
b4062 pnt3::50xS Mobil Plazmit
b4063 pnt3::so0xR Mobil Plazmit
b3908 pnt3::sodA Mobil Plazmit
b1656 pnt3::sodB Mobil Plazmit
b1646 pnt3:: sodC Mobil Plazmit
b1852 pnt3:: zwf Mobil Plazmit
b0605 pnt3:: ahpC Mobil Plazmit
b1710 pnt3:: btuk Mobil Plazmit
b3961 pnt3:: oxyR Mobil Plazmit
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3.3. Escherichia coli W3110 Mutantlarinin Eldesi

Keio koleksiyondan elde edilen Tablo 3.1’de verilen E. coli BW25113 suslarindan
hedef 11 gen bolgesi yabani tip E.coli W3310’aKobayashi vd. (2000) nin kullandig1
Plkc faji ile transdiiksiyon metodu kullanilarak aktarildi ve bu sekilde ¢alismada
kullanilan 11 mutant E. coli W3110 elde edilerek kullanildi.

3.3.1 P1kc faji ile transdiiksiyon

4 ml LB brot igerisine 1M CaCl,’den final konsantrasyonu 2,5 mM olacak sekilde ve
25 mg/ml olarak hazirlanmis kanamisin (Sigma) antibiyotiginden final
konsantrasyonu 25 upg/ml olacak sekilde eklendi. Tek bir bakteri kolonisinden
besiyerine ekim yapildi ve O.Dggo degeri 0,4-0,45 absorbansa (Genesys) gelene kadar
37 °C calkalamali inkiibasyona (WiseBath) birakild.

inkﬁbasyon sonrasindaO.Dggg degeri 0,4- 0,45 olan bakteriden steril bir cam tiip
igerisine 0,2 ml ve Plkc fajimdan 10 ul konuldu. 37 °C’ de 20 dk inkiibatdrde (niive)
bekletildikten sonra iizerine yaklasik 50 °C olan soft agardan 2,5 ml ve %50’lik
glukozdan 25 pl eklendi ve karistirildi daha sonra LB agar {izerine dokiilerek
petrinin yiizeyine yayildi. Oda sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra 37 °C’ de bir
gece inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 petriye 2ml LB broth ve 2-3 damla kloroform (Merck) eklendi.
Daha sonra 2 saat boyunca 4 °C’ de araliklarla calkalanarak bekletildi. 1,5 ml’ lik
ependorflara petrideki sivi1 bakteri kiiltlirlinden 1 ml alind1 ve iizerine 50 pl kloroform
eklenerek 12000 rpm’ de 5 dk 4 °C’ de santrifiij edildi. Siipernatant(P1kc) +4 °C’ de

saklandi.

Plkc fajim elde ettikten sonra 5 ml LB brot igerisine yabani tip E.coli W3110
susundan tek koloni ekim yapildi. O.Dgoo degeri 0,3> e gelene kadar 37 °C’ de

calkalamali1 inkiibasyona birakildi. Daha sonra 1,5 ml’ lik ependorflara 1 ml aktarildi
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ve 10000 rpm’ de 10 dk 0 °C’ de santrifiij (Termal) edildi. Siipernatant atild1 ve
pellet iizerine 1 ml yitkama 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 Plkc faji eklendi ve
oda sicakliginda 30 dakikadan fazla bekletildi. Vortex (Wisemix) yapilarak 12000
rpm’ de 5 dk 4 °C’ de santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pellet iizerine 0,1 ml
yikama tamponu eklendi. Km’ li DM agar iizerine hiicreler aktarildi. DM agar siviyi
absorbe edene kadar oda sicakliginda bekletildi. 37 °C’ de bir gece inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin iireyen bakteriler DM agardan Km’ li LB agara segilerek
aktarildi. 37 °C” de bir gece inkiibasyona birakildi.

3.3.1.1. Yikama tamponu

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

3.3.2. Transformasyon

3.3.2.1. Plazmid izolasyonu

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

Plazmid izolasyonu InvitroGen Purelink Quick Mini Prep plazmid izolasyon kiti

kullanilarak yapildi. Ticari olarak elde edilen kitin prosediirii kullanilarak plazmid
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izolasyonu gergeklestirildi. Izole edilen plazmidin bir kismi miktar tayini icin

kullanild1 ve elde edilen plazmidler -20°C’ de sakland.

3.3.2.2. Miktar tayini

5 wul izole edilen plazmid 1 pl yiikkleme boyasi ile boyandiktan sonra agaroz jelde
yiiriitiilerek (Cleaver) jel goriintiilleme cihazinda goriintiilendi. Bant biiytikliikleri ve
kalinligt GeneRuler marka DNA Ladder mix belirtece bakilarak karsilastirildi ve
yaklasik olarak miktar1 belirlendi.

3.3.3. Transformasyonun yapihsi

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

kaltar hazirlanda.

Ertesi giin steril 9,9 ml SOB medium iizerine steril 100 pl 2 M Mg*?, 10 ul 25 mg/ml
km ve hazirlanan 6n kiiltiirden 50 pl eklenerek O.Dgo degeri 0,3’ e gelene kadar 37
°C’ de galkalamali inkiibasyona birakildi.

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

1,5 ml 2 adet steril santrifiij tliplinde bulunan 200 pl kompetent hiicre iizerine 10-

100ng olacak sekilde 2 farkli konsantrasyonda plazmit konularak 30 dakikadan fazla
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buzda bekletildi. Daha sonra hiicre siispansiyonlar1 cam tiipe aktarildi. 42 °C’ de 2 dk
1s1 soku uygulandi ve 2 dk buzda bekletildi. 0,8 ml SOC medium eklenerek 37 °C’ de
60 dk inkiibasyona birakildi. Transfer hiicrelerinin 0,5ml’si 1,5 ml’ lik ependorflara
alindi. 5000 rpm 1 dk 4 °C’ de santrifiij edildi. Siipernatant atilarak 100 ul SOC
medium eklenerek yeniden siispanse edildi. Uygun antibiyotik iceren LB agar

lizerine yayild1 ve bir gece inkiibasyona birakildi.

3.3.3. Primer sulandirma

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

saklandi.

3.3.4. Koloni PCR

Transdiiksiyon ve transformasyon sonrasinda elde ettigimiz ~mutantlarin
dogrulamasinda koloni PCR yo6ntemi kullanildi. Bunun i¢in elde edilen mutantlar 20
ul distile su ic¢inde siispanse edildi ve 2,5 pl si 0,2ml’lik PCR tiipline konuldu.

Bakteri siispansiyonu iizerine Tablo 3.2 deki reaksiyon karigimindan 7,5 pl dagitildi.



Tablo 3.2.Bir 6rneklik koloni PCR reaksiyon karigimi.

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

Tablo 3.3.PCR reaksiyonunda kullanilan primerler.

32

Evrensel K1 geri primeri

5" CAGTCATAGCCGAATAGCCT 3’

Evrensel C1 geri primeri

5’ TTATACGCAAGGCGACAAGG 3’

W3310::katE ileri primeri 5’ TCTGGCTGGTGGTCTATAGT 3’
W3310::katG ileri primeri 5> TCTCTAACGCTGTGTATCGT 3’
W3310::s0xS ileri primeri 5> TCCATAAATCGCTTTACCTC 3°
W3310::s0xR ileri primeri 5> TGCCTCTTTTCAGTGTTCAG 3’
W3310::s0dA ileri primeri 5> CTGCTTACGCGGCATTAACA 3°
W3310::s0dB ileri primeri 5’ TTTGCTACCCTATCATACG 3’
W3310::s0dC ileri primeri 5> TGGGGTACGACGTACCGTAA 3’
W3310::zwf ileri primeri 5> ACAGTTTTCGCAAGCTCGTA 3°
W3310::ahpC ileri primeri 5> GGAAACGCATTAGCCGAATC 3’
W3310::btuE ileri primeri 5> GTTAAAAGCAGGACGTTAGC 3’
W3310::0xyR ileri primeri 5" GTCAGAATGCTTGATAGGGA 3’

perR delesyon ileri primeri

5’GCTCCAAATATGAGGCAGGTTAAATTTCCGTGCACATT

CTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 3°

perR delesyon geri primeri

5’TGCCTGATGCGACGCTAGTGCGTCTTATCAGGCCTACA

AACATATGAATATCCTCCTTAGT 3’

pnt3 mobil plazmid ileri primeri

SP6

5> ATTTAGGTGACACTATAG 3’

pnt3 mobil plazmid geri primeri

21M13

5> CAGGAAACAGCTATGACC 3’
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3.3.5. Agaroz jel elektroforezi

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

3.4. Stok Madde Hazirlama

3.4.1. TBE hazirlama

10x TBE hazirlamak icin 54 gr TRIS (Ultrapure), 0,5 M pH 8 EDTA 20 ml, 27,5 gr
borik asit (Merck) kullanildi. Uzerine 500 ml saf su eklendi.

3.4.2. TE hazirlama

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

uzerine 200 ml saf su eklendi.

3.4.3. Tris-HCI hazirlama

1M Tris-HCI hazirlamak igin 15,76 g/mol Tris-HCI tartilip tizeri 100 ml distile su ile
tamamlanir.  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 ¢ozildi. 1,5ml’lik ependorflara 1' er ml konularak etrafi

folyoland1 ve daha sonra -20 “C' de saklandi.
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3.4.4 Fosfat tamponu hazirlama

Yasam deneylerinde kullanildi. 0,1M NaH,PO, (Merck) ve Na,HPO, (Merck) ayr1
ayr1 hazirlandi. pH metrede (Heidolph) 5.5, 7 ve 8 olacak sekilde iki ¢ozelti
kullanilarak pH’lar ayarlandi. 0,1M’lik stoklar 0,01M haline getirilip 50ml’lik

erlenlerde kullanildi. Otaklavlanip deneyler i¢in hazir hale getirildi.

3.4.5. IPTG hazirlama (izopropil p-D-1-tiogalaktopiranosid)

IPTG (Sigma) 0,1 M olarak hazirlanild1. 0, 238 gr IPTG ile 9,9 ml saf su ¢ozdiiriildii.
Daha sonra filtre edilerek steril edildi. 1,5ml’lik ependorflara 1'er ml aktarildi. Etrafi
folyolonarak -20 °C' de saklandi.

3.5. MIC (Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu) Degerinin Belirlenmesi

3.5.1. Kimyasallarin hazirlanmasi

Calismamizda kullanacagimiz maddelerin ( CuSOy, (Sigma), ZnSO, (Sigma), NiSO,
(Sigma), CoSO, (Sigma), MnSQO, (Sigma), AlSO, (Sigma), PbSO, (Sigma), CdSO,
(Sigma), AsCl; (, CrCl,, Mo (Sigma), Hg.Cl, (Sigma) 0.1 Molarlik ¢ozeltileri

hazirlandi. MIC degerlerinin yaris1 deneylerde kullanildi.

3.5.2. Bakterilerin inkiibasyonu

Mutant bakterilerimiz olan sodA, sodB, sodC, katE, katG, ahpC, zwf, btuE, oxyR,
SOXR, soxS 5ml’lik nutrient brothlu tiiplere ekildi. 1 gece, yaklasik 18 saat boyunca
37°C de,130 rpm’de biiyiitiildii.

Spektrofotometrede bakterilerin absorbansi 6l¢iildii. 600nm’de OD: 0.1 olacak
sekilde Ol¢tim yapildi. OD’ si 0.1 olan tlipten 400ul alinarak 6nceden steril olarak

hazirlanan 60ml lik nutrient brota ilave edildi.
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3.5.3. Seri sulandirma

Onceden steril ettigimiz seri sulandirma yapilacak olan tiiplerin ilkine 1800 ul
digerlerine 1000 pl bakterili besi yeri konuldu. Sonrasinda ilk tiipe 200 pl stok
kimyasal maddeden ilave edildi ve vortex yapilip 1000 pl diger tiipe aktarildi. Bu
sekilde yar1 yariya (%50) seri sulandirma yapildi. En son tiipteki 1000 ul disar1 atildi.
Seri sulandirma yapilan biitiin tiipler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. 1 giin
sonra alman tiiplerde iiremenin olup olmadig1 kontrol edildi. Uremenin olmadigi son
tiip belirlendi. Normalde bu tiip MIC degeri olarak kabul edilmektedir. Fakat biz tam
deger bulabilmek amaci ile liremenin olmadigi son tiip ve iliremenin oldugu tiip
arasinda farkli konsantrasyonlar deneyerek tam bir MIC degeri tespit ettik.

Hazirladigimiz biitiin maddelerde bu islem gergeklestirildi ve MIC aralig1 belirlendi.

MIC araligmmi belirledikten sonra tam degerini bulabilmek icin stok maddeden
besiyeri ve mikroorganizmanin bulundugu tiiplere toplamda 1000 pl olacak sekilde
nokta atig1 yapildi. Ornegin 1 ul madde, 999 pl bakterili besi yeri koyuldu ve bdylece

tam degeri belirlendi.

3.6. Farkh pH’lardaki Fosfat Tamponunda Yasam Deneyleri

Metallerin hesaplanan MIC degerinin yaris1 ile hazirlanan pH 5.5, pH 7.0 ve pH
8.0’deki fosfat tamponunda yasam deneyleri yapildi. Oncelikli olarak belirlenen
konsantrasyon ile yabani tipte 6rnek alim zaman araliklarinin belirlenmesi i¢in
optimizasyon ¢alismalar1 yapildi. 5 ml besiyerinde iiretilen yabani tip E. coli santrifiij
edilip fosfat tamponu ile yikandiktan sonra yaklasik 5x105 baslangic bakterisi olacak
sekilde 100 ml fosfat tampon icerisine aktarildi. Birer saatlik zaman araliklarinda
ornekler alinarak yayma plak yontemi ile bakteri sayimlart yapildi. En az 2
logaritmik azalmanin goriildigli zaman dilimine kadar 6rneklemeye devam edildi.
Optimizasyon ile zaman araliklar1 belirlendikten sonra mutantlar ile deneyler
yapilmaya baslandi. Yabani tip ile mutantlar arasinda anlamli bir fark ortaya
ciktiginda ilgili genin komplementi ile deneyler tekrarlanarak farkin nakavt edilen

genden kaynaklandiginin ispatt saglanmis oldu.
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Yasam deneyleri tamamlanan ornekler ile ilgili tablolar olusturuldu. Oncelikle
zamana kars1 bakteri log degerleri hesaplandi. Daha sonra diger bir tabloda 2 log.

azalmaya karsilik gelen tgg degerleri hesaplanip ayr1 bir tabloda gosterildi.

Tgg Ve —K degerleri Chandran Abhirosh’e (2012) gbre hesaplandi.

3.7. Kat1 Besiyerinde Metallerin Etkisi

Farkli bakteri sayilarinda metallerin etkisine bakildi. Petri plaklaria g¢esitli
molarlarda hazirladigimiz metallerin oldugu nutrient agar besiyerleri dokiildii.
Petrilerin arkalarina damlamalarin diizgiin bir sekilde yapilabilmesi igin 10* den 10’
ye kadar olacak sekilde kiiciik kareler ¢izildi. Sml besiyerinde bir gece inkiibasyon
ile iretilen yabani tip ve mutantlar 1,0 absorbansa spektrofotometrik olarak
ayarlandiktan sonra ringer ile yikama islemi yapildi. 1000ul bakteri olan ilk tiipten
100 ul almarak 900 pl lik ringer ¢ozeltisine aktarildi. Yani 1 e 9 oraninda ringer
¢ozeltisinde seri sulandirma yapilmis oldu. Bu islem 10’ olana kadar yapildu.
Sonrasinda hazirladigimiz petri plaklatindaki kutucuklara 5 pl alinarak damlatildi.

Yayma plak metodu ile bakteri sayimi1 da gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mutantlarin Elde Edilmesi

Transdiiksiyon sonrasinda Xgal-IPTG’li ortamda mavi koloni veren tek koloni
bakteriler Km besiyerine ekildikten sonra buradan segilen kolonilerden Tablo 3.3’
deki her bir gen i¢in kendisine ait ileri primer ve kl primerleri kullanilarak PCR
yapildi. Elde edilen mutantlarin PCR goriintiileri verilmistir. Negatif kontrol olarak
yabani tip E. coli W3110 kullanilirken pozitif kontrol olarak keio koleksiyondan
alman mutantlar kullanildi.Sekiller de gortildiigi gibi f-k1 primerleri ile elde edilen
580 bg biiylikliigiinde katE::km (Sekil 4.6),550 b¢ biiyiikligiinde katG::km (Sekil
4.7), 590 be biyiikligiinde soxS::km (Sekil 4.9), 580 bg¢ biyiikligiinde soxR::km
(Sekil 4.10), 550 bg biyiikliigiinde sodA::km (Sekil 4.1), 570 b¢ biyiikliigiinde
sodB::km (Sekil 4.2), 600 bg biiyiikliigiinde sodC::km (Sekil 4.3) ve zwf::km, 570
(Sekil 4.11) bg bityikliigiinde ahpC::km (Sekil 4.4), 581 bg biyiikligiinde btukE::km
(Sekil 4.5), 590 bg biiyiikligiinde, oxyR::km (Sekil 4.8) mutantlar1 bulunmaktadr.

Sekil 4.1.Yabani tip E. coli ve sodA mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.
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Sekil 4.3.Yabani tip E. coli ve sodC mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.

i oy | <eico (=) PTat=nmt WS 1T O D>

Sekil 4.4.Yabani tip E. coli ve ahpC mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.
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Sekil 4.7.Yabani tip E. coli ve katG mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.
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Sekil 4.8.Yabani tip E. coli ve oxyR mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.

rea VS 1 1O < e—icC =3 Pelest =3t

 a " | <eicodJ{=>» Plast =t W= 1T 1T OC—D>

Sekil 4.10.Yabani tip E. coli ve SoxR mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.
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ra <eico(—=)» Prlast =t WS 1 1 OC—»

Sekil

4.11.Yabani tip E. coli ve zwf mutantlarinin jel elektroforezi goriintiisii.

Tamamlama testleri i¢in yukarida elde ettigimiz mutantlara keio koleksiyondan
temin edilen ve ilgili genleri igeren plazmitler izole edilip transforme edildi.
Transformasyon sonrasinda olusan koloniler uygun antibiyotik kontroliiniin ardindan
PCR ile dogrulandi. Secilen kolonilerden Tablo 3.3 de yer alan ve mobil plazmidler
icin evrensel olan ileri ve geri primerleri kullanilarak PCR ile dogrulama yapildi.
Elde edilen mutantlarin ve pozitif kontrol BW25113 plazmidinin PCR goriintiileri
Sekil 4.12-4.22” de verilmistir. Elde ettigimiz mutantlardan pnt3::s0dA mutant1 659
b¢ (Sekil 4.12), pnt3::s0dB mutant1718 bg (Sekil 4.13), pnt3::50dC mutant1 558 bg
(Sekil 4.14), pnt3::ahpC mutant1 600 bg (Sekil 4.15), pnt3::btuE mutant1 588 bg
(Sekil 4.16), pnt3::katE mutant1 2298 be (Sekil 4.17), pnt3::katG mutant1 2217 bg
(Sekil 4.18), pnt3::0xyR mutant1 954 b¢ (Sekil 4.19), pnt3::s0xS mutanti 390 bg
(Sekil 4.20), pnt3::s0xR mutant1 501 bg (Sekil 4.21), ve pnt3::zwf mutanti 1512 bg
(Sekil 4.22) bant uzunluguna sahiptir.
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Sekil 4.12.E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::50dA mutantlarinin jel elektroforezi

goruntiisu

M Plazmid 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4.13.E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::sodB mutantlarinin jel elektroforezi

goruntust

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Plazmid

Sekil 4.14.E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::50dC mutantlarinin jel elektroforezi

goruntiisu
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Sekil 4.15.E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::ahpC mutantlarinin jel elektroforezi

goruntiisu

Sekil 4.16.E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::btuE mutantlarinin jel elektroforezi

goruntust

n Plazmid g | = 3 -t 5 (=3 7 8

Sekil 4.17.E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::katE mutantlarinin jel elektroforezi

goruntisi
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Sekil 4.18.E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::katG mutantlarinin jel elektroforezi

goruntiisu

M Plazmid 1 2

Sekil 4.19.E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::0xyR mutantlarinin jel elektroforezi

goruntiisu

™M Plazmid 1 2 3 4 5 6 7 38 9

Sekil 4.20.E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::50xS mutantlarinin jel elektroforezi

goruntisi
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Sekil 4.21.E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::50xR mutantlarinin jel elektroforezi

goruntusu
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Sekil 4.22.E.coli BW25113 plazmidi ve pnt3::zwf mutantlarinin jel elektroforezi

goruntiisu



4.2. MIC (Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu) Degerleri

Tablo 4.1.Calisilanmikroorganizmalar i¢in metallerin mic degerleri (mg/ml)
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mg/ml | CuSO, | ZnSO, NiSO, | CoSO; | MnSO, | AISO, CdSO, HgCl; | Mo | CrCl, | PbSO,
E.coli | 0,2496 0.172 0.2102 0.224 0.405 0,8825 0.02565 0,0014 | 1,01 | 0.083 | 0.024
sodA 0,2496 | 0.11501 | 0.2628 | 0.1686 0.338 0,8825 0.02565 0,0014 | 1,01 | 0,0830 | 0.024
sodB 0,2496 0.1437 0.2102 | 0.1124 0.388 0,8825 0.02565 0,0014 | 1,01 | 0,0830 | 0.024
sodC 0,2496 0.1150 0.2102 | 0.1686 0.338 0,8825 0,03847 | 0,00182 | 1,24 | 0,092 | 0.0368
katE 0,2496 0.1437 0.2628 | 0.1686 0.473 0.7564 0,03847 0,0014 | 1,01 | 0,092 | 0.024
katG 0,2496 0.0862 0.2628 | 0.1686 0.338 0.7564 0.02565 0,0014 | 1,24 | 0,0830 | 0.024
ahpC | 0,2496 0.1437 0.2102 | 0.1686 0.388 0.7564 0,03847 0,0014 | 1,01 | 0,092 | 0.024
zwf 0,2496 0.1437 0.2102 | 0.1686 0.388 0.6303 0.02565 0,0024 | 1,01 | 0,0830 | 0.024
btuE | 0.29952 | 0.1150 0.3154 | 0.1686 0.388 0,8825 0,03847 0,0014 | 1,24 | 0,0830 | 0.0368
oxyR 0,2496 0.0287 0.2102 | 0.1686 0.388 1.0086 0.00100 0,0008 | 1,01 | 0,074 | 0.0126
soxR | 0.34944 | 0.1437 0.1577 | 0.1686 0.388 1.0086 0,03847 0,0024 | 0,09 | 0,083 | 0.0126
soxS | 0.29952 | 0.1150 0.2102 | 0.2248 0.405 0,8825 0.02565 0,0014 | 1,01 | 0,083 | 0.0126

Stok kimyasallar hazirlanip bakteriler inkiibe edildikten sonra yapilan seri

sulandirmayla elde etigimiz veriler Tablo 4.1°de gorildiigii gibi MIC degerleridir.

Elle ettigimiz bu veriler, yasam deneylerinde ve mimimal medium biiylime gfafigini

olusturdugumuz deneylerde kullanilmistir.
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4.3. Yasam Deneyi Sonuclari

Tablo 4.2. Kadmiyum siilfatin E.coli ve mutantlarin yasami tizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)

CdSO, 0.giin 20.glin 40.giin 60.gilin 80.giin 100.giin
E.coli Ph:5.5 6,69 6,38 5,09 6,00 5,46 4,81
W3110 : : : : : :
Ph:7 6,43 6,77 5,22 4,81 4,70
Ph:8 6,77 6,04 5,18 4,47 3,84
sodA Ph:5.5 6,70 5,51 6,00 5,76 6,20 5,70
Ph:7 6,58 6,77 6,09 577 5,96
Ph:8 6,70 5,73 6,01 6,38 5,81
sodB Ph:5.5 6,50 578 5,40 4,90 0,00
Ph:7 6,45 5,70 4,32 417 0,00
Ph:8 6,35 5,69 4,30 4,00 0,00
sodC Ph:5.5 6,60 5,49 6,71 5,77 5,78 5,50
Ph:7 6,58 6,12 6,03 5,94 5,90
Ph:8 6,72 6,38 6,39 5,83 5,46
katE Ph:5.5 6,55 541 4,60 4,00
Ph:7 6,61 6,41 6,60 5,31 4,76
Ph:8 6,69 6,47 5,20 5,49 3,95
katG Ph:5.5 6,81 6,38 6,06 6,47 5,97 5,55
Ph:7 6,60 6,17 6,38 6,04 5,58
Ph:8 6,69 6,30 5,96 5,93 5,86
soXR Ph:5.5 6,61 5,63 574 6,47 6,50 6,00
Ph:7 6,84 6,26 6,50 5,74 5,96
Ph:8 6,70 6,30 581 6,38 5,97
S0XS Ph:5.5 6,61 6,50 5,47 5,89 5,68 5,46
Ph:7 6,65 597 6,38 575 5,86
Ph:8 6,70 5,97 6,04 5,85 5,30
ahpC Ph:5.5 6,69 6,85 6,20 6,47 6,38 6,22
Ph:7 6,73 6,26 6,38 6,17 5,59
Ph:8 6,71 6,39 5,92 6,38 5,89
oxyR Ph:5.5 6,69 5,85 6,30 5,86 5,88 5,55
Ph:7 6,86 6,13 6,04 5,56 5,95
Ph:8 6,77 6,34 6,39 5,80 553
Zwf Ph:5.5 6,70 6,90 5,57 5,07 4,69 4,40
Ph:7 6,79 6,43 5,99 5,55 5,32
Ph:8 6,77 6,38 6,60 5,93 5,54
btuE Ph:5.5 6,69 6,74 5,78 5,68 5,38 5,25
Ph:7 6,88 6,11 5,77 5,36 5,16
Ph:8 6,73 5,82 5,19 4,39 3,78




Tablo 4.3. Kadmiyum siilfatin etkisi altinda bakterilerin tgg degerleri
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CdSO, -K degeri tgg degeri
E.coli W3110 Ph:5.5 0,0188 106
Ph:7 0,0216 92
Ph:8 0,036 55
SodA Ph:5.5 0,01 200
Ph:7 0,0077 258
Ph:8 0,0111 180
sodB Ph:5.5 0,026 76
Ph:7 0,038 52
Ph:8 0,039 51
sodC Ph:5.5 0,011 181
Ph:7 0,0085 235
Ph:8 0,0158 126
katE Ph:5.5 0,0425 47
Ph:7 0,0231 86
Ph:8 0,0342 58
katG Ph:5.5 0,0126 158
Ph:7 0,0127 157
Ph:8 0,0103 194
SOXR Ph:5.5 0,0061 327
Ph:7 0,011 181
Ph:8 0,0091 219
SOXS Ph:5.5 0,0115 173
Ph:7 0,0098 204
Ph:8 0,0175 114
ahpC Ph:5.5 0,0047 425
Ph:7 0,0142 140
Ph:8 0,0102 196
oxyR Ph:5.5 0,0114 175
Ph:7 0,0113 176
Ph:8 0,0155 129
zwf Ph:5.5 0,023 86
Ph:7 0,0183 109
Ph:8 0,0155 129
btuk Ph:5.5 0,0144 138
Ph:7 0,0215 93
Ph:8 0,0367 54




Tablo 4.4. Kadmiyum siilfatin E.coli ve komplemantlarin yasami iizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)
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CdSO, 0.giin 25,giin 50.giin 75,giin 100.giin
E.coli IPTG | pp:55 6,71 6,11 511 5,08 5,01
Ph:7 6,51 5,89 5,12 4,98 4,70
Ph:8 6,82 5,38 4,95 4,18 3,91
sodA Ph:5.5 6,74 6,25 6,12 5,87 5,77
Ph:7 6,81 6,12 5,96 5,81 5,71
Ph:8 6,61 6,08 5,81 5,74 5,55
sodB Ph:5.5 6,11 5,39 4,99 4,22 4,18
Ph:7 6,18 5,86 4,44 3,75 3,55
Ph:8 6,12 5,15 4,21 3,81 3,35
sodC Ph:5.5 6,64 6,11 578 5,68 5,61
Ph:7 6,48 6,05 5,90 5,31 5,12
Ph:8 6,65 5,52 5,12 5,04 4,86
katE Ph:5.5 6,52 5,96 5,59 533 5,12
Ph:7 6,58 5,12 4,76 4,78 4,74
Ph:8 6,71 4,55 3,95 4,11 4,00
katG Ph:5.5 6,72 6,12 5,97 3,55 5,67
Ph:7 6,66 6,02 5,44 5,32 5,24
Ph:8 6,62 5,86 5,31 5,21 5,14
soxR Ph:5.5 6,67 6,68 6,52 6,38 6,00
Ph:7 6,81 6,25 5,91 5,87 5,81
Ph:8 6,71 5,64 5,42 5,34 5,02
SOXS Ph:5.5 6,64 5,87 5,67 5,54 5,48
Ph:7 6,67 5,96 5,82 5,62 5,32
Ph:8 6,78 5,57 5,33 5,23 5,14
ahpC Ph:5.5 6,63 6,52 6,41 6,44 6,31
Ph:7 6,71 6,18 5,87 5,75 5,60
Ph:8 6,78 5,94 5,44 5,40 5,38
oxyR Ph:5.5 6,61 5,96 5,88 5,68 5,51
Ph:7 6,82 6,08 5,82 5,59 5,54
Ph:8 6,71 5,96 5,57 5,48 5,44
zwf Ph:5.5 6,73 6,11 5,69 5,42 4,94
Ph:7 6,71 5,87 5,37 5,21 4,9
Ph:8 6,73 5,94 5,52 5,06 4,81
btut Ph:5.5 6,63 5,92 5,38 5,28 5,33
Ph:7 6,82 5,67 5,22 5,20 5,14
Ph:8 6,71 5,86 5,78 5,02 4,15




Tablo 4.5. Kadminum siilfatin etkisi altinda komplemantlarin tgg degerleri
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CdSO, -K degeri tgg degeri
E.coli IPTG Ph:5.5 0,017 117,6471
Ph:7 0,0181 110,4972
Ph:8 0,0291 68,72852
sodA Ph:5.5 0,0097 206,1856
Ph:7 0,011 181,8182
Ph:8 0,0106 188,6792
sodB Ph:5.5 0,0193 103,6269
Ph:7 0,0263 76,04563
Ph:8 0,0277 72,20217
sodC Ph:5.5 0,0103 194,1748
Ph:7 0,0136 147,0588
Ph:8 0,0179 111,7318
katE Ph:5.5 0,014 142,8571
Ph:7 0,0184 108,6957
Ph:8 0,0271 73,80074
katG Ph:5.5 0,0105 190,4762
Ph:7 0,0142 140,8451
Ph:8 0,0148 135,1351
soxR Ph:5.5 0,0067 298,5075
Ph:7 0,01 200
Ph:8 0,0169 118,3432
SOXS Ph:5.5 0,0116 172,4138
Ph:7 0,0135 148,1481
Ph:8 0,0164 121,9512
ahpC Ph:5.5 0,0032 625
Ph:7 0,0111 180,1802
Ph:8 0,014 142,8571
oxyR Ph:5.5 0,011 181,8182
Ph:7 0,0128 156,25
Ph:8 0,0127 157,4803
zwf Ph:5.5 0,0179 111,7318
Ph:7 0,0181 110,4972
Ph:8 0,0192 104,1667
btuE Ph:5.5 0,013 153,8462
Ph:7 0,0168 119,0476
Ph:8 0,0256 78,125
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Tablo 4.2°de goriildiigii gibi kadminyumun E.coli ve mutantlar1 tizerine farkli
pH’larda yagami yaklasik 100 giin boyunca takip edilmistir. Yabanil tip E.coli’nin
pH-5.5, 7 ve 8’de yasam grafigine bakildiginda bakterinin pH-8’de yaklasik 55 giin
yasamina devam ettigi goriilmektedir (Tablo 4.3). Bunun yaninda pH-7"de 92 ve pH-
5.5’de 100 gilinden fazla yasamina devam ettigi goriilmektedir. Tablo 4.2 ve 3
incelendiginde, kadminyumun varlifinda pH-8’in diger pH’lardan daha fazla etkili
oldugu belirlenmistir. Yabanil tip ile mutantlar karsilastirildiginda, mutantlar

arasinda farkli yasam stireleri oldugu belirlenmistir.

pH-5.5"da yapilan ¢alisma incelendiginde; Yabanil tip, SodA, sodC, katG, soxR, SoxS,
ahpC, oxyR ve btuE tirlerinin 100 giinden fazla yasamina devam ettigi
goriilmektedir. Bunun yaninda sodB, katE ve zwf mutantlarmin 100 giinden daha kisa
slire yasamina devam ettikleri goriilmektedir. SodB 76 giin, katE 47 giin, zwf ise 86
giin yasamina devam etmistir. Buda bize bu mutantlarin pH-5.5’de 6nemli rollerinin

oldugunu bize gostermektedir.

pH-7 ortaminda yapilan calismada ise bakterilerin yine 100 giinliik yasam grafikleri
¢ikarilmigtir. Yabanil tip E.coli 92 giin yasamasina ragmen, sodB 52 giin, katE 86
giin, yasamima devam etmistir. Diger mutantlar ise Onemli bir degisim
gostermemistir. Burada sodB ve katE’nin pH-7 de bakteri i¢in 6nemli genler oldugu
ifade edilebilir.

pH-8 bakterilerin yasamin1 diger pH’lardan daha fazla etkileyen pH degeri olmustur.
Nitekim E.coli 55 giin yasamina devam etmistir. Mutantarda da yabanil 6rnege
benzer yasam degerleri belirlenmistir. Fakat sodA, sodC, katG, soxR, soxS, ahpC,
oxyR, zwf mutantlarinin 100 giinden daha fazla yasamina devam ettigi gozlenmis

olmasina ragmen diger mutantlar yabanil tip ile benzer yasam degerleri gostermistir.

Mutasyonlarin etkilerini dogrulamak amaci ile komplementasyon testleri yapilmistir
(Tablo 4.4). Elde ettigimiz verilerin dogrulunu test ettigimiz bu deneyler ile ilgili
genlerin tamamlandiginda yabani tip gibi veriler elde edilmesi bu genlerin rollerini

kontroliinii saglamistir (Tablo 4.5).



Tablo 4.6. Bakir siilfatin E.coli ve mutantlarin yagami tizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)

52

CuSO, O.saat | l.saat | 2.saat | 3.saat | 4.saat | 5.saat | 6.saat | 7.saat | 8.saat | 9.saat | 10.saat
v%/’;ﬂlo Ph:55 | 604 | 4 | 330 | 0,00

Ph:7 6,42 | 590 | 578 | 562 | 560 | 561 | 550 | 520 | 500 | 4,80 4,55

Ph:8 6,30 | 6,15 | 596 | 588 | 580 | 565 | 563 | 533 | 528 | 511 5,02
sodA | Ph:55 | 590 | 3,95 | 3,30 | 0,00

Ph:7 6,38 | 6,32 | 6,04 | 560 | 562 | 539 | 538 | 533 | 515 | 5,08 4,99

Ph:8 6,52 6,15 5,96 5,70 5,42 5,30 5,08 5,00 4,98 4,98 4,80
sodB | Ph:5,5 | 5,20 | 3,25 | 0,00

Ph:7 5,95 5,87 5,50 5,40 5,07 5,15 5,02 4,88 4,80 4,75 4,60

Ph:8 6,04 5,90 5,78 5,54 5,22 5,07 504 | 4,95 4,82 4,80 4,78
sodC | Ph:55 | 595 | 4,77 | 3,90 | 3,00 | 0,00

Ph:7 6,35 | 6,20 | 6,30 | 564 | 554 | 550 | 542 | 536 | 525 | 518 5,07

Ph:8 6,53 | 6,06 | 590 | 584 | 584 | 565 | 538 | 530 | 524 | 520 5,18
katE Ph:5,5 | 530 | 3,60 | 3,20 | 0,00

Ph:7 6,44 5,98 5,83 5,78 5,70 5,54 5,52 5,44 5,38 5,28 5,04

Ph:8 6,52 6,30 5,77 5,75 5,72 5,52 5,36 5,30 5,24 5,20 5,18
katG | Ph:55 | 5,60 | 4,42 | 3,32 | 0,00

Ph:7 6,30 5,80 5,72 5,64 5,42 5,44 5,40 5,18 5,07 4,85 4,58

Ph:8 6,72 6,12 5,86 5,46 5,46 5,40 5,32 5,15 511 4,82 4,72
SOXR Ph:5.5 | 5,66 4,30 4,65 4,60 4,65 4,30 4,07

Ph:7 6,52 6,10 5,48 5,50 5,60 5,32 5,20 5,08 4,82 4,76 4,60

Ph:8 6,48 6,24 6,02 5,89 5,40 5,20 5,18 5,08 5,00 4,90 4,88
soxS | Ph:55 | 565 | 495 | 488 | 3,90 | 3,00 | 0,00

Ph:7 6,32 6,12 6,07 5,64 5,64 5,45 5,42 5,22 5,18 5,07 5,00

Ph:8 6,40 | 562 | 586 | 568 | 562 | 550 | 540 | 530 | 520 | 512 5,12
ahpC | Ph:55 | 575 | 500 | 4,77 | 446 | 3,30 | 0,00

Ph:7 6,56 6,22 6,07 5,62 5,68 5,60 5,52 5,32 5,12 4,90 4,96

Ph:8 6,56 6,02 5,82 5,78 5,48 5,46 5,46 5,48 5,38 5,22 5,07
oxyR Ph:5.5 | 5,20 4,87 4,60 4,77 4,74 4,47 4,62

Ph:7 6,44 5,90 5,68 5,69 5,65 5,39 5,44 5,28 5,12 4,90 4,88

Ph:8 6,38 6,15 5,62 5,32 5,08 5,00 4,92 4,96 4,88 4,75 4,60
zwf Ph:5.5 | 5,20 4,60 4,45 3,69 0,00

Ph:7 6,36 5,96 5,90 5,80 5,65 5,64 5,41 5,18 4,98 4,72 4,68

Ph:8 6,52 6,10 5,75 5,50 5,38 5,36 5,34 5,24 5,10 4,88 4,82
btuE | Ph:55| 530 | 4,40 | 4,14 | 3,24 | 0,00

Ph:7 6,44 5,94 5,72 5,44 5,40 5,32 5,30 5,12 4,88 4,70 4,78

Ph:8 6,38 6,10 5,85 5,78 5,68 5,48 5,42 5,40 5,22 5,08 5,00




Tablo 4.7. Bakir siilfatin etkisi altinda bakterilerin tog degerleri
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CuSOq, -K degeri tgg degeri
E.coli W3110 Ph:5.5 1,37 1,45
Ph:7 0,187 10,69
Ph:8 0,128 15,625
sodA Ph:5.5 1,3 15
Ph:7 0,139 14,38
Ph:8 0,172 11,62
sodB Ph:5.5 2,25 0,88
Ph:7 0,135 14,81
Ph:8 0,126 15,87
sodC Ph:5.5 0,98 2,04
Ph:7 0,128 15,625
Ph:8 0,135 14,81
katE Ph:5.5 1,05 1,9
Ph:7 0,14 14,28
Ph:8 0,134 14,92
katG Ph:5.5 1,14 1,75
Ph:7 0,172 11,62
Ph:8 0,198 10,10
soxR Ph:5.5 0,268 7,56
Ph:7 0,192 10,41
Ph:8 0,16 125
SOXS Ph:5.5 0,66 3,03
Ph:7 0,132 15,15
Ph:8 0,128 15,62
ahpC Ph:5.5 0,612 3,26
Ph:7 0,16 125
Ph:8 0,149 13,42
oxyR Ph:5.5 0,096 20,83
Ph:7 0,156 12,82
Ph:8 0,17 11,76
zwf Ph:5.5 0,503 3,97
Ph:7 0,168 11,90
Ph:8 0,17 11,76
btug Ph:5.5 0,686 2,91
Ph:7 0,166 12,04
Ph:8 0,138 14,49




Tablo 4.8. Bakir siilfatin E.coli ve komplementlerin yagamu iizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)
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CuS0O, 0.saat 5.saat 10.saat

E.coli IPTG Ph:5.5 6,74 2,30
Ph:7 6,52 5,78 4,95
Ph:8 6,38 5,86 5,37

sodA Ph:5.5 6,13 2,33
Ph:7 6,38 6,04 5,11
Ph:8 6,52 5,76 5,38

sodB Ph:5.5 6,24 2,01
Ph:7 6,33 5,41 4,81
Ph:8 6,14 5,55 5,01

sodC Ph:5.5 6,18 3,58
Ph:7 6,71 5,30 5,12
Ph:8 6,66 5,51 5,21

katE Ph:5.5 6,44 2,25
Ph:7 6,48 5,63 51
Ph:8 6,47 5,57 5,22

katG Ph:5.5 6,13 2,88
Ph:7 6,34 6,52 5,14
Ph:8 6,51 5,74 5,41

SOXR Ph:5.5 6,42 3,15
Ph:7 6,72 5,48 5,08
Ph:8 6,38 5,09 5,14

SOXS Ph:5.5 6,14 3,78
Ph:7 6,28 5,12 5,07
Ph:8 6,41 5,76 5,55

ahpC Ph:5.5 6,17 3,71
Ph:7 6,41 6,01 5,12
Ph:8 6,48 5,82 5,24

oxyR Ph:5.5 6,33 3,10
Ph:7 6,41 5,60 4,98
Ph:8 6,58 5,55 511

zwf Ph:5.5 6,14 3,25
Ph:7 6,39 5,10 4,78
Ph:8 6,42 5,52 5,02

btuk Ph:5.5 6,22 3,24
Ph:7 6,34 5,55 4,97
Ph:8 6,42 571 5,14




Tablo 4.9. Bakir siilfatin etkisi altinda komplementlerin tgg degerleri

55

CuSO, -K degeri tog degeri
E.coli IPTG Ph:5.5 0,888 2,252252
Ph:7 0,157 12,73885
Ph:8 0,101 19,80198
SodA Ph:5.5 0,76 2,631579
Ph:7 0,127 15,74803
Ph:8 0,114 17,54386
sodB Ph:5.5 0,846 2,364066
Ph:7 0,152 13,15789
Ph:8 0,113 17,69912
sodC Ph:5.5 0,52 3,846154
Ph:7 0,159 12,57862
Ph:8 0,145 13,7931
katE Ph:5.5 0,838 2,386635
Ph:7 0,138 14,49275
Ph:8 0,125 16
katG Ph:5.5 0,65 3,076923
Ph:7 0,12 16,66667
Ph:8 0,11 18,18182
SoxR Ph:5.5 0,654 3,058104
Ph:7 0,164 12,19512
Ph:8 0,124 16,12903
SOXS Ph:5.5 0,472 4,237288
Ph:7 0,121 16,52893
Ph:8 0,086 23,25581
ahpC Ph:5.5 0,492 4,065041
Ph:7 0,129 15,50388
Ph:8 0,124 16,12903
oxyR Ph:5.5 0,646 3,095975
Ph:7 0,143 13,98601
Ph:8 0,147 13,60544
zwf Ph:5.5 0,578 3,460208
Ph:7 0,161 12,42236
Ph:8 0,14 14,28571
btuk Ph:5.5 0,596 3,355705
Ph:7 0,137 14,59854
Ph:8 0,128 15,625




56

Bakir siilfatin farkli pH’larda fosfat tamponunda yabanil tip E.coli ve mutantlar
tizerine etkisi Tablo 4.6 ve 4.7°da goriilmektedir. Bakir siilfat ile yapilan ¢alismada
bakteri ve mutantalar yaklagik 10 saatlik bir siire boyunca takip edilmistir. Yabanil
tip E.coli W3110 incelendiginde bakterinin en fazla pH-5.5 de daha sonra sira ile 7
ve 8 den etkilendigi goriilmiistir. pH-5.5’da 1.45 saat, 7 de 10.69 ve 8 de ise 10

saatten fazla yasamina devam ettigi belirlenmistir.

pH-5.5de mutantlar incelendiginde, sodA, katE, sodC, katG, btuE’nin yabanil tiple
yaklagik ayni yasama siireleri gosterdigi, bunun yaninda SodB’nin ortamda tespit
edilemeyen bir dururma geldigi, diger mutantlarin ise daha uzun siire yasamina
devam ettigi goriilmektedir. pH-5.5’de sodB’nin onemli etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Burada da goriildiigii gibi pH:5-5 da sodB’nin 6nemli etkiye sahip

oldugu belirlenmistir.

pH-7 ve 8’de yabanil tip ve mutantlarin yaklasik ayni yasam siirelerine sahip oldugu
ve bu pH degerinin bakir siilfatin etkisi altinda mutantlarin yasami {izerine énemli bir

etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Mutasyonlarin etkilerini dogrulamak amaci ile komplementasyon testleri yapilmistir
(Tablo 4.8). Elde ettigimiz verilerin dogrulunu test ettigimiz bu deneyler ile ilgili
genlerin yabanil tip ile yakin sonuglar vermesi bu genlerin rollerinin kontrolii

acisindan 6nem teskil etmektedir (Tablo 4.9).



Tablo 4.10. Manganez siilfatin E.coli ve mutantlarin yasami tizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)
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MnSQO, 0.glin 10.giin 20.glin 30.glin 40.giin
E.coli
W3110 Ph:5.5 6,64 5,78 5,14 5,39 4,07
Ph:7 6,85 6,47 6,59 6,26 6,17
Ph:8 6,81 6,44 6,49 6,40 5,95
SodA Ph:5.5 6,69 5,89 5,65 6,19 6,60
Ph:7 6,67 6,72 6,63 6,63 5,71
Ph:8 7,14 6,66 6,85 6,63 6,38
sodB Ph:5.5 6,60 5,90 5,46 5,07 4,30
Ph:7 6,46 6,42 6,94 5,65 5,49
Ph:8 6,77 6,34 6,43 5,90 5,96
sodC Ph:5.5 6,50 5,87 5,39 6,06 5,56
Ph:7 6,49 6,83 6,60 6,60 6,77
Ph:8 6,60 6,78 6,65 6,34 6,06
katE Ph:5.5 6,71 5,60 5,54 5,04 4,37
Ph:7 6,61 6,04 6,65 6,43 6,35
Ph:8 6,75 6,66 6,43 6,55 6,40
katG Ph:5.5 6,59 5,55 6,50 5,83 5,32
Ph:7 6,83 6,42 6,91 6,62 6,50
Ph:8 7,02 6,43 6,45 6,48 6,04
soxR Ph:5.5 6,44 6,22 6,04 5,84 5,43
Ph:7 6,72 6,61 6,77 5,96 5,79
Ph:8 6,88 6,62 6,42 6,26 5,80
SOXS Ph:5.5 6,69 6,25 5,69 5,91 5,74
Ph:7 6,97 6,65 6,70 6,50 6,71
Ph:8 6,83 6,74 6,62 5,87 5,78
ahpC Ph:5.5 6,65 6,06 5,87 6,30 5,60
Ph:7 6,94 6,43 6,65 6,75 6,57
Ph:8 6,69 6,74 6,56 6,77 6,49
oxyR Ph:5.5 6,67 6,43 5,84 5,64 5,69
Ph:7 6,38 6,47 6,47 5,92 5,75
Ph:8 7,30 6,74 6,53 6,61 6,47
zwf Ph:5.5 6,82 6,47 5,27 5,00 4,55
Ph:7 6,90 6,69 6,72 6,81 7,2
Ph:8 6,60 6,77 6,57 6,67 6,17
btuk Ph:5.5 6,80 5,67 6,50 5,77 6,84
Ph:7 6,89 6,38 6,32 5,92 5,84
Ph:8 6,80 6,51 6,64 6,53 6,71




Tablo 4.11. Manganez siilfatin etkisi altinda bakterilerin tgg degerleri
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MnSQO, -K degeri tgg degeri
E.coli W3110 Ph:5.5 0,0642 31
Ph:7 0,017 117
Ph:8 0,0215 93
sodA Ph:5.5 0,0327 61
Ph:7 0,024 83
Ph:8 0,019 105
sodB Ph:5.5 0,0575 34
Ph:7 0,0242 82
Ph:8 0,0202 99
sodC Ph:5.5 0,0235 85
Ph:7 0,0055 363
Ph:8 0,0135 141
katE Ph:5.5 0,0585 34
Ph:7 0,0065 307
Ph:8 0,00875 228
katG Ph:5.5 0,0317 63
Ph:7 0,0207 66
Ph:8 0,0245 81
SoxR Ph:5.5 002525 79
Ph:7 0,02325 86
Ph:8 0,027 74
SOXS Ph:5.5 0,0237 84
Ph:7 0,0065 307
Ph:8 0,026 76
ahpC Ph:5.5 0,026 76
Ph:7 0,0092 217
Ph:8 0,026 76
oxyR Ph:5.5 0,024 83
Ph:7 0,0157 127
Ph:8 0,0207 96
zwf Ph:5.5 0,0567 35
Ph:7 0,0052 384
Ph:8 0,0107 186
btuk Ph:5.5 0,024 81
Ph:7 0,026 76
Ph:8 0,0047 425




Tablo 4.12. Manganez siilfatin E.coli ve komplementlerin yagami iizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)
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MnSQO, 0.giin 20.giin 40.giin

E.coli IPTG Ph:5.5 6,31 5,24 5,21
Ph:7 6,72 6,61 6,44

Ph:8 6,56 6,49 6,01

sodA Ph:5.5 6,55 6,20 5,62
Ph:7 6,52 6,11 5,95

Ph:8 6,22 6,12 5,81

sodB Ph:5.5 6,52 5,42 5,24
Ph:7 6,54 6,41 5,86

Ph:8 6,42 6,30 6,04

sodC Ph:5.5 6,47 5,48 5,30
Ph:7 6,36 6,24 6,28

Ph:8 6,41 6,38 6,1

katE Ph:5.5 6,65 5,75 5,33
Ph:7 6,60 6,51 6,44

Ph:8 6,68 6,41 6,42

katG Ph:5.5 6,42 6,11 5,58
Ph:7 6,80 6,75 6,44

Ph:8 6,74 6,50 6,00

SoxR Ph:5.5 6,68 6,28 6,02
Ph:7 6,74 6,71 6,15

Ph:8 6,85 6,51 6,33

SOXS Ph:5.5 6,54 5,78 5,75
Ph:7 6,85 6,72 6,74

Ph:8 6,74 6,64 5,95

ahpC Ph:5.5 6,62 5,94 5,78
Ph:7 6,82 6,57 6,25

Ph:8 6,54 6,58 6,50

oxyR Ph:5.5 6,61 5,98 5,74
Ph:7 6,28 6,21 5,88

Ph:8 6,98 6,58 6,51

zwf Ph:5.5 6,71 5,38 5,58
Ph:7 6,88 6,77 6,64

Ph:8 6,52 6,61 6,28

btuE Ph:5.5 6,72 6,54 6,41
Ph:7 6,68 6,52 6,55

Ph:8 6,80 6,81 6,52




Tablo 4.13. Manganez siilfatin etkisi altinda komplementlerin tog degerleri
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MnSQO, -K degeri tgo degeri
E.coli IPTG Ph:5.5 0,0275 72,72727
Ph:7 0,007 285,7143
Ph:8 0,01375 145,4545
sodA Ph:5.5 0,02325 86,02151
Ph:7 0,01425 140,3509
Ph:8 0,01025 195,122
sodB Ph:5.5 0,032 62,5
Ph:7 0,017 117,6471
Ph:8 0,0095 210,5263
sodC Ph:5.5 0,02925 68,37607
Ph:7 0,002 1000
Ph:8 0,00775 258,0645
katE Ph:5.5 0,027 74,07407
Ph:7 0,004 500
Ph:8 0,0065 307,6923
katG Ph:5.5 0,021 95,2381
Ph:7 0,009 202,2222
Ph:8 0,0155 129,0323
soxR Ph:5.5 0,0165 1212121
Ph:7 0,01475 135,5032
Ph:8 0,013 153,8462
SOXS Ph:5.5 0,01975 101,2658
Ph:7 0,00275 727,2727
Ph:8 0,01975 101,2658
ahpC Ph:5.5 0,021 95,2381
Ph:7 0,00675 296,2963
Ph:8 0,01425 140,3509
oxyR Ph:5.5 0,02175 91,95402
Ph:7 0,01 200
Ph:8 0,01175 170,2128
zwf Ph:5.5 0,02825 70,79646
Ph:7 0,006 333,3333
Ph:8 0,006 333,3333
btuE Ph:5.5 0,00775 258,0645
Ph:7 0,00325 615,3846
Ph:8 0,007 285,7143
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Manganez siilfatin etkisi altinda bakteriler yaklasik 40 giin boyunca takip edilmistir.
(Tablo 4.10). 10 giin araliklarla 6rnekler alinmig ve yasam grafikleri ¢ikarilmistir.
Manganezin etkisi altinda pH-5.5 bakterilerin yasamini1 diger pH lardan daha fazla
etkilendigi goriilmektedir. Yabanil tip E.coli pH-5.5’de 31 giin yasamina devam
etmesine ragmen diger pH’larda 40 giinden fazla yasamina devam etmislerdir (Tablo

4.11).

Mutantlar iizerine etkinin nasil olduguna bakildiginda, sodB, katE, zwf’nin yabanil
tiple benzer yasam siireleri gostermesine ragmen diger mutantlarin daha uzun
yasama slirelerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu da bize sodB, katE ve zwf’nin
manganezin etkisi altinda bakteriler i¢in Onemli gen bolgeleri oldugunu

gostermektedir.

Mutasyonlarin etkilerini dogrulamak amaci ile komplementasyon testleri yapilmistir
(Tablo 4.12). Elde ettigimiz verilerin dogrulunu test ettigimiz bu deneyler ile yabani
tip gibi veriler elde edilmesi bu genlerin rollerini kontroliinii saglamistir (Tablo

4.13).



Tablo 4.14. Nikel siilfatin E.coli ve mutantlarin yasami iizerine etkisi

(Log sayi-cfu/ml)
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NiSO4 0.giin 5.giin 10.giin
E.coli W3110 Ph:5.5 6,60 6,47 6,38
Ph:7 6,45 5,66 2,90
Ph:8 6,75 5,38 1
sodA Ph:5.5 6,71 6,69 6,50
Ph:7 6,55 5,24 4,02
Ph:8 6,72 5,65 2,47
sodB Ph:5.5 6,50 6,68 6,50
Ph:7 6,45 5,78 1
Ph:8 6,35 4,77 1
sodC Ph:5.5 6,60 6,85 6,38
Ph:7 6,58 5,97 2,77
Ph:8 6,72 6,09 2,30
katE Ph:5.5 6,55 6,07 6,30
Ph:7 6,61 5,90 3,48
Ph:8 6,69 4,65 2
katG Ph:5.5 6,81 6,50 6,47
Ph:7 6,60 6,20 3,23
Ph:8 6,69 5,41 1
soxR Ph:5.5 6,61 6,60 6,58
Ph:7 6,84 5,58 2,90
Ph:8 6,70 5,58 2,81
SOXS Ph:5.5 6,61 6,38 6,07
Ph:7 6,65 5,74 3,85
Ph:8 6,70 5,90 1
ahpC Ph:5.5 6,69 6,60 6,30
Ph:7 6,73 5,60 2,69
Ph:8 6,71 5,43 1
oxyR Ph:5.5 6,69 6,90 6,39
Ph:7 6,86 5,74 3,65
Ph:8 6,77 5,87 2,90
zwf Ph:5.5 6,70 6,69 6,77
Ph:7 6,79 5,50 2,69
Ph:8 6,77 5,29 2,30
btuE Ph:5.5 6,69 6,50 6,39
Ph:7 6,88 5,47 2,84
Ph:8 6,73 5,90 2,81




Tablo 4.15. Nikel siilfatin etkisi altinda bakterilerin tgg degerleri
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NiSO, -K degeri tgg degeri
E.coli W3110 Ph:5.5 0,0205 97
Ph:7 0,355 5
Ph:8 0,575 34
sodA Ph:5.5 0,0165 121
Ph:7 0,253 7
Ph:8 0,425 4
sodB Ph:5.5 0,005 400
Ph:7 0,545 3,66
Ph:8 0,535 3,7
sodC Ph:5.5 0,03 66
Ph:7 0,381 5,24
Ph:8 0,442 4,52
katE Ph:5.5 0,02 100
Ph:7 0,313 6,38
Ph:8 0,469 4,26
katG Ph:5.5 0,033 60
Ph:7 0,337 59
Ph:8 0,569 3,5
soxR Ph:5.5 0,013 64
Ph:7 0,394 5
Ph:8 0,389 5
SOXS Ph:5.5 0,0365 54
Ph:7 0,28 7.1
Ph:8 0,57 3,5
ahpC Ph:5.5 0,0285 70
Ph:7 0,404 4,9
Ph:8 0,517 35
oxyR Ph:5.5 0,0285 70
Ph:7 0,321 6,2
Ph:8 0,387 51
zwf Ph:5.5 0,011 181
Ph:7 0,41 4,48
Ph:8 0,477 4,19
btuE Ph:5.5 0,0205 97
Ph:7 0,404 4,9
Ph:8 0,392 51




Tablo 4.16. Nikel siilfatin E.coli ve komplementlerin yasami iizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)
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NiSO, 0.giin 5.giin 10.giin
E.coli IPTG
Ph:5.5 6,52 6,44 6,40
Ph:7 6,41 5,78 3,92
Ph:8 6,66 5,48 2,18
sodA Ph:5.5 6,65 6,62 6,52
Ph:7 6,58 5,46 4,98
Ph:8 6,64 5,78 341
sodB Ph:5.5 6,38 6,31 6,28
Ph:7 6,32 5,88 2,02
Ph:8 6,22 4,44 1,56
sodC Ph:5.5 6,55 6,47 6,44
Ph:7 6,58 6,00 3,12
Ph:8 6,68 6,11 2,44
katE Ph:5.5 6,48 6,12 6,32
Ph:7 6,55 5,82 3,68
Ph:8 6,66 4,74 2,54
katG Ph:5.5 6,74 6,52 6,48
Ph:7 6,58 6,33 4,12
Ph:8 6,64 5,88 2,14
SoXR Ph:5.5 6,58 6,61 6,41
Ph:7 6,76 5,78 3,57
Ph:8 6,72 6,04 3,01
SOXS Ph:5.5 6,32 6,24 6,22
Ph:7 6,54 5,81 4,15
Ph:8 6,68 5,98 2,34
ahpC Ph:5.5 6,52 6,48 6,32
Ph:7 6,64 5,75 4,52
Ph:8 6,62 5,55 2,65
oxyR Ph:5.5 6,58 6,47 6,40
Ph:7 6,76 5,98 4,22
Ph:8 6,68 5,98 3,28
zwf Ph:5.5 6,66 6,68 6,58
Ph:7 6,79 5,50 4,15
Ph:8 6,62 5,38 3,08
btuk Ph:5.5 6,52 6,48 6,32
Ph:7 6,78 5,88 3,58
Ph:8 6,67 5,82 3,07




Tablo 4.17. Nikel siilfatin etkisi altinda komplementlerin tog degerleri
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NiSO, -K degeri tgo degeri
E.coli IPTG Ph:5.5 0,012 166,6667
Ph:7 0,249 8,032129
Ph:8 0,448 4,464286
sodA Ph:5.5 0,013 153,8462
Ph:7 0,16 125
Ph:8 0,323 6,19195
sodB Ph:5.5 001 200
Ph:7 0,43 4,651163
Ph:8 0,466 4,291845
sodC Ph:5.5 0,011 181,8182
Ph:7 0,346 5,780347
Ph:8 0,424 4716981
katE Ph:5.5 0,016 125
Ph:7 0,287 6,968641
Ph:8 0,412 4,854369
katG Ph:5.5 0,026 76,92308
Ph:7 0,246 8,130081
Ph:8 0,45 4,444444
SoXR Ph:5.5 0,017 117,6471
Ph:7 0,319 6,269592
Ph:8 0,371 5,390836
s0xS Ph:5.5 0,01 200
Ph:7 0,239 8,368201
Ph:8 0,434 4,608295
ahpC Ph:5.5 0,02 100
Ph:7 0,212 9,433962
Ph:8 0,397 5,037783
oxyR Ph:5.5 0,018 111,111
Ph:7 0,254 7,874016
Ph:8 0,34 5,882353
zwf Ph:5.5 0,008 250
Ph:7 0,264 7,575758
Ph:8 0,354 5,649718
bIUE Ph:55 0,02 100
Ph:7 0,32 6,25
Ph:8 0,36 5,555556
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Tablo 4.14ve 4.15°de goriildiigii gibi nikel siilfatin farkli pH’larda bakteriler iizerine
etkisi 10 giin siiresince takip edilmistir. Hangi pH degerinin bakteri yasaminda daha
onemli etkiye sahip oldugu arastirilmistir. Sonuglara goére, yabanil tip E.coli
incelendiginde bakterinin pH-7de 5 giin, pH-8’de 3.4 giin yasadig1 belirlenmistir.

pH-5.5"in ise bakteri yagaminda 6dnemli bir etkiye sahip olmadig1 goriilmiistiir.

pH-5.5"de btuE ve katE yabanil tip ile ayn1 yasam siirelerine sahipken, SOdA ve sodB

daha uzun siire yagamis, diger mutantlar ise daha kisa siire yasamini stirdiirmiistir.

pH-7de sodA, katE soxS ve oxyR yabanil tipten daha uzun siire yasamis, diger

mutanlar daha kisa siire yasamini slirdiirmiistiir. En cok etkilenen bakteri ise

sodB’dir.

Bakterileri en ¢ok etkileyen pH-8’de en ¢ok etkilenen bakteri katG, soxS ve
ahpC’dir.

Mutasyonlarin etkilerini dogrulamak amaci ile komplementasyon testleri yapilmistir
(Tablo 4.16). Elde ettigimiz verilerin dogrulunu test ettigimiz bu deneyler ile yabani
tip gibi veriler elde edilmesi bu genlerin rollerini kontroliinii saglamistir (Tablo
4.17).



Tablo 4.18. Cinko siilfatin E.coli ve mutantlarin yagamu tizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)
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ZnSO, 0.giin 20.giin 40.giin 60.giin 80.giin 100.giin
V\E/?Jcﬂ'o Ph:5.5 6,65 5,79 5,49 5,41 5,09 3,84
Ph:7 6,57 5,97 5,64 5,15 5,15 417
Ph:8 6,81 6,38 5,69 5,48 5,35 4,55
sodA Ph:5.5 6,87 5,61 5,80 5,61 4,00 3,80
Ph:7 6,65 6,21 6,00 5,74 5,83 4,86
Ph:8 6,81 6,70 6,38 5,87 5,82 5,00
sodB Ph:5.5 6,49 5,44 4,84 3,95 0,00
Ph:7 6,69 6,09 5,28 5,09 0,00
Ph:8 6,74 5,09 5,06 4,13 3,30
sodC Ph:5.5 6,66 5,50 5,17 5,90 4,95 3,44
Ph:7 6,74 5,78 6,03 5,90 5,79 4,55
Ph:8 6,69 5,41 5,68 5,83 578 4,88
katE Ph:5.5 6,80 6,60 5,13 4,67 3,77
Ph:7 6,70 6,21 5,96 5,56 5,24 4,50
Ph:8 6,77 6,14 5,68 578 5,20 4,86
katG Ph:5.5 6,74 6,11 6,17 5,44 5,00 3,86
Ph:7 6,71 6,43 5,84 5,50 5,64 4,20
Ph:8 6,74 6,50 6,38 6,03 5,74 5,00
soxR Ph:5.5 6,66 5,50 5,84 5,57 5,35 5,00
Ph:7 6,81 6,33 6,38 5,96 5,65 5,20
Ph:8 6,72 5,99 6,14 5,90 5,70 5,32
S0XS Ph:5.5 6,77 6,38 5,61 5,50 573 475
Ph:7 6,65 5,94 6,38 5,76 5,60 478
Ph:8 6,73 6,38 6,50 6,07 5,70 4,48
ahpC Ph:5.5 6,73 6,60 6,68 6,30 5,39 5,00
Ph:7 6,86 6,80 6,38 5,44 6,30 5,17
Ph:8 6,82 6,66 6,50 6,24 5,95 5,22
oxyR Ph:5.5 6,78 6,68 6,74 6,17 6,19 5,20
Ph:7 6,82 6,51 6,20 6,13 6,23 5,33
Ph:8 6,96 6,69 6,25 6,47 6,34 5,34
zwf Ph:5.5 6,78 5,77 5,76 5,74 5,36 4,88
Ph:7 6,78 5,98 5,93 6,20 5,35 4,86
Ph:8 6,73 6,50 6,50 575 571 5,02
btuE Ph:5.5 6,51 6,50 6,84 5,47 4,39
Ph:7 6,89 6,32 5,84 5,50 4,14
Ph:8 6,69 5,74 5,81 5,53 4,98




Tablo 4.19. Cinko siilfatin etkisi altinda bakterilerin tog degerleri
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ZnSO, -K degeri togdegeri
E.coli W3110 Ph:5.5 0,028 71
Ph:7 0,024 83
Ph:8 0,022 90
sodA Ph:5.5 0,0307 65
Ph:7 0,0179 111
Ph:8 0,0181 110
sodB Ph:5.5 0,042 47
Ph:7 0,026 76
Ph:8 0,043 41
sodC Ph:5.5 0,0322 62
Ph:7 0,0219 91
Ph:8 0,0181 110
katE Ph:5.5 0,0378 52
Ph:7 0,022 90
Ph:8 0,0181 110
katG Ph:5.5 0,0288 69
Ph:7 0,0251 79
Ph:8 0,0174 114
SoxR Ph:5.5 0,0166 120
Ph:7 0,0161 124
Ph:8 0,014 142
soxS Ph:5.5 0,0202 99
Ph:7 0,0187 106
Ph:8 0,022 90
ahpC Ph:5.5 0,0173 115
Ph:7 0,0169 118
Ph:8 0,016 125
oxyR Ph:5.5 0,0158 126
Ph:7 0,0149 134
Ph:8 0,0162 123
zwf Ph:5.5 0,019 105
Ph:7 0,0192 104
Ph:8 0,0171 116
btug Ph:5.5 0,0265 75
Ph:7 0,034 58
Ph:8 0,0213 93




Tablo 4.20. Cinko siilfatin E.coli ve komplementlerin yasami {izerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)
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ZnS0O, 0.glin 25,glin 50.giin 75,giin 100.gilin
E.coli IPTG | Ph:5.5 6,44 5,96 5,47 4,45 3,98
Ph:7 6,52 6,12 571 5,12 4,85
Ph:8 6,72 6,24 5,62 5,21 5,02
sodA Ph:5.5 6,75 6,00 5,88 4,85 411
Ph:7 6,42 6,28 6,12 5,14 4,88
Ph:8 6,72 6,54 6,44 5,66 5,12
sodB Ph:5.5 6,03 5,85 4,84 3,12 3,52
Ph:7 6,02 5,96 511 4,15 3,96
Ph:8 6,65 6,05 5,12 4,56 4,97
sodC Ph:5.5 6,58 6,02 5,22 4,86 4,12
Ph:7 6,61 6,11 5,88 5,12 4,88
Ph:8 6,55 6,20 571 5,32 5,12
katE Ph:5.5 6,70 5,88 5,24 4,28 3,98
Ph:7 6,65 6,33 6,01 5,34 4,98
Ph:8 6,72 6,42 6,11 5,47 5,00
katG Ph:5.5 6,64 6,14 5,88 4,56 3,98
Ph:7 6,66 6,30 5,85 5,12 4,68
Ph:8 6,71 6,25 6,12 5,88 5,21
SOXR Ph:5.5 6,48 6,22 5,98 5,62 5,08
Ph:7 6,64 6,54 6,35 5,86 5,33
Ph:8 6,68 6,48 6,22 5,76 5,48
SOXS Ph:5.5 6,72 6,12 5,61 5,28 481
Ph:7 6,71 6,48 6,40 5,72 5,06
Ph:8 6,68 6,55 6,44 6,05 5,31
ahpC Ph:5.5 6,65 6,34 6,24 5,28 5,08
Ph:7 6,77 6,48 6,33 5,94 5,24
Ph:8 6,75 6,61 6,55 5,82 5,38
oxyR Ph:5.5 6,68 6,55 6,74 5,78 5,22
Ph:7 6,78 6,38 6,28 5,66 5,42
Ph:8 6,84 6,54 6,33 5,82 5,42
zwf Ph:5.5 6,72 5,96 5,64 5,32 5,08
Ph:7 6,64 6,24 5,98 5,28 5,18
Ph:8 6,72 6,62 6,55 5,60 5,24
btug Ph:5.5 6,44 6,21 5,85 4,82 4,38
Ph:7 6,88 6,36 5,98 4,98 4,41
Ph:8 6,66 6,42 6,12 5,38 5,12




Tablo 4.21. Cinko siilfatin etkisi altinda komplementlerin tgg degerleri
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ZnSO, -K degeri tggdegeri
E.coli IPTG Ph:5.5 0,0246 81,30081
Ph:7 0,0167 119,7605
Ph:8 0,017 117,6471
sodA Ph:5.5 0,0264 75,75758
Ph:7 0,0154 129,8701
Ph:8 0,016 125
sodB Ph:5.5 0,0251 79,68127
Ph:7 0,0206 97,08738
Ph:8 0,0168 119,0476
sodC Ph:5.5 0,0246 81,30081
Ph:7 0,0173 115,6069
Ph:8 0,0143 139,8601
katE Ph:5.5 0,0272 73,52941
Ph:7 0,0167 119,7605
Ph:8 0,0172 116,2791
katG Ph:5.5 0,0266 75,18797
Ph:7 0,0198 101,0101
Ph:8 0,015 133,3333
soxR Ph:5.5 0,014 142,8571
Ph:7 0,0131 152,6718
Ph:8 0,012 166,6667
S0XS Ph:5.5 0,0191 104,712
Ph:7 0,0165 121,2121
Ph:8 0,0137 145,9854
ahpC Ph:5.5 0,0157 127,3885
Ph:7 0,0153 130,719
Ph:8 0,0137 145,9854
oxyR Ph:5.5 0,0146 136,9863
Ph:7 0,0136 147,0588
Ph:8 0,0142 140,8451
zwf Ph:5.5 0,0164 121,9512
Ph:7 0,0146 136,9863
Ph:8 0,0148 135,1351
btuE Ph:5.5 0,0206 97,08738
Ph:7 0,0247 80,97166
Ph:8 0,0154 129,8701




Cinko siilfatin bakteriler lizerine etkisini aragtirmak i¢in 100 giin yasam deneyi
yapilmistir. Calismalar pH-5.5, 7 ve 8’de fosfat tamponu ic¢inde yapilmistir.
Calisma sonucunda yabanil tip E.coli’nin pH-5.5’de 71 giin, pH-7’de 83 giin
ve pH-8’de 90 giin yasamina devam ettigi goriilmiistiir. Yabanil tip iizerine

pH-5.5 digerlerinden daha fazla etkili olmustur.

Mutantlarla karsilastirdigimizda ise, pH-5.5’de sodA 65, sodB 47, sodC 62,
katE 52 giin yasamina devam etmistir. Yabanil tip E.coli 'den daha kisa yasam
stirelerine sahip olan bu mutantlarda, eksik olan gen bolgelerinin pH-5.5"de ve
¢inko siilfatin bulundugu ortamda bakterileri korudugu tablo 4.18 ve 4.19°da

goriilmektedir.

pH-7’de yapilan ¢alismada E.coli 83 giin yasamina devam etmistir. Bunun
yaninda sodB 76, btuE 58 giin yasamina devam etmistir. Dolayisi ile SodB ve
btuE’nin pH-7’de ¢inkonun bulundugu ortamda bakterileri korudugu
belirlenmistir. Mutantlarin yabanil tipten daha kisa siirede ortamdan
uzaklagsmas1 o gen bdlgesinin bu ortam sartlarinda bakteriyi korudugunu

gostermektedir.

pH-8 wverileri incelendiginde, E.coli 90 giin yasamina devam etmistir.
Mutantlardan sodB ise 41 yasamina devam etmistir. Bu sonuglara gore,
sodB’nin pH-8 ortaminda ve ¢inko siilfatin bulundugu fosfat tamponunda

bakterinin hayatta kalmasi i¢in 6nemli bir gen bolgesi oldugu goriilmektedir.

71



Tablo 4.22.Krom-2-kloriiriin E.coli ve mutantlarin yasami {izerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)
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CrCl, 0.glin 20.giin 40.giin 60.giin
E.coliw3110 | Ph:i5.5 6,71 5,78 5,39 4,12
Ph:7 6,61 6,45 6,16 6,00
Ph:8 6,75 6,44 6,31 5,98
sodA Ph:5.5 6,71 5,89 6,00 5,82
Ph:7 6,61 6,72 6,63 5,96
Ph:8 6,75 6,66 6,24 6,12
sodB Ph:5.5 6,69 5,94 5,17 4,00
Ph:7 6,67 6,45 5,75 5,42
Ph:8 6,85 6,32 6,21 5,96
sodC Ph:5.5 6,64 6,14 6,06 5,56
Ph:7 6,85 6,72 6,62 6,10
Ph:8 6,81 6,78 6,34 6,21
katE Ph:5.5 6,60 5,60 5,14 438
Ph:7 6,46 6,21 6,10 5,85
Ph:8 6,77 6,66 6,31 6,12
katG Ph:5.5 6,69 5,92 5,83 5,37
Ph:7 6,97 6,42 6,62 5,88
Ph:8 6,80 6,54 6,22 6,04
SsoxR Ph:5.5 6,50 6,25 5,84 5,18
Ph:7 6,49 6,37 6,20 6,14
Ph:8 6,60 6,72 6,64 6,38
soxS Ph:5.5 6,69 6,24 5,92 5,78
Ph:7 6,97 6,65 6,50 6,71
Ph:8 6,83 6,74 5,87 5,78
ahpC Ph:5.5 6,65 6,46 6,32 5,64
Ph:7 6,94 6,43 6,75 6,58
Ph:8 6,69 6,74 6,52 6,49
oxyR Ph:5.5 6,59 6,43 5,64 5,65
Ph:7 6,83 6,45 5,98 5,80
Ph:8 6,85 6,74 6,61 6,45
zwf Ph:5.5 6,46 6,45 5,00 4,55
Ph:7 6,74 6,69 6,81 6,22
Ph:8 6,91 6,72 6,67 6,18
btuE Ph:5.5 6,67 5,64 5,72 5,84
Ph:7 6,38 6,38 5,92 5,88
Ph:8 6,88 6,51 6,53 6,22




Tablo 4.23.Krom-2-kloriiriin etkisi altinda bakterilerin tgg degerleri
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crCl, -K degeri tgg degeri
E.coli W3110 Ph:5.5 0,043167 46,33205
Ph:7 0,010167 196,7213
Ph:8 0,012833 155,8442
sodA Ph:5.5 0,014833 134,8315
Ph:7 0,010833 184,6154
Ph:8 0,0105 190,4762
odB Ph:5.5 0,044833 44,60967
Ph:7 0,020833 96
Ph:8 0,014833 134,8315
sodC Ph:5.5 0,018 111,1111
Ph:7 0,0125 160
Ph:8 0,01 200
katE Ph:5.5 0,037 54,05405
Ph:7 0,010167 196,7213
Ph:8 0,010833 184,6154
katG Ph:5.5 0,022 90,90909
Ph:7 0,018167 110,017
Ph:8 0,012667 157,8947
soxR Ph:5.5 0,022 90,90909
Ph:7 0,005833 342,8571
Ph:8 0,003667 545,4545
SOXS Ph:5.5 0,015167 131,8681
Ph:7 0,004333 461,5385
Ph:8 0,0175 114,2857
ahpC Ph:5.5 0,016833 118,8119
Ph:7 0,006 333,3333
Ph:8 0,003333 600
oxyR Ph:5.5 0,015667 127,6596
Ph:7 0,017167 116,5049
Ph:8 0,006667 300
zwf Ph:5.5 0,031833 62,82723
Ph:7 0,008667 230,7692
Ph:8 0,012167 164,3836
btuE Ph:5.5 0,013833 144,5783
Ph:7 0,008333 240
Ph:8 0,011 181,8182




Tablo 4.24.Krom-2-kloriiriin E.coli ve komplementlerin yasami tizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)
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CrCl, 0.gilin 20.giin 40.giin 60.giin
E.coli IPTG | Ph:55 6,66 5,96 5,59 4,92
Ph:7 6,52 6,41 6,18 6,08
Ph:8 6,70 6,52 6,38 6,14
sodA Ph:5.5 6,64 6,31 6,22 6,08
Ph:7 6,55 6,52 6,24 6,17
Ph:8 6,58 6,34 6,28 6,24
sodB Ph:5.5 6,64 6,05 5,84 4,85
Ph:7 6,62 6,33 5,96 5,89
Ph:8 6,71 6,31 6,18 6,14
sodC Ph:5.5 6,52 6,34 6,14 5,96
Ph:7 6,74 6,61 6,52 6,22
Ph:8 6,72 6,64 6,42 6,28
katE Ph:5.5 6,54 6,18 5,74 5,35
Ph:7 6,34 6,22 6,18 6,04
Ph:8 6,58 6,56 6,33 6,22
katG Ph:5.5 6,61 6,18 6,20 5,86
Ph:7 6,85 6,62 6,54 6,02
Ph:8 6,72 6,58 6,32 6,29
soxR Ph:5.5 6,44 6,26 6,12 5,64
Ph:7 6,42 6,33 6,24 6,24
Ph:8 6,55 6,38 6,22 6,20
S0XS Ph:5.5 6,52 6,24 5,92 5,78
Ph:7 6,82 6,65 6,50 6,07
Ph:8 6,61 6,33 6,21 6,22
ahpC Ph:5.5 6,60 6,45 6,21 5,85
Ph:7 6,82 6,41 6,33 6,02
Ph:8 6,66 6,55 6,31 6,50
oxyR Ph:5.5 6,50 6,40 5,84 5,78
Ph:7 6,75 6,41 6,04 5,95
Ph:8 6,71 6,52 6,61 6,45
2w Ph:5.5 6,42 6,31 5,00 4,55
Ph:7 6,64 6,55 6,42 6,25
Ph:8 6,82 6,61 6,60 6,33
btuE Ph:5.5 6,62 6,18 5,96 5,64
Ph:7 6,24 6,18 5,91 6,00
Ph:8 6,76 6,55 6,41 6,33




Tablo 4.25.Krom-2-kloriiriin etkisi altinda komplementlerin tgg degerleri
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crcl, -K degeri tgo degeri
E.coli IPTG Ph:5.5 0,029 68,96552
Ph:7 0,007333 272,7273
Ph:8 0,009333 214,2857
sodA Ph:5.5 0,009333 214,2857
Ph:7 0,006333 315,7895
Ph:8 0,005667 352,9412
sodB Ph:5.5 0,029833 67,03911
Ph:7 0,012167 164,3836
Ph:8 0,0095 210,5263
sodC Ph:5.5 0,009333 214,2857
Ph:7 0,008667 230,7692
Ph:8 0,007333 272,7273
katE Ph:5.5 0,019833 100,8403
Ph:7 0,005 400
Ph:8 0,006 333,3333
katG Ph:5.5 0,0125 160
Ph:7 0,013833 144,5783
Ph:8 0,007167 279,0698
SOXR Ph:5.5 0,013333 150
Ph:7 0,003 666,6667
Ph:8 0,005833 342,8571
S0XS Ph:5.5 0,012333 162,1622
Ph:7 0,0125 160
Ph:8 0,0065 307,6923
ahpC Ph:5.5 0,0125 160
Ph:7 0,013333 150
Ph:8 0,002667 750
oxyR Ph:5.5 0,012 166,6667
Ph:7 0,013333 150
Ph:8 0,004333 461,5385
zwf Ph:5.5 0,031167 64,17112
Ph:7 0,0065 307,6923
Ph:8 0,008167 244,898
btuE Ph:5.5 0,016333 122,449
Ph:7 0,004 500
Ph:8 0,007167 279,0698
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Krom-2-klortiriin etkisi altinda bakteriler yaklasik 60 giin boyunca takip edilmistir
(Tablo 4.22). 20 giin araliklarla 6rnekler alinmis ve yasam grafikleri ¢ikarilmustir.
Krom-2-kloriiriin etkisi altinda pH-5.5 bakterilerin yasamini1 diger pH lardan daha
fazla etkilendigi goriilmektedir. Yabanil tip E.coli pH-5.5"de 46 giin yasamina devam
etmesine ragmen diger pH’larda 60 giinden fazla yasamina devam etmislerdir (Tablo

4.23).

Mutantlar iizerine etkinin nasil olduguna bakildiginda, sodB, katE, zwf’nin yabanil
tiple benzer yasam siireleri gostermesine ragmen diger mutantlarin daha uzun
yasama slirelerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu da bize sodB, katE ve zwf’nin
manganazin etkisi altinda bakteriler i¢in O6nemli gen bolgeleri oldugunu

gostermektedir.

Mutasyonlarin etkilerini dogrulamak amaci ile komplementasyon testleri yapilmistir
(Tablo 4.24). Elde ettigimiz verilerin dogrulunu test ettigimiz bu deneyler yabani tip

gibi veriler elde edilmesi bu genlerin rollerini kontroliinii saglamistir (Tablo 4.25).



Tablo 4.26.Kobalt siilfatin E.coli ve mutantlarin yagami tizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)
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CoS0O, 0,glin 10,giin | 20,giin | 30,giin | 40,giin | 50,giin | 60,giin | 70,glin | 80,giin

VE/sfﬂlo Ph:55 | 680 | 655 | 622 | 605 | 618 | 58 | 552 | 518 | 510
Ph:7 | 6,43 6,33 6,18 6,22 5,68 5,22 5,08 485 | 478
Ph:8 | 6,58 3,04

sodA Ph:5.5 | 6,69 6,48 6,35 5,38 5,28 5,14 4,58 444 | 431
Ph:7 | 659 6,45 6,28 5,34 5,12 4,55 4,28 402 | 387
Ph:8 | 6,57 3,83

sodB | Ph:5.5 | 644 6,24 6,31 5,35 4,38 425 | 397
Ph:7 | 653 6,48 5,88 5,12 4,24 433 | 386
Ph:8 6,50 2,70

sodC Ph:55 | 6,73 6,55 6,34 6,12 5,31 5,08 5,22 4,85 4,47
Ph:7 | 6,61 6,45 6,17 6,05 5,36 5,24 4,88 4,48 | 4,34
Ph:8 | 6,76 3,76

katE Ph:55 | 6,72 6,54 6,22 5,87 5,28 4,96 4,67 4,35 | 429
Ph:7 | 6,62 6,48 6,34 5,94 5,64 5,12 4,85 428 | 411
Ph:8 6,71 2,95

katG Ph:55 | 6,72 6,58 6,17 5,58 5,18 4,88 4,57 4,08 | 3,95
Ph:7 | 6,60 6,47 6,38 6,05 548 | 531 4,65 422 | 386
Ph:8 | 6,66 3,97

soxR | Ph:5.5 | 6,70 6,58 6,24 5,78 5,43 5,45 4,98 455 | 423
Ph:7 | 682 6,67 6,28 6,07 5,89 5,44 5,38 522 | 405
Ph:8 6,78 4,10

SOXS Ph:55 | 6,70 6,54 6,34 5,86 5,27 5,16 4,88 4,62 4,16
Ph:7 | 6,65 6,45 6,14 5,64 5,22 4,96 4,68 415 | 4,03
Ph:8 | 6,68 3,51

ahpC Ph:5.5 | 6,71 6,54 6,12 5,58 5,36 5,04 4,87 4,65 | 413
Ph:7 6,73 6,64 6,08 5,68 5,44 4,96 4,87 4,34 4,00
Ph:8 | 6,64 4,18

oXyR Ph:55 | 6,83 6,68 6,66 5,74 5,48 5,22 4,68 4,48 4,27
Ph:7 | 6,89 6,74 6,24 5,85 5,38 4,97 4,86 458 | 430
Ph:8 | 6,78 4,27

zwf | Ph:55 | 682 6,42 5,04 5,84 5,22 4,58 4,86 457 | 436
Ph:7 | 6,79 6,61 6,18 5,72 5,36 5,14 4,74 485 | 422
Ph:8 | 6,81 3,10

btuE | Ph:55 | 6,77 6,74 6,28 5,98 5,54 5,67 5,05 487 | 428
Ph:7 6,88 6,37 6,33 6,08 5,68 5,24 4,86 4,58 4,32
Ph:8 3,84

6,72




Tablo 4.27 Kobalt siilfatin etkisi altinda bakterilerin tgg degerleri

78

CoSO, -K degeri tgg degeri
E.coli W3110 Ph:5.5 0,02128 93,98479
Ph:7 0,02062 96,99272
Ph:8 0,354 5,649718
sodA Ph:5.5 0,02975 67,22689
Ph:7 0,034 58,82353
Ph:8 0,274 7,29927
sodB Ph:5.5 0,041167 48,583
Ph:7 0,0445 44,94382
Ph:8 0,38 5,263158
sodC Ph:5.5 0,02825 70,79646
Ph:7 0,028375 70,48458
Ph:8 0,3 6,666667
katE Ph:5.5 0,030375 65,84362
Ph:7 0,031375 63,74502
Ph:8 0,376 5,319149
katG Ph:5.5 0,034625 57,76173
Ph:7 0,03425 58,39416
Ph:8 0,269 7,434944
soxR Ph:5.5 0,030875 64,77733
Ph:7 0,034625 57,76173
Ph:8 0,268 7,462687
SOXS Ph:5.5 0,03175 62,99213
Ph:7 0,03275 61,0687
Ph:8 0,317 6,309148
ahpC Ph:5.5 0,03225 62,0155
Ph:7 0,034125 58,60806
Ph:8 0,246 8,130081
oxyR Ph:5.5 0,032 62,5
Ph:7 0,032375 61,77606
Ph:8 0,251 7,968127
zwf Ph:5.5 0,03075 65,04065
Ph:7 0,032125 62,25681
Ph:8 0,371 5,390836
btuE Ph:5.5 0,031125 64,25703
Ph:7 0,032 62,5
Ph:8 0,288 6,944444




Tablo 4.28.Kobalt siilfatin E.coli ve komplementlerin yasami {izerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)

79

CoS0O, 0,giin 20,giin 40,giin 60,giin 80,giin

E.coli IPTG Ph:5.5 6,80 6,22 6,18 5,52 5,85
Ph:7 6,43 6,18 5,68 5,08 5,02

Ph:8 6,58 2,64
sodA Ph:5.5 6,69 6,35 5,28 4,58 4,98
Ph:7 6,59 6,28 5,12 4,28 4,12

Ph:8 6,57 4,12
sodB Ph:5.5 6,44 6,31 4,38 3,97 3,12
Ph:7 6,53 5,88 4,24 3,86 3,05

Ph:8 6,50 1,22
sodC Ph:5.5 6,73 6,34 5,31 5,22 5,14
Ph:7 6,61 6,17 5,36 4,88 4,98

Ph:8 6,76 3,14
katE Ph:5.5 6,72 6,22 5,28 4,67 4,68
Ph:7 6,62 6,34 5,64 4,85 4,38

Ph:8 6,71 3,15
katG Ph:5.5 6,72 6,17 5,18 4,57 4,18
Ph:7 6,60 6,38 5,48 4,65 4,08

Ph:8 6,66 2,88
soxR Ph:5.5 6,70 6,24 5,43 4,98 4,88
Ph:7 6,82 6,28 5,89 5,38 4,81

Ph:8 6,78 3,55
SOXS Ph:5.5 6,70 6,34 5,27 4,88 5,12
Ph:7 6,65 6,14 5,22 4,68 4,56

Ph:8 6,68 2,67
ahpC Ph:5.5 6,71 6,12 5,36 4,87 4,78
Ph:7 6,73 6,08 5,44 4,87 4,38

Ph:8 6,64 3,42
oxyR Ph:5.5 6,83 6,66 5,48 4,68 5,24
Ph:7 6,89 6,24 5,38 4,86 4,10

Ph:8 6,78 3,12
zwf Ph:5.5 6,82 5,94 5,22 4,86 5,14
Ph:7 6,79 6,18 5,36 4,74 4,86

Ph:8 6,81 2,25
btuk Ph:5.5 6,77 6,28 5,54 5,05 5,20
Ph:7 6,88 6,33 5,68 4,86 4,95

Ph:8 6,72 2,88




Tablo 4.29.Kobalt siilfatin etkisi altinda komplementlerin tgg degerleri

80

CoSOq, -K degeri tgg degeri

E.coli IPTG Ph:5.5 0,011875 168,4211
Ph:7 0,017625 113,4752
Ph:8 0,197 10,15228
sodA Ph:5.5 0,021375 93,56725
Ph:7 0,030875 64,77733
Ph:8 0,1225 16,32653
sodB Ph:5.5 0,0415 48,19277
Ph:7 0,0435 45,97701
Ph:8 0,264 7,575758
sodC Ph:5.5 0,019875 100,6289
Ph:7 0,020375 98,15951
Ph:8 0,181 11,04972
katE Ph:5.5 0,0255 78,43137
Ph:7 0,028 71,42857
Ph:8 0,178 11,23596
katG Ph:5.5 0,03175 62,99213
Ph:7 0,0315 63,49206
Ph:8 0,189 10,58201
soxR Ph:5.5 0,02275 87,91209
Ph:7 0,025125 79,60199

Ph:8 0,1615 12,3839
S0XS Ph:5.5 0,01975 101,2658
Ph:7 0,026125 76,55502
Ph:8 0,2005 9,975062
ahpC Ph:5.5 0,024125 82,90155
Ph:7 0,029375 68,08511
Ph:8 0,161 12,42236
oxyR Ph:5.5 0,019875 100,6289
Ph:7 0,034875 57,34767
Ph:8 0,183 10,92896

zwf Ph:5.5 0,021 95,2381
Ph:7 0,024125 82,90155

Ph:8 0,228 8,77193
btu Ph:5.5 0,019625 101,9108
Ph:7 0,024125 82,90155
Ph:8 0,192 10,41667




81

Tablo 4.26°da goriildiigii gibi kobalt siilfatinE.coli ve mutantlar1 {izerine farkl
pH’larda yasami yaklasik 80 giin boyunca takip edilmistir. Yabanil tip E.coli’nin pH-
5.5, 7 ve 8’de yasam grafigine bakildiginda bakterinin pH-8’de yaklasik 5 giin
yasamina devam ettigi goriilmektedir (Tablo 4.27). Bunun yaninda pH-7’de 96 ve
pH-5.5’de 93 giinden fazla yasamina devam ettigi goriilmektedir. Tablo 4.26 ve 4.27
incelendiginde, kobalt siilfatin varliginda pH-8’in diger pH’lardan daha fazla etkili
oldugu belirlenmistir. Yabanil tip ile mutantlar karsilastirildiginda, mutantlar

arasinda farkli yasam stireleri oldugu belirlenmistir.

pH-5.5"da yapilan ¢alisma incelendiginde; mutantlarin yabanil tipden daha kisa siire
yasadig1 goriilmektedir. Yabanil tip 90 giinden fazla yasamasina ragmen mutantin

yasam siireleri 90 giinden daha azdir.

pH-7 ortaminda yapilan ¢aligmada ise bakterilerin yine 80 giinlik yasam grafikleri
¢ikarilmigtir. Yabanil tip E.coli 96 giin yasamasina ragmen, mutantlarin daha kisa

stire yasadig1 goriilmiistiir.

pH-8 bakterilerin yasamini diger pH’lardan daha fazla etkileyen pH degeri olmustur.
Nitekim E.coli 5 giin yasamina devam etmistir. Mutantarda da yabanil 6rnege benzer
yasam degerleri belirlenmistir. En fazla yasam siiresi olan mutant yaklasik 8 giin ile

ahpC-dir.

Mutasyonlarin etkilerini dogrulamak amaci ile komplementasyon testleri yapilmistir
(Tablo 4.28). Elde ettigimiz verilerin dogrulunu test ettigimiz bu deneyler yabani tip

gibi veriler elde edilmesi bu genlerin rollerini kontroliinii saglamistir (Tablo 4.29).



Tablo 4.30.Aliiminyum siilfatin E.coli ve mutantlarin yagami tizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)

82

AISO, 0,giin 20,glin 40,gilin 60,gilin 80,giin

E.coliW3110 | Ph:5.5 6,39 3,32
Ph:7 6,70 6,52 5,26 4,82 4,02
Ph:8 6,43 6,28 5,86 4,96 4,32

SodA Ph:5.5 6,70 3,87
Ph:7 6,60 6,36 6,15 5,36 5,02
Ph:8 6,69 6,14 5,88 5,74 5,04

sodB Ph:5.5 6,51 2,81
Ph:7 6,43 6,21 5,24 4,87 3,04
Ph:8 6,35 6,08 5,55 4,76 3,32

sodC Ph:5.5 6,60 3,67
Ph:7 6,59 6,24 5,84 5,64 5,14
Ph:8 6,74 6,58 6,04 5,84 5,20

katE Ph:5.5 6,56 4,02
Ph:7 6,67 6,22 6,12 5,58 5,19
Ph:8 6,67 6,34 5,98 5,64 5,12

katG Ph:5.5 6,82 4,14
Ph:7 6,60 6,18 5,64 5,34 5,02
Ph:8 6,70 6,45 6,06 5,55 5,18

SoxXR Ph:5.5 6,66 4,24
Ph:7 6,85 6,42 6,12 5,48 5,13
Ph:8 6,70 6,48 6,22 5,86 5,34

SOXS Ph:5.5 6,56 3,89
Ph:7 7,31 6,34 5,84 512 4,97
Ph:8 6,78 6,26 6,14 5,86 5,24

ahpC Ph:5.5 6,69 3,04
Ph:7 6,74 6,24 6,10 5,62 5,20
Ph:8 6,75 6,47 6,22 5,86 5,28

oxyR Ph:5.5 6,73 3,59
Ph:7 6,86 6,25 5,86 5,41 4,99
Ph:8 6,78 6,48 6,12 5,74 5,30

zwf Ph:5.5 6,75 3,04
Ph:7 6,80 6,21 5,24 5,05 4,32
Ph:8 6,76 6,42 5,62 521 4,00

btug Ph:5.5 6,69 3,30
Ph:7 6,89 6,44 5,85 4,24 3,96
Ph:8 6,36 5,55 4,38 4,05

6,74




Tablo 4.31. Aliminyum siilfatin etkisi altinda bakterilerin tog degerleri

83

AISO, -K degeri tgg degeri
E.coli W3110 Ph:5.5 0,1535 13,02932
Ph:7 0,0335 59,70149
Ph:8 0,026375 75,82938
sodA Ph:5.5 0,1415 14,13428
Ph:7 0,01975 101,2658
Ph:8 0,020625 96,9697
sodB Ph:5.5 0,185 10,81081
Ph:7 0,042375 47,19764
Ph:8 0,037875 52,80528
sodC Ph:5.5 0,1465 13,65188
Ph:7 0,018125 110,3448
Ph:8 0,01925 103,8961
katE Ph:5.5 0,127 15,74803
Ph:7 0,0185 108,1081
Ph:8 0,019375 103,2258
katG Ph:5.5 0,134 14,92537
Ph:7 0,01975 101,2658
Ph:8 0,019 105,2632
SoxR Ph:5.5 0,121 16,52893
Ph:7 0,0215 93,02326
Ph:8 0,017 117,6471
SOXS Ph:5.5 0,1335 14,98127
Ph:7 0,02925 68,37607
Ph:8 0,01925 103,8961
ahpC Ph:5.5 0,1825 10,9589
Ph:7 0,01925 103,8961
Ph:8 0,018375 108,8435
oxyR Ph:5.5 0,157 12,73885
Ph:7 0,023375 85,5615
Ph:8 0,0185 108,1081
zwf Ph:5.5 0,1855 10,78167
Ph:7 0,031 64,51613
Ph:8 0,0345 57,97101
btuk Ph:5.5 0,1695 11,79941
Ph:7 0,036625 54,60751
Ph:8 0,033625 59,47955




Tablo 4.32.Aliminyum siilfatin E.coli ve komplementlerin yasami tizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)

84

AISO, 0,giin 20,glin 40,giin 60,glin 80,giin

E.coli IPTG Ph:5.5 6,22 5,24 3,42
Ph:7 6,52 6,24 6,10 5,64 5,12
Ph:8 6,32 6,21 6,02 5,86 5,83

sodA Ph:5.5 6,42 4,58 3,78
Ph:7 6,48 6,33 6,10 5,58 5,32
Ph:8 6,38 6,16 5,82 5,62 5,68

sodB Ph:5.5 6,55 412 2,96
Ph:7 6,31 6,20 5,84 4,55 4,36
Ph:8 6,24 6,11 5,85 5,56 5,02

sodC Ph:5.5 6,42 517 3,75
Ph:7 6,48 6,14 6,18 5,84 5,58
Ph:8 6,64 6,25 6,14 5,94 5,95

katE Ph:5.5 6,32 5,12 4,54
Ph:7 6,54 6,32 6,04 5,88 5,86
Ph:8 6,47 6,36 6,18 5,94 6,05

katG Ph:5.5 6,71 5,84 4,76
Ph:7 6,52 6,18 5,99 5,61 5,33
Ph:8 6,46 6,11 6,15 5,86 5,76

SoXR Ph:5.5 6,52 5,25 4,72
Ph:7 6,65 6,40 6,17 5,67 5,48
Ph:8 6,61 6,24 6,20 5,94 5,86

SOXS Ph:5.5 6,36 5,80 4,12
Ph:7 6,86 6,44 5,72 5,34 5,10
Ph:8 6,78 6,53 6,32 5,96 5,71

ahpC Ph:5.5 6,44 3,04 3,74
Ph:7 6,64 6,32 6,15 5,84 5,86
Ph:8 6,58 6,30 6,32 6,14 6,12

oxyR Ph:5.5 6,38 5,10 4,04
Ph:7 6,62 6,28 6,30 5,84 5,24
Ph:8 6,55 6,38 6,33 5,98 5,96

zwf Ph:5.5 6,48 4,86 3,82
Ph:7 6,66 6,60 6,12 5,78 4,85
Ph:8 6,57 6,33 5,86 5,88 512

btuk Ph:5.5 6,60 3,30 3,64
Ph:7 6,72 6,34 5,92 4,66 4,28
Ph:8 6,54 6,04 5,98 4,78

6,62




Tablo 4.33.Aliminyum siilfatin etkisi altinda komplementlerin tgg degerleri

85

AISO, -K degeri tgg degeri

E.coli IPTG Ph:5.5 0,07 28,57143

Ph:7 0,0175 114,2857

Ph:8 0,006125 326,5306

sodA Ph:5.5 0,066 30,30303
Ph:7 0,0145 137,931

Ph:8 0,00875 2285714

sodB Ph:5.5 0,08975 22,28412

Ph:7 0,024375 82,05128

Ph:8 0,01525 131,1475

sodC Ph:5.5 0,06675 29,96255

Ph:7 0,01125 177,7778

Ph:8 0,008625 231,8841

katE Ph:5.5 0,0445 44,94382

Ph:7 0,0085 235,2941

Ph:8 0,00525 380,9524

katG Ph:5.5 0,04875 41,02564

Ph:7 0,014875 134,4538

Ph:8 0,00875 228,5714

SoxR Ph:5.5 0,045 44,44444

Ph:7 0,014625 136,7521

Ph:8 0,009375 213,3333

S0XS Ph:5.5 0,056 35,71429

Ph:7 0,022 90,90909

Ph:8 0,013375 149,5327

ahpC Ph:5.5 0,0675 29,62963

Ph:7 0,00975 205,1282

Ph:8 0,00575 347,8261

oxyR Ph:5.5 0,0585 34,18803
Ph:7 0,01725 115,942

Ph:8 0,007375 271,1864

zwf Ph:5.5 0,0665 30,07519

Ph:7 0,022625 88,39779

Ph:8 0,018125 110,3448

btuk Ph:5.5 0,074 27,02703

Ph:7 0,0305 65,57377

Ph:8 0,023 86,95652
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Aliiminyum siilfatin etkisi altinda bakteriler yaklasik 80 giin boyunca takip edilmistir
(Tablo 4.30). 20 giin araliklarla 6rnekler alinmis ve yasam grafikleri ¢ikarilmustir.
Aliiminyum siilfatin etkisi altinda pH-5.5 bakterilerin yagsamini diger pH lardan daha
fazla etkilendigi goriilmektedir. Yabanil tip E.coli pH-5.5"de 13 giin yasamina devam
etmesine ragmen pH-7’de yaklasil 60 giin, pH-8’de 75 yasamina devam etmistir
(Tablo 4.31).

Mutantlar iizerine etkinin nasil olduguna bakildiginda, sodB, btuE, zwf’nin yabanil
tiple benzer yasam siireleri gostermesine ragmen diger mutantlarin daha uzun
yasama slirelerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu da bize sodB, katE ve zwf’nin
aliminyum stlfatin etkisi altinda bakteriler i¢in onemli gen bdlgeleri oldugunu

gostermektedir.

Mutasyonlarin etkilerini dogrulamak amaci ile komplementasyon testleri yapilmistir
(Tablo 4.32). Elde ettigimiz verilerin dogrulunu test ettigimiz bu deneyler ile yabani

tip gibi veriler elde edilmesi bu genlerin rollerini kontroliinii saglamistir (Tablo
4.33).



Tablo 4.34.Civa-2-kloriiriin E.coli ve mutantlarin yagamu iizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)

87

HgCl, 0.giin 20.giin 40.giin 60.giin 80.giin 100.giin
5\',‘;‘1'10 Ph:5.5 6,64 6,24 5,10 4,33 3,81

Ph:7 6,41 6,58 5,34 4,95 4,77

Ph:8 6,55 6,22 5,85 5,40 5,46 4,74
sodA Ph:5.5 6,77 6,34 6,39 5,80 5,53

Ph:7 6,86 6,13 6,04 5,56 5,95

Ph:8 6,69 5,85 6,30 5,86 5,88 5,55
sodB Ph:5.5 6,33 5,69 4,30 4,12 4,02

Ph:7 6,40 5,70 4,32 4,24 412

Ph:8 6,33 5,78 5,41 4,92 4,77 4,14
sodC Ph:5.5 6,70 5,97 6,04 5,85 5,30

Ph:7 6,65 5,97 6,38 5,75 5,86

Ph:8 6,61 6,50 5,47 5,89 5,68 5,46
katE Ph:5.5 6,73 5,82 5,19 4,39 3,78

Ph:7 6,88 6,11 5,77 5,36 5,16

Ph:8 6,69 6,74 5,78 5,68 5,38 5,25
katG Ph:5.5 6,71 6,39 5,92 6,38 5,89

Ph:7 6,73 6,26 6,38 6,17 5,59

Ph:8 6,69 6,85 6,20 6,47 6,38 6,22
soxR Ph:5.5 6,69 6,30 5,96 5,93 5,86

Ph:7 6,60 6,17 6,38 6,04 5,58

Ph:8 6,81 6,38 6,06 6,47 5,97 5,55
SOXS Ph:5.5 6,77 6,38 6,60 5,93 5,54

Ph:7 6,79 6,43 5,99 5,55 5,32

Ph:8 6,70 6,90 5,57 5,07 4,69 4,40
ahpC Ph:5.5 6,70 6,30 5,81 6,38 5,97

Ph:7 6,84 6,26 6,50 5,74 5,96

Ph:8 6,61 5,63 5,74 6,47 6,50 6,00
oxyR Ph:5.5 6,70 5,73 6,01 6,38 5,81

Ph:7 6,58 6,77 6,09 5,77 5,96

Ph:8 6,70 5,51 6,00 5,76 6,20 5,70
zwf Ph:5.5 6,72 6,38 6,39 5,83 5,46

Ph:7 6,58 6,12 6,03 5,94 5,90

Ph:8 6,60 5,49 6,71 5,77 5,78 5,50
btuE Ph:5.5 6,77 6,04 5,18 4,47 3,84

Ph:7 6,43 6,77 5,22 4,81 4,70

Ph:8 6,69 6,38 5,09 6,00 5,46 4,81




Tablo 4.35.Civa-2-kloriiriin etkisi altinda bakterilerin tgg degerleri

88

HgCl, -K degeri tog degeri
E.coli W3110 Ph:5.5 0,035375 56,5371
Ph:7 0,0205 97,56098
Ph:8 0,0181 110,4972
sodA Ph:5.5 0,0155 129,0323
Ph:7 0,011375 175,8242
Ph:8 0,0114 175,4386
sodB Ph:5.5 0,028875 69,26407
Ph:7 0,0285 70,17544
Ph:8 0,0219 91,3242
sodC Ph:5.5 0,0175 114,2857
Ph:7 0,009875 202,5316
Ph:8 0,0115 173,913
katE Ph:5.5 0,036875 54,23729
Ph:7 0,0215 93,02326
Ph:8 0,0144 138,8889
katG Ph:5.5 0,01025 195,122
Ph:7 0,01425 140,3509
Ph:8 0,0047 425,5319
SoxR Ph:5.5 0,010375 192,7711
Ph:7 0,01275 156,8627
Ph:8 0,0126 158,7302
SOXS Ph:5.5 0,015375 130,0813
Ph:7 0,018375 108,8435
Ph:8 0,023 86,95652
ahpC Ph:5.5 0,009125 219,1781
Ph:7 0,011 181,8182
Ph:8 0,0061 327,8689
oxyR Ph:5.5 0,011125 179,7753
Ph:7 0,00775 258,0645
Ph:8 0,01 200
zwf Ph:5.5 0,01575 126,9841
Ph:7 0,0085 235,2941
Ph:8 0,011 181,8182
btukE Ph:5.5 0,036625 54,60751
Ph:7 0,021625 92,48555
Ph:8 0,0188 106,383




Tablo 4.36.Civa-2-kloriiriin E.coli ve komplementlerin yagsami {izerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)

HgCl; 0.giin 25,giin 50.giin 75,giin 100.giin
vI\E/:Jfﬂlo Ph:5.5 6,62 6,18 5,12 5,00 412
Ph:7 6,55 6,24 5,38 5,12 5,10
Ph:8 6,80 6,31 5,81 5,66 5,58
sodA Ph:5.5 6,71 6,48 6,34 5,88 5,81
Ph:7 6,83 6,54 6,12 6,00 5,98
Ph:8 6,65 6,41 6,37 6,21 6,00
sodB Ph:5.5 6,55 5,58 4,37 4,30 4,05
Ph:7 6,47 5,94 5,39 4,96 4,88
Ph:8 6,53 5,96 5,47 5,32 5,11
sodC Ph:5.5 6,61 6,32 6,12 5,57 5,10
Ph:7 6,43 6,40 6,37 6,14 5,37
Ph:8 6,67 6,21 5,98 5,86 5,88
katE Ph:5.5 6,50 6,00 5,15 5,00 4,85
Ph:7 6,55 6,12 5,71 5,58 5,12
Ph:8 6,7 6,24 5,72 5,62 5,43
katG Ph:5.5 6,73 6,27 5,95 5,72 5,52
Ph:7 6,65 6,42 6,33 6,11 5,85
Ph:8 6,68 6,54 6,28 6,17 6,04
soxR Ph:5.5 6,62 6,08 5,90 5,74 5,22
Ph:7 6,84 6,58 6,34 5,86 5,74
Ph:8 6,73 6,64 6,07 6,00 5,96
SOXS Ph:5.5 6,64 6,60 6,41 6,34 5,55
Ph:7 6,64 6,32 5,97 5,95 5,95
Ph:8 6,78 6,52 6,41 6,24 6,11
ahpC Ph:5.5 6,61 6,15 5,82 574 5,68
Ph:7 6,55 6,41 6,31 6,18 5,96
Ph:8 6,67 6,34 6,14 6,02 6,07
oxyR Ph:5.5 6,60 6,25 6,04 5,58 5,14
Ph:7 6,71 6,38 6,22 6,12 5,55
Ph:8 6,42 6,34 6,21 6,00 5,86
zwf Ph:5.5 6,70 6,53 6,37 5,12 4,94
Ph:7 6,72 6,28 6,03 5,54 5,18
Ph:8 6,64 6,48 6,55 5,87 5,33
btuk Ph:5.5 6,63 6,13 5,88 5,58 5,33
Ph:7 6,74 6,45 6,12 5,77 5,48
Ph:8 6,71 6,28 6,08 5,96 5,86




Tablo 4.37.Civa-2-kloriiriin etkisi altinda komplementlerin tgg degerleri

90

HgCl, -K degeri tgg degeri
E.coli IPTG Ph:5.5 0,025 80
Ph:7 0,0145 137,931
Ph:8 0,0122 163,9344
sodA Ph:5.5 0,009 222,2222
Ph:7 0,0085 235,2941
Ph:8 0,0065 307,6923
sodB Ph:5.5 0,025 80
Ph:7 0,0159 125,7862
Ph:8 0,0142 140,8451
sodC Ph:5.5 0,0151 132,4503
Ph:7 0,0106 188,6792
Ph:8 0,0079 253,1646
katE Ph:5.5 0,0165 121,2121
Ph:7 0,0143 139,8601
Ph:8 0,0127 157,4803
katG Ph:5.5 0,0121 165,2893
Ph:7 0,008 250
Ph:8 0,0064 3125
soxR Ph:5.5 0,014 142,8571
Ph:7 0,011 181,8182
Ph:8 0,0077 259,7403
SOXS Ph:5.5 0,0109 183,4862
Ph:7 0,0069 289,8551
Ph:8 0,0067 298,5075
ahpC Ph:5.5 0,0093 215,0538
Ph:7 0,0059 338,9831
Ph:8 0,006 333,3333
oxyR Ph:5.5 0,0146 136,9863
Ph:7 0,0116 172,4138
Ph:8 0,0056 357,1429
zwf Ph:5.5 0,0176 113,6364
Ph:7 0,0154 129,8701
Ph:8 0,0131 152,6718
btuk Ph:5.5 0,013 153,8462
Ph:7 0,0126 158,7302
Ph:8 0,0085 235,2941
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Civa-2-kloriiriin etkisi altinda bakteriler yaklasik 100 giin boyunca takip edilmistir
(Tablo 4.34). 20 giin araliklarla 6rnekler alinmis ve yasam grafikleri ¢ikarilmustir.
Civa-2-kloriiriin etkisi altinda pH-5.5 bakterilerin yasamini1 diger pH lardan daha
fazla etkilendigi goriilmektedir. Yabanil tip E.coli pH-5.5"de 56 giin yasamina devam
etmesine ragmen pH-7’de yaklasik 96 giin, pH-8’de 110 giin yasamima devam
etmistir (Tablo 4.35).

Mutantlar {izerine etkinin nasil olduguna bakildiginda, sodB, btuE, katE’nin yabanil
tiple benzer yasam siireleri gostermesine ragmen diger mutantlarin daha uzun
yasama siirelerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu da bize sodB, katE ve bruE nin
civa-2-kloriiriin etkisi altinda bakteriler igin 6nemli gen bdlgeleri oldugunu

gostermektedir.

Mutasyonlarin etkilerini dogrulamak amaci ile komplementasyon testleri yapilmistir
(Tablo 4.36). Elde ettigimiz verilerin dogrulunu test ettigimiz bu deneyler ile yabani
tip gibi veriler elde edilmesi bu genlerin rollerini kontroliinii saglamistir (Tablo

4.37).



Tablo 4.38.Kursun siilfatin E.coli ve mutantlarin yasami iizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)
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PbSO, 0.giin 20.giin 40.giin 60.giin 80.giin 100.giin
5\',‘;‘1'10 Ph:5.5 6,64 6,22 5,88 5,33 4,82 4,33
Ph:7 6,58 6,31 6,12 5,95 5,05 4,95
Ph:8 6,32 6,22 5,85 5,68 5,46 5,40
sodA Ph:5.5 6,34 6,18 6,22 5,88 5,71 5,53
Ph:7 6,43 6,11 6,08 6,12 6,00 5,95
Ph:8 6,69 6,48 6,31 6,12 5,96 5,88
sodB Ph:5.5 6,31 6,22 5,80 5,12 4,22 4,02
Ph:7 6,44 6,22 5,84 5,18 4,32 4,12
Ph:8 6,28 6,21 5,85 4,92 4,81 4,77
sodC Ph:5.5 6,24 5,98 6,00 5,82 5,38 5,30
Ph:7 6,38 6,33 6,24 6,21 6,02 5,86
Ph:8 6,61 6,44 6,12 6,00 5,91 5,86
katE Ph:5.5 6,73 6,55 6,21 5,95 4,68 4,39
Ph:7 6,22 6,10 5,95 5,76 5,46 5,36
Ph:8 6,74 6,48 6,12 5,98 5,40 5,68
katG Ph:5.5 6,39 6,21 6,12 6,08 5,90 5,89
Ph:7 6,26 6,20 6,18 6,15 5,85 5,59
Ph:8 6,85 6,85 6,20 6,47 6,38 6,38
soxR Ph:5.5 6,30 6,21 5,96 5,90 5,91 5,86
Ph:7 6,37 6,15 6,08 6,00 5,98 5,58
Ph:8 6,48 6,38 6,06 6,47 5,97 5,97
S0XS Ph:5.5 6,38 6,22 6,17 5,91 5,84 5,54
Ph:7 6,43 6,21 5,90 5,58 5,48 5,32
Ph:8 6,90 6,74 5,87 5,27 4,99 4,69
ahpC Ph:5.5 6,30 6,22 5,85 5,80 5,67 5,55
Ph:7 6,30 6,26 6,21 6,12 5,98 5,96
Ph:8 6,61 6,51 6,31 6,47 6,31 6,20
oxyR Ph:5.5 6,66 6,33 6,18 6,04 5,96 5,81
Ph:7 6,77 6,50 6,21 6,12 6,02 5,96
Ph:8 6,70 6,55 6,41 6,33 6,24 6,20
zwf Ph:5.5 6,38 6,30 6,12 5,83 5,55 5,46
Ph:7 6,42 6,22 6,10 6,05 5,98 5,90
Ph:8 6,60 6,33 6,11 5,97 5,81 5,78
btuE Ph:5.5 6,77 6,52 6,22 6,02 5,55 4,47
Ph:7 6,70 6,18 5,87 5,55 5,12 4,98
Ph:8 6,38 6,22 6,09 6,00 6,02 6,00




Tablo 4.39.Kursun siilfatin etkisi altinda bakterilerin tgg degerleri
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PbSO, -K degeri tgg degeri
E.coli W3110 Ph:5.5 0,0231 86,58009
Ph:7 0,0163 122,6994
Ph:8 0,0092 217,3913
sodA Ph:5.5 0,0081 246,9136
Ph:7 0,0048 416,6667
Ph:8 0,0081 246,9136
sodB Ph:5.5 0,0229 87,33624
Ph:7 0,0232 86,2069
Ph:8 0,0151 132,4503
sodC Ph:5.5 0,0094 212,766
Ph:7 0,0052 384,6154
Ph:8 0,0075 266,6667
katE Ph:5.5 0,0234 85,47009
Ph:7 0,0086 232,5581
Ph:8 0,0106 188,6792
katG Ph:5.5 0,005 400
Ph:7 0,0067 298,5075
Ph:8 0,0047 425,5319
soxR Ph:5.5 0,0044 454,5455
Ph:7 0,0079 253,1646
Ph:8 0,0051 392,1569
SOXS Ph:5.5 0,0084 238,0952
Ph:7 0,0111 180,1802
Ph:8 0,0221 90,49774
ahpC Ph:5.5 0,0075 266,6667
Ph:7 0,0034 588,2353
Ph:8 0,0041 487,8049
oxyR Ph:5.5 0,0085 235,2941
Ph:7 0,0081 246,9136
Ph:8 0,005 400
zwf Ph:5.5 0,0092 217,3913
Ph:7 0,0052 384,6154
Ph:8 0,0082 243,9024
btuk Ph:5.5 0,023 86,95652
Ph:7 0,0172 116,2791
Ph:8 0,0038 526,3158




Tablo 4.40.Kursun siilfatin E.coli ve komplementlerin yasami iizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)
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PbSO, 0.giin 25,glin 50.giin 75,glin 100.giin
E.coli IPTG | Ph:5.5 6,52 6,12 5,81 5,32 4,82
Ph:7 6,45 6,31 6,22 5,96 5,12
Ph:8 6,33 6,05 5,85 5,74 5,55
sodA Ph:5.5 6,21 6,18 6,12 6,02 5,75
Ph:7 6,34 6,33 6,28 6,18 6,02
Ph:8 6,71 6,51 6,32 6,15 5,98
sodB Ph:5.5 6,28 5,96 5,82 4,96 4,21
Ph:7 6,40 6,18 5,94 5,32 437
Ph:8 6,31 6,02 5,75 5,55 4,98
sodC Ph:5.5 6,22 6,14 6,00 5,78 5,40
Ph:7 6,31 6,28 6,24 6,17 6,00
Ph:8 6,57 6,33 6,12 5,96 5,92
katE Ph:5.5 6,66 6,55 6,21 5,28 4,64
Ph:7 6,38 6,21 5,98 5,76 5,41
Ph:8 6,62 6,18 6,14 5,98 5,87
katG Ph:5.5 6,33 6,28 6,22 6,00 5,91
Ph:7 6,30 6,21 6,18 6,11 5,88
Ph:8 6,72 6,34 6,25 6,21 6,18
soxR Ph:5.5 6,24 6,11 5,96 5,98 5,91
Ph:7 6,32 6,24 6,08 6,00 5,98
Ph:8 6,41 6,32 6,16 6,14 5,97
SOXS Ph:5.5 6,34 6,28 6,17 5,88 5,62
Ph:7 6,41 6,34 5,90 5,52 5,45
Ph:8 6,62 6,17 5,87 5,86 5,88
ahpC Ph:5.5 6,25 6,12 5,85 5,78 5,62
Ph:7 6,24 6,20 6,21 6,00 5,98
Ph:8 6,45 6,32 6,31 6,30 6,28
oxyR Ph:5.5 6,54 6,33 6,18 6,08 5,92
Ph:7 6,70 6,58 6,21 6,11 6,02
Ph:8 6,64 6,54 6,41 6,34 6,24
zwf Ph:5.5 6,27 6,20 6,12 5,94 5,55
Ph:7 6,40 6,34 6,14 6,05 5,98
Ph:8 6,55 6,28 6,11 6,10 6,00
btuk Ph:5.5 6,72 6,58 6,22 5,74 5,55
Ph:7 6,66 6,12 5,87 5,72 5,42
Ph:8 6,40 6,21 6,09 6,04 6,02




Tablo 4.41 Kursun siilfatin etkisi altinda komplementlerin tgg degerleri
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PbSO, -K degeri tgg degeri
E.coli IPTG Ph:5.5 0,017 117,6471
Ph:7 0,0133 150,3759
Ph:8 0,0078 256,4103
sodA Ph:5.5 0,0046 434,7826
Ph:7 0,0032 625
Ph:8 0,0073 273,9726
sodB Ph:5.5 0,0207 96,61836
Ph:7 0,0203 98,52217
Ph:8 0,0133 150,3759
sodC Ph:5.5 0,0082 243,9024
Ph:7 0,0031 645,1613
Ph:8 0,0065 307,6923
katE Ph:5.5 0,0202 99,0099
Ph:7 0,0097 206,1856
Ph:8 0,0075 266,6667
katG Ph:5.5 0,0042 476,1905
Ph:7 0,0042 476,1905
Ph:8 0,0054 370,3704
SoxR Ph:5.5 0,0033 606,0606
Ph:7 0,0034 588,2353
Ph:8 0,0044 454,5455
SOXS Ph:5.5 0,0072 2717,7778
Ph:7 0,0096 208,3333
Ph:8 0,0074 270,2703
ahpC Ph:5.5 0,0063 317,4603
Ph:7 0,0026 769,2308
Ph:8 0,0017 1176,471
oxyR Ph:5.5 0,0062 322,5806
Ph:7 0,0068 294,1176
Ph:8 0,004 500
zwf Ph:5.5 0,0072 277,7778
Ph:7 0,0042 476,1905
Ph:8 0,0055 363,6364
btuk Ph:5.5 0,0117 170,9402
Ph:7 0,0124 161,2903
Ph:8 0,0038 526,3158
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Kursun siilfatin etkisi altinda bakteriler yaklagik 100 giin boyunca takip edilmistir
(Tablo 4.38). 20 giin araliklarla 6rnekler alinmis ve yasam grafikleri ¢ikarilmustir.
Kursun siilfatin etkisi altinda pH-5.5 bakterilerin yasamini diger pH lardan daha fazla
etkilendigi goriilmektedir. Yabanil tip E.coli pH-5.5’de 86 giin yasamina devam
etmesine ragmen pH-7’de yaklasik 122 giin, pH-8’de 217 giin yasamina devam
etmiglerdir (Tablo 4.39).

Mutantlar {izerine etkinin nasil olduguna bakildiginda, sodB, btuE, katE’nin yabanil
tiple benzer yasam siireleri gostermesine ragmen diger mutantlarin daha uzun
yasama siirelerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu da bize sodB, katE ve bruE nin
kursun siilfatin etkisi altinda bakteriler i¢in 6nemli gen bolgeleri oldugunu

gostermektedir.

Mutasyonlarin etkilerini dogrulamak amaci ile komplementasyon testleri yapilmistir
(Tablo 4.40). Elde ettigimiz verilerin dogrulunu test ettigimiz bu deneyler ile yabani
tip gibi veriler elde edilmesi bu genlerin rollerini kontroliinii saglamistir (Tablo
4.41).
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Tablo 4.42.Molibdenin E.coli ve mutantlarin yagami iizerine etkisi

(Log say1-cfu/ml)

Mo 0.giin 10.giin 20.glin 30.glin 40,giin 50,gilin 60.glin
v%:fﬂlo Ph:5.5 6,28 6,22 5,88 5,54 5,33 4,86 4,18
Ph:7 6,35 6,31 6,12 6,00 5,95 5,36 5,08
Ph:8 6,22 6,18 5,85 5,72 5,68 5,41 5,33
sodA | Ph:5.5 6,28 6,14 6,22 5,88 5,81 5,72 5,66
Ph:7 6,21 6,15 6,08 6,10 6,12 6,08 6,02
Ph:8 6,45 6,31 6,28 6,21 6,14 6,00 5,98
sodB | Ph:5.5 6,29 6,21 5,80 5,55 5,12 4,18 4,22
Ph:7 6,32 6,20 5,84 5,32 5,18 4,65 4,32
Ph:8 6,28 6,21 5,85 5,18 4,92 4,80 4,81
sodC | Ph:5.5 6,48 5,98 6,00 5,82 5,82 5,58 5,38
Ph:7 6,38 6,33 6,24 6,21 6,21 6,12 6,02
Ph:8 6,45 6,41 6,32 6,28 6,20 6,21 6,12
katE Ph:5.5 6,55 6,50 6,21 5,95 5,95 5,12 4,68
Ph:7 6,18 6,10 5,95 5,86 5,76 5,63 5,46
Ph:8 6,45 6,32 6,12 6,02 5,98 5,74 5,40
katG Ph:5.5 6,21 6,20 6,12 6,10 6,08 6,00 5,90
Ph:7 6,27 6,20 6,18 6,15 6,11 6,00 5,85
Ph:8 6,85 6,55 6,30 6,35 6,27 6,22 6,31
soxR Ph:5.5 6,32 6,21 6,05 6,00 5,93 5,94 5,91
Ph:7 6,36 6,15 6,08 6,00 6,02 5,98 5,95
Ph:8 6,45 6,38 6,26 6,17 6,10 6,02 5,97
soxS Ph:5.5 6,35 6,22 6,17 6,08 5,91 5,90 5,82
Ph:7 6,41 6,34 6,21 6,18 6,05 6,00 5,96
Ph:8 6,74 6,62 6,45 6,27 6,21 6,17 6,18
ahpC Ph:5.5 6,35 6,22 5,85 5,80 5,80 5,74 5,67
Ph:7 6,36 6,26 6,21 6,12 6,10 6,04 5,98
Ph:8 6,62 6,51 6,31 6,27 6,25 6,28 6,25
oxyR | Ph:55 6,34 6,33 6,18 6,04 6,02 6,00 5,96
Ph:7 6,58 6,50 6,21 6,12 6,12 6,10 6,02
Ph:8 6,58 6,55 6,41 6,33 6,33 6,30 6,24
zwf Ph:5.5 6,31 6,30 6,12 5,83 5,84 5,76 5,55
Ph:7 6,27 6,22 6,10 6,05 6,00 6,02 5,98
Ph:8 6,34 6,33 6,11 5,97 5,95 5,88 5,81
btuE Ph:5.5 6,62 6,51 6,22 6,12 6,02 5,85 5,55
Ph:7 6,34 6,28 6,12 6,15 6,04 5,96 5,82
Ph:8 6,32 6,22 6,09 6,00 6,00 6,02 6,02




Tablo 4.43.Molibdenin etkisi altinda bakterilerin tgg degerleri
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Mo -K degeri tog degeri
E.coli W3110 Ph:5.5 0,035 57,14286
Ph:7 0,021167 94,48819
Ph:8 0,014833 134,8315
S0dA Ph:5.5 0,010333 193,5484
Ph:7 0,003167 631,5789
Ph:8 0,007833 255,3191
sodB Ph:5.5 0,0345 57,97101
Ph:7 0,033333 60
Ph:8 0,0245 81,63265
sodC Ph:5.5 0,018333 109,0909
Ph:7 0,006 333,3333
Ph:8 0,0055 363,6364
katE Ph:5.5 0,031167 64,17112
Ph:7 0,012 166,6667
Ph:8 0,0175 114,2857
katG Ph:5.5 0,005167 387,0068
Ph:7 0,007 285,7143
Ph:8 0,009 222,2222
SoxR Ph:5.5 0,006833 292,6829
Ph:7 0,006833 292,6829
Ph:8 0,008 250
SOXS Ph:5.5 0,008833 226,4151
Ph:7 0,0075 266,6667
Ph:8 0,009333 214,2857
ahpC Ph:5.5 0,011333 176,4706
Ph:7 0,006333 315,7895
Ph:8 0,006167 324,3243
oxyR Ph:5.5 0,006333 315,7895
Ph:7 0,009333 214,2857
Ph:8 0,005667 352,9412
zwf Ph:5.5 0,012667 157,8947
Ph:7 0,004833 4137931
Ph:8 0,008833 226,4151
btu Ph:5.5 0,017833 112,1495
Ph:7 0,008667 230,7692
Ph:8 0,005 400




Tablo 4.44.Molibdenin E.coli ve komplementlerin yasamu {izerine etkisi

(Log sayi-cfu/ml)

99

Mo 0.giin 20.glin 40.giin 60,glin

E.coli IPTG | Ph:5.5 6,34 6,21 5,85 4,96

Ph:7 6,37 6,24 6,12 5,45

Ph:8 6,42 6,18 5,89 5,97

sodA Ph:5.5 6,64 6,18 6,20 5,61

Ph:7 6,70 6,14 6,08 6,00

Ph:8 6,78 6,31 6,22 6,18

sodB Ph:5.5 6,12 6,20 5,85 4,88

Ph:7 6,11 6,22 5,88 4,91

Ph:8 6,14 6,21 5,85 5,42

sodC Ph:5.5 6,35 5,98 6,00 5,58

Ph:7 6,44 6,33 6,24 6,12

Ph:8 6,40 6,41 6,32 6,21

katE Ph:5.5 6,61 6,50 6,21 5,12

Ph:7 6,22 6,10 5,95 5,63

Ph:8 6,41 6,32 6,12 5,74

katG Ph:5.5 6,34 6,20 6,12 5,66

Ph:7 6,30 6,20 6,18 5,81

Ph:8 6,72 6,55 6,30 6,00

SOXR Ph:5.5 6,52 6,21 6,05 5,74

Ph:7 6,35 6,15 6,08 5,98

Ph:8 6,44 6,38 6,26 6,00

SOXS Ph:5.5 6,33 6,22 6,17 5,90

Ph:7 6,38 6,34 6,21 6,00

Ph:8 6,52 6,62 6,45 6,17

ahpC Ph:5.5 6,27 6,22 5,85 5,74

Ph:7 6,32 6,26 6,21 6,04

Ph:8 6,55 6,51 6,31 6,28

oxyR Ph:5.5 6,32 6,33 6,18 5,65
Ph:7 6,45 6,50 6,21 5,87

Ph:8 6,48 6,55 6,41 6,00

zwf Ph:5.5 6,28 6,30 6,12 5,76

Ph:7 6,25 6,22 6,10 6,02

Ph:8 6,30 6,33 6,11 5,88

btuE Ph:5.5 6,54 6,51 6,22 5,85

Ph:7 6,32 6,28 6,12 5,96

Ph:8 6,80 6,22 6,09 6,18




Tablo 4.45.Molibdenin etkisi altinda komplementlerin tgg degerleri
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Mo -K degeri tog degeri

E.coli IPTG Ph:5.5 0,023 86,95652

Ph:7 0,015333 130,4348

Ph:8 0,0075 266,6667

S0dA Ph:5.5 0,0103 194,1748

Ph:7 0,00875 228,5714

Ph:8 0,006 333,3333

sodB Ph:5.5 0,020667 96,77419
Ph:7 0,02 100

Ph:8 0,012 166,6667

s0dC Ph:5.5 0,012833 155,8442
Ph:7 0,005333 375

Ph:8 0,003167 631,5789

katE Ph:5.5 0,024833 80,53691

Ph:7 0,009833 203,3898

Ph:8 0,011167 179,1045

katG Ph:5.5 0,011333 176,4706

Ph:7 0,008167 244,898

Ph:8 0,012 166,6667

soxR Ph:5.5 0,007833 255,3191
Ph:7 0,005 400

Ph:8 0,0055 363,6364

SOXS Ph:5.5 0,007167 279,0698

Ph:7 0,006333 315,7895

Ph:8 0,005833 342,8571

ahpC Ph:5.5 0,008833 226,4151

Ph:7 0,004667 4285714

Ph:8 0,0045 444,4444

oxyR Ph:5.5 0,011167 179,1045

Ph:7 0,009667 206,8966
Ph:8 0,008 250

zwf Ph:5.5 0,008667 230,7692

Ph:7 0,003833 521,7391

Ph:8 0,007 285,7143

btug Ph:5.5 0,0115 173,913
Ph:7 0,006 333,3333
Ph:8 0,010333 193,5484
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Molibdenin etkisi altinda bakteriler yaklagik 60 giin boyunca takip edilmistir (Tablo
4.42). 20 gin araliklarla Ornekler alinmig ve yasam grafikleri c¢ikarilmistir.
Molibdenin etkisi altinda pH-5.5 bakterilerin yasamin1 diger pH lardan daha fazla
etkilendigi goriilmektedir. Yabanil tip E.coli pH-5.5’de 57 giin yasamina devam
etmesine ragmen pH-7’de yaklasik 94 giin, pH-8’de 134 giin yasamima devam
etmiglerdir (Tablo 4.43).

Mutantlar iizerine etkinin nasil olduguna bakildiginda, sodB ve katE’nin yabanil tiple
benzer yasam siireleri gostermesine ragmen diger mutantlarin daha uzun yasama
stirelerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu da bize sodB ve katE nin molibdenin

etkisi altinda bakteriler i¢in dnemli gen bdlgeleri oldugunu gdstermektedir.

Mutasyonlarin etkilerini dogrulamak amaci ile komplementasyon testleri yapilmistir
(Tablo 4.44). Elde ettigimiz verilerin dogrulunu test ettigimiz bu deneyler ile yabani
tip gibi veriler elde edilmesi bu genlerin rollerini kontroliinii saglamistir (Tablo
4.45).



4.4. Kat1 Besiyerinde Metallerin Etkisi

Tablo 4.46. Kadmiyumun kati besiyerinde bakterilere etkisi
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Cd 0,06mM 0,07mM 0,08mM
E.coli W3110 10°+  10°- 10%+ 10°- 10"+  10%
sodA 10"+ 10%+ 10°- 10+  10°-
sodA kom 10°+  10°- 10%+ 10°- 10°+  10°-
sodB 10°%+ 10°- 10°+ 10°- 10+  10°-
sodB kom 10°+  10°- 10%+ 10°- 10+  10%
sodC 10°+  10°- 10%+ 10°- 10+  10%
sodC kom 10°+  10°- 10%+ 10°- 10"+  10%
katE 10°%+ 10°- 10°+  10°- 10°+  10%
katE kom 10°%+ 10'- 10%+ 10°- 10°+  10°-
katG 10°%+ 10"- 10%+ 10°- 10+  10%
katG kom 10°+  10°- 10%+ 10°- 10°+  10°-
soxS 10"+ 10%+ 10°- 10"+  10%
soxS kom 10°+  10°- 10%+ 10°- 10"+  10%
soxR 10"+ 10%+ 10°- 10"+  10%
soxR kom 10°+  10°- 10%+ 10°- 10"+  10%
ahpC 10"+ 10°+ 10°- 10°+  10°-
ahpC kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10"+  10%
btuE 10°+  10°- 10%+ 10°- 10"+  10%
btuE kom 10°%+ 10°- 10%+ 10°- 10+  10°-
oxyR 10"+ 10°+ 10°- 10°+  10°-
oxyR kom 10°+  10°- 10°+ 10°- 10+  10%
zwf 10"+ 10%+ 10°- 10°+  10°-
zwf kom 10°%+ 10°- 10%+ 10°- 10+  10%

Tablo x: 10™+ = x tiipiinde {iremenin oldugunu gosterir.

10*- = x tiipiinde iiremenin olmadigin1 gosterir.

Kadmiyumun etkisi altinda, kati besiyerinde, {i¢ konsantrasyonda yaptigimiz

calismada kadmiyumun mutantlarin ve komplementerlerin iizerindeki etkisine

bakildi; sodA, katE, ahpC, oxyR ve zwf nin yabanil tipe nazaran daha direngli oldugu

gbzlemlendi. Yani yabanil tipten daha {iziin siire yasadiklar1 anlagilmistir.




Tablo 4.47.Manganin kat1 besiyerinde bakterilere etkisi
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Mn 2mM 2,5mM 3mM
E.coli W3110 10°%+ 10- 10%+ 10°- 10%+ 10°-
sodA 10"+ 10°%+ 107- 10%+ 10°-
sodA kom 10°%+ 10- 10%+ 10°- 10%+ 10°-
sodB 10°+ 10°- 10°+ 10%- 10*+ 10%-
sodB kom 10%+ 10" 10°+ 10%- 10°+ 10°-
sodC 10%+ 10" 10°+ 10%- 10M+ 10%-
sodC kom 10°%+ 10- 10%+ 10°- 10%+ 10°-
katE 10°%+ 10- 10°+ 10*- 10%+ 10°-
katE kom 10°%+ 10- 10%+ 10°- 10%+ 10°-
katG 10%+ 10" 10°+ 10%- 10°+ 10°-
katG kom 10°+ 10°- 10%+ 10°- 10°+ 10°-
SoxS 10"+ 10°+ 10* 10%+ 10°-
soxS kom 10°%+ 10 10°+ 10*- 10%+ 10°-
soxR 10°%+ 10°- 10°+ 10°- 10%+ 10°-
soxR kom 10°+ 10°- 10%+ 10°- 10%+ 10°-
ahpC 10%+ 10°- 10°+ 10*- 10"+ 10°-
ahpC kom 10°%+ 10°- 10%+ 10°- 10°+ 10°-
btuE 10°%+ 107- 10°+ 10°- 10%+ 10°-
btuE kom 10°+ 10°- 10%+ 10°- 10*+ 10%-
oxyR 10°+ 10°- 10°+ 10°- 10"+ 10°-
oxyR kom 10°%+ 10°- 10%+ 10°- 10"+ 10°-
zwf 10°+ 10°- 10%+ 10°- 10*+ 10%-
zwf kom 10%+ 10" 10°+ 10%- 10°+ 10°-

Manganin etkisi altinda, kat1 besiyerinde, ii¢ konsantrasyonda yaptigimiz ¢alismada,

manganin mutantlarin ve komplementerlerin tizerindeki etkisine baktigimizda; sodB,

btuE, oxyR ve zwf nin yabanil tipe nazaran daha direngsiz oldugu gézlemlendi. Bu da

bize sodB, btuE, oxyR ve zwf’nin manganezin etkisi altinda bakteriler igin 6nemli gen

bolgeleri oldugunu gostermektedir.




Tablo 4.48. Nikelinkati1 besiyerinde bakterilere etkisi
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Ni 0,7mM 0,8mM 0,9mM
E.coli W3110 10%+ 10'- 10%+ 10'- 10°+ 10°-
sodA 10"+ 10°%+ 10'- 10°%+ 10'-
sodA kom 10%+ 10'- 10%+ 10'- 10°+ 10°-
sodB 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
sodB kom 107+ 10%+ 10'- 10°+ 10°-
sodC 10"+ 10%+ 10'- 10°%+ 10'-
sodC kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
katE 10%+ 10'- 10%+ 10'- 10°+ 10°-
katE kom 10°%+ 10'- 10°%+ 10'- 10°+ 10°-
katG 10%+ 10'- 10%+ 10'- 10°+ 10°-
katG kom 10"+ 10°+ 10°- 10°+ 10°-
SoxS 107+ 107+ 10%+ 10'-
soxS kom 10%+ 10'- 10%+ 10'- 10°+ 10°-
soxR 10"+ 107+ 10%+ 10'-
soxR kom 10°%+ 10'- 10%+ 10'- 10°+ 10°-
ahpC 10"+ 10"+ 10%+ 10'-
ahpC kom 10°+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
btuE 107+ 10°%+ 10'- 10°+ 10°-
btuE kom 10°%+ 10'- 10°%+ Mok 10°+ 10°-
oxyR 10"+ 10"+ 10°+ 10'-
oxyR kom 10°%+ 10°- 10°%+ 10'- 10°+ 10°-
Zwf 107+ 10%+ 10'- 10%+ 10'-
zwf kom 10°%+ 10'- 10°%+ 10'- 10°+ 10°-

Nikelin etkisi altinda, kat1 besiyerinde, ii¢ konsantrasyonda yaptigimiz deneyler

sonucunda; yabanil tipe oranla sodC, soxS, soxR, ahpC, oxyR ve zwf nin daha direngli

oldugu gozlenmistir. Yani bu mutantlar daha uzun siire yasamaya devam etmislerdir.

Diger mutantlar yabanil tip ile benzer sonuglar vermistir.




Tablo 4.49.Cinkonunkati besiyerinde bakterilere etkisi
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Zn 0,3mM 0,4mM 0,5mM
E.coli W3110 10%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
sodA 10"+ 10°%+ 10'- 10%+ 10°-
sodA kom 10%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
sodB 10°+ 10°- 10%+ 10°- 10%+ 10°-
sodB kom 10%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
sodC 10%+ 10'- 10%+ 10'- 10%+ 10°-
sodC kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
katE 10%+ 10'- 10%+ 10'- 10%+ 10°-
katE kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
katG 10%+ 10'- 10%+ 10'- 10°+ 10°-
katG kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
SoxS 10%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
soxS kom 10%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
soxR 10"+ 107+ 10%+ 10'-
soxR kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
ahpC 10°+ 10°- 10%+ 10°- 10°+ 10°-
ahpC kom 10°+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
btuE 10°%+ A 10°+ 10°- 10°+ 10°-
btuE kom 10°%+ 10'- 10°+ Mok 10°+ 10°-
oxyR 10°+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
oxyR kom 10°%+ 10°- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
Zwf 10%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
zwf kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-

Cinkonun etkisi altinda, kat1 besiyerinde {i¢ konsantrasyonda yaptigimiz ¢alismada;

¢inkonun mutantlarin ve komplementerlerin iizerindeki etkisine bakildi.

sodB ’nin

yabanil tipe nazaran daha direngsiz oldugu goézlemlendi. Yani daha kisa siirede

61diigii anlasildi. Bu da bize sodB 'nin ¢inkonun etkisi altinda bakteriler i¢in 6nemli

gen bolgesi oldugunu gostermektedir. katE, katG ve soxR’ nin yabanil tipe oranla

daha direngli oldugu goriilmektedir.




Tablo 4.50. Kobaltin kat1 besiyerinde bakterilere etkisi
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Co 0,3mM 0,4mM 0,5mM
E.coli W3110 10%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
sodA 10"+ 10°%+ 10'- 10%+ 10°-
sodA kom 10%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
sodB 10°+ 10°- 10%+ 10°- 10%+ 10°-
sodB kom 10%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
sodC 10%+ 10'- 10%+ 10'- 10%+ 10°-
sodC kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
katE 10%+ 10'- 10%+ 10'- 10%+ 10°-
katE kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
katG 10%+ 10'- 10%+ 10'- 10°+ 10°-
katG kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
SoxS 10%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
soxS kom 10%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
soxR 10"+ 107+ 10%+ 10'-
soxR kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
ahpC 10"+ 10%+ 10°- 10°+ 10°-
ahpC kom 10°+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
btuE 107+ 10°+ 10°- 10°+ 10°-
btuE kom 10°%+ 10'- 10°+ Mok 10°+ 10°-
oxyR 10"+ 10°+ 10°- 10°+ 10°-
oxyR kom 10°%+ 10°- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
Zwf 107+ 10°+ 10°- 10°+ 10°-
zwf kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-

Kobaltin etkisine {i¢ konsantrasyonda, kat besiyerinde bakildi ve sodB’nin yabanil

tipe oranla daha direngsiz odugu goriildii yani sodB’nin kobaltin etkisinde bakteriler

icin 6nemli bir gen bolgesi oldugu anlasildi.




Tablo 4.51. Bakirinkat:1 besiyerinde bakterilere etkisi
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Cu 0.6 mM 0.7mM 0.8mM
E.coli W3110 10%+ 10'- 10° + 10%- 10" + 10°-
sodA 10"+ 10°%+ 10'- 10°+ 10°-
sodA kom 10%+ 10'- 10° + 10%- 10" + 10°-
sodB 10°%+ 10'- 10°%+ 10'- 10°+ 10°-
sodB kom 10%+ 10'- 10° + 10%- 10t + 10°-
sodC 10"+ 10°+ 10°- 10" + 10°-
sodC kom 10°%+ 10'- 10° + 10*- 10t + 10°-
katE 10%+ 10'- 10° + 10%- 10°+ 10°-
katE kom 10°%+ 10'- 10° + 10*- 10t + 10°-
katG 10"+ 10°+ 10°- 101 + 10°-
katG kom 10°%+ i 10° + 10*- 10t + 10°-
SoxS 10%+ 10'- 10° + 10%- 10t + 10°-
soxS kom 10%+ 10'- 10° + 10%- 101 + 10°-
soxR 10°%+ 10'- 10° + 10*- 10t + 10°-
soxR kom 10°%+ 10'- 10° + 10%- 101 + 10°-
ahpC 10°%+ 10’- 10°+ 10°- 10+  10°-
ahpC kom 10°+ 10'- 10°+  10°- 10"+  10%-
btuE 10°%+ 10'- 10° + 10%- 10°+ 10°-
btuE kom 10°%+ 10'- 10° + ik 10t + 10°-
oxyR 10°+ 10'- 10°+ 10°- 10"+  10%-
oxyR kom 10°%+ 10'- 10°+ 10 10+  10°-
Zwf 107+ 10° + 10%- 10t + 10°-
zwf kom 10°%+ 10'- 10° + 10*- 10t + 10°-

Bakirin etkisine ii¢ konsantrasyonda, kati besiyerinde bakildi ve yabanil tipile

mutantlarin direng oranlarinda benzerlikler gézlemlendi.




Tablo 4.52. Kromunkati besiyerinde bakterilere etkisi
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Cr 1mM 2mM 3mM
E.coli W3110 10°+ 10'- 10+ 10°- 10%+ 10°-
sodA 10"+ 10%+ 10" 10%+ 10°%-
sodA kom 10°+ 10°- 10+ 10°- 10'+ 10%-
sodB 10°+ 10°- 10%+ 10%- 10*+ 10%-
sodB kom 10°+ 10'- 10°+ 10%- 10%+ 10°-
sodC 10°+ 10°- 103+ 10* 10%+ 10%-
sodC kom 10%+ 10" 10%+ 10°- 10*+ 10%-
katE 10°%+ 10'- 10+ 10°- 10%+ 10°-
katE kom 10%+ 10" 10%+ 10°- 10%+ 10°%-
katG 10°%+ 10'- 10°+ 10%- 10%+ 10°-
katG kom 10°+ 10°- 10%+ 10°- 10%+ 10°%-
SOXS 10"+ 10%+ 10" 10%+ 10°%-
soxS kom 10°%+ 10'- 10°+ 10%- 10%+ 10°-
soxR 10%+ 10'- 10%+ 10°- 10%+ 10°%-
soxR kom 10°+ 10°- 10+ 10°- 10'+ 10%-
ahpC 10%+ 10°- 10°+ 10%- 10"+ 10°-
ahpC kom 10°%+ 10°- 10%+ 10°- 10°+ 10°-
btuE 10%+ 10 10%+ 10°%- 10*+ 10%-
btuE kom 10°+ 10°- 10+ 10°- 10*+ 10%-
oxyR 10%+ 10°- 10°+ 10°%- 10"+ 10°-
oxyR kom 10°+ 10'- 10"+ 10°- 10"+ 10°-
zwf 10°+ 10°- 10+ 10°- 10'+ 10%-
zwf kom 10%+ 10" 103+ 10%- 10%+ 10°%-

Tablo 4.52 ‘de Kromun kati besiyerinde, ii¢ konsantrasyonda etkisine bakildi ve

sodB sodC, ahpC ve oxyR’ninyabanil tipe nazaran daha direngsiz oldugu

gozlemlendi. Bu da bize sodB sodC, ahpC ve 0oxyR’nin kromun etkisi altinda

bakteriler i¢in 6nemli gen bolgeleri oldugunu gostermektedir.




Tablo 4.53. Civaninkati besiyerinde bakterilere etkisi

109

Hg 0,05mM 0,06mM 0,07/mM

E.coli W3110 10°%+ 10'- 10° + 10*- 10" + 10°-
sodA 10"+ 10%+ 10'- 10°+ 10°-
sodA kom 10°%+ 10'- 10° + 10*- 10" + 10°-
sodB 10%+ 10'- 10%+ 10'- 10°+ 10°-
sodB kom 10°%+ 10'- 10° + 10*- 10" + 10°-
sodC 107+ 10°+ 10°- 10t + 10°-
sodC kom 10°%+ 10'- 10° + 10%- 10" + 10°-
katE 10°%+ 10'- 10° + 10*- 10°+ 10°-
katE kom 10%+ 10'- 10° + 10%- 101 + 10°-
katG 10"+ 10°+ 10°- 10t + 10°-
katG kom 10%+ 10'- 10° + 10%- 10t + 10°-
soxS 10°%+ 10'- 10° + 10%- 10t + 10°-
soxS kom 10°%+ 10'- 10° + 10*- 10t + 10°-
soxR 107+ 10° + 10%- 101 + 10°-
soxR kom 10°%+ 10'- 10° + 10*- 10t + 10°-
ahpC 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10"+  10°-
ahpC kom 10°%+ 10’- 10°+  10%- 10+  10°-
btuE 10%+ 10'- 10° + 10%- 10°+ 10°-
btuE kom 10°%+ 10'- 10° + 10%- 101 + 10°-
oxyR 10°%+ 10’- 10°+ 10°- 10+  10°-
oxyR kom 10°+ 10'- 10°+  10°- 10"+  10%-
zwf 107+ 10° + 10*- 10t + 10°-
zwf kom 10%+ 10'- 10° + 10%- 10t + 10°-

Tablo 4.53’de civanin li¢ konsantrasyonda kati besiyerinde etkisine bakildiginda

yabanil tipile mutantlarin diren¢ oranlarinda benzerlikler gdzlemlendi.
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Tablo 4.54. Molibdenin kat1 besiyerinde bakterilere etkisi

Mo 0,5mM 0,6mM 0,7/mM

E.coli W3110 10°+ 10'- 10+ 10°- 10%+ 10°-
sodA 10"+ 10%+ 10" 10%+ 10°-
sodA kom 10°+ 10'- 10°+ 10°- 10%+ 10°-
sodB 10°+ 10°- 10%+ 10°- 10*+ 10%-
sodB kom 10°+ 10'- 10°+ 10°- 10%+ 10°-
sodC 105+ 10 105+ 10" 10+ 10°-
sodC kom 10%+ 10" 10°+ 10°- 10%+ 10°%-
katE 10"+ 10°+ 10°- 10*+ 10°-
katE kom 10%+ 10" 10°+ 10°- 10%+ 10°%-
katG 10°%+ 10'- 10+ 10°-- 10°+ 10°-
katG kom 10%+ 10" 10°+ 10°- 10%+ 10°%-
SOXS 10%+ 10" 10°+ 10°- 10%+ 10°%-
soxS kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10%+ 10°-
soxR 10%+ 10'- 10%+ 10°- 10%+ 10°%-
soxR kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10%+ 10°-
ahpC 107+ 10%+ 10°- 10°+ 10°-
ahpC kom 10°%+ 10°- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
btuE 107+ 10°+ 10°- 10%+ 10°%-
btuE kom 10%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
oxyR 10°%+ 10'- 10%+ 10°- 10°+ 10°-
oxyR kom 10°+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
zwf 10"+ 10°+ 10°- 10%+ 10°-
zwf kom 10%+ 10" 10°+ 10°- 10%+ 10°%-

Tablo 4.54’de Molibdenin kati besiyerinde ii¢ konsantrasyonda, mutantlarin ve
komplementerlerin tlizerindeki etkisine bakildi. sodB nin yabanil tipe nazaran daha
direncsiz oldugu gozlemlendi. Bu da bize sodB’nin molibdenin etkisi altinda
bakteriler icin Onemli gen bolgeleri oldugunu gostermektedir. Diger mutantlar

yabanil tip ile benzer sonuglar vermistir.




Tablo 4.55. Kursununkati besiyerinde bakterilere etkisi
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Pb 0,07mM 0,08mM 0,09mM
E.coli W3110 10° + 10° - 10+ 10°- 10'+ 10°-
sodA 10°+  10°- 10%+ 10°- 10+  10°-
sodA kom 10° + 10° - 10+ 10°- 10%+ 10°-
sodB 10%+ 10" 10°+ 10°- 10+  10°-
sodB kom 10° + 10° - 10+ 10°- 10'+ 10°-
sodC 10"+ 10%+ 10°- 10+  10°-
sodC kom 10°+  10°- 10%+ 10°- 10+  10*-
katE 10°%+ 10'- 10° + 10° - 10°+  10%
katE kom 10%+ 10" 10%+ 10°- 10+  10°-
katG 10°%+ 10'- 10+ 10°- 10'+ 10°%-
katG kom 10°+  10°- 10%+ 10°- 10+  10°-
SOXS 10"+ 10%+ 10°- 10+  10*-
soxS kom 10° + 10° - 10+ 10°- 10'+ 10°%-
soxR 107+ 10%+ 10°- 10+  10*-
soxR kom 10° + 10° - 10+ 10°- 10'+ 10°%-
ahpC 107+ 10°+ 10°- 10°+  10°-
ahpC kom 10°%+ 10°- 10°+ 10°- 10+  10%
btuE 10°+  10°- 10%+ 10°- 10+  10*-
btuE kom 10%+ 10" 10%+ 10°- 10+  10°-
oxyR 10"+ 10°+ 10°- 10°+  10°-
oxyR kom 10°+  10°- 10°+ 10°- 10+  10°-
zwf 10"+ 10*+ 10°- 10%+ 10°-
zwf kom 10%+ 10" 10%+ 10°- 10+  10*-

Tablo 4.55’de kat1 besiyerinde, ii¢ konsantrasyonda kursunun etkisine bakildiginda

yabanil tipile mutantlarin direng oranlarinda benzerlikler goriilmektedir.




Tablo 4.56. Aliiminyumunkati besiyerinde bakterilere etkisi

112

Al 1ImM 1,5mM 2mM

E.coli W3110 10°+ 10'- 10°+ 10°- 10%+ 10°-
sodA 10%+ 10" 10%+ 10" 10%+ 10°-
sodA kom 10°+ 10'- 10°+ 10°- 10%+ 10°-
sodB 10°+ 10°- 10%+ 10°- 10*+ 10%-
sodB kom 10°+ 10'- 10°+ 10°- 10%+ 10°-
sodC 105+ 10 105+ 10" 10+ 10°-
sodC kom 10%+ 10" 10°+ 10°- 10%+ 10°%-
katE 10"+ 10°%+ 10'- 10*+ 10°-
katE kom 10%+ 10" 10°+ 10°- 10%+ 10°%-
katG 10°%+ 10'- 10°%+ 10'- 10°+ 10°-
katG kom 10%+ 10" 10°+ 10°- 10%+ 10°%-
SOXS 10%+ 10" 10°+ 10°- 10%+ 10°%-
soxS kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10%+ 10°-
soxR 107+ 10°+ 10°- 10%+ 10°%-
soxR kom 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10%+ 10°-
ahpC 107+ 10%+ 10°- 10°+ 10°-
ahpC kom 10°%+ 10°- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
btuE 107+ 10°+ 10°- 10%+ 10°%-
btuE kom 10%+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
oxyR 10"+ 10°+ 10°- 10°+ 10°-
oxyR kom 10°+ 10'- 10°+ 10°- 10°+ 10°-
zwf 10°%+ 10'- 10°+ 10°- 10%+ 10°-
zwf kom 10%+ 10" 10°+ 10°- 10%+ 10°%-

Tablo 4.56°da kat1 besiyerinde, ii¢ konsantrasyonda aliiminyumunun mutantlarin ve

komplementerlerin iizerindeki etkisine bakildi. sodB nin yabanil tipe nazaran daha

direngsiz oldugu gozlemlendi. Bu da bize sodB nin aliminyumun etkisi altinda

bakteriler i¢in 6nemli gen bolgeleri oldugunu gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada 11 farkli metal ile 11 farkli oksidatif stres geninin iliskisinin
arastirtlmast  ve metallere karsi direngte global molekiiler mekanizmanin

aciklanmaya calisilmasi amacglanmistir.

Kullandigimiz metallerin farkli pH’larda, farkli molaritede mutantlar iizerinde toksik
etki olusturdugu gozlemlenmistir. Herbir mutant i¢in bu metallerin toksisitesinin

degistigi, daha ¢abuk dliimiine neden oldugu mutantin 6nemli bir gen bolgesi oldugu

anlagilmistir.

Tek tek kullandigimiz agir metallerin etkisine baktigimizda; Zn’nin DNA’nin
elektrostatik giicinde ve c¢esitli enzimlerin stabilizasyonunda gorev aldig
bilinmektedir. Ancak bu elementin yiiksek seviyelerde toksik 6zellik gdsterdigi ve bu
nedenle bu metalin fazla oldugu durumlarda hiicreleri korumak {izerine
diizenlemelerde bulundugu bilinmektedir (Konopka ve Zakharova, 1999; Lim ve
ark., 2009). Yapilan bir ¢alismada ¢inko tip III sekresyon sisteminin fonksiyon
kaybina neden oldugu gorilmistiir (Mellies ve ark., 2012). Yaptigimiz ¢aligmalarda
da c¢inko siilfatin toksik etkisinin asidik ortamda daha ¢ok oldugunu goézlemledik.
Ozellikle sodB gen bélgesinin bu pH’da ¢inko siilfatin bulundugu ortamda bakterileri

korudugunu gézlemledik.

Bakir reaktif oksijen radikal iiretimine sebep olan metal olarak en fazla ¢alisilan
metallerdendir. E. coli’de bakir direnci koromozamal kodlanan bakir direng genleri
ile kontrol edilmektedir. Metalleri disariya veya igeriye tasiyan sistemlere sahiptirler.
Bakir toksistesinin en temel nedeninin reaktif oksijen tirtimini saglamasi olarak ifade
edilmektedir (Rensing ve Grass, 2003). Yapilan bir ¢calismada oksidatif DNA tamir
mekanizmas1 veya SOD eksik olan strainlerin bakir varligima asir1 hassasiyet
gosterdigi belirlenmistir (Kimura ve Nishioka, 1997;Battiston1 ve ark.,. 2000).
Yaptigimiz ¢aligmalarda da bakir siilfatin toksik etkisinin asidik ortamda daha fazla
oldugunu gozlemledik. Ozellikle sodB gen bolgesinin bu pH’da bakir siilfatin
bulundugu ortamda bakterileri korudugunun anlasilmasmi sagladik yani global

kontrol aglarinda metal direncinde bu gen bolgesinin rol oynadigi goriilmektedir.
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Kadmiyum biyolojik bir fonksiyonu olmadigi bilinmesine ragmen hiicreler
tarafindan kolayca transfer edilebilmektedir. Bakterilerde Cd biiylime oranini azaltir,
lag fazini uzaltir, hiicre yogunlugunun azalmasina ve hatta doz artis1 ile 6liimiine
neden olurmaktadir (Sinha ve Mukherjee, 2009). Ayrica son yapilan bir ¢alisma Cd
stresinin E. coli’nin morfolojisindedegisimlere neden oldugunu géstermistir (Hossain
ve ark., 2012). Cd stresinin E. coli’de DNA tamir, 1s1 sok, soguk sok, osmotik stres,
asit stres, antibiyotik direnci, SOS, stringent cevap sistemi oksidatif stress cevaplarini
indiikledigi gosterilmistir (Vanbogelen ve ark., 1987; Blom ve ark.,1992; Ferianc ve
ark., 1998; Wang ve Crowley, 2005; Shen ve ark., 2012). Kadmiyum siilfatin etkisi
altinda yaptigimiz ¢aligmalarda fosfat tamponunda bazik pH’nin bakteriler tizerinde
daha fazla etkili oldugu gozlemlenmistir. Ozellikle sodB ve katE gen bolgesinin
kadmiyum siilfatin bulundugu ortamda bakterileri korudugunun anlasilmasi

saglanmustir.

Bircok bakteride civa toksistesine karst diren¢c genleri bulunmaktadir. MerR
regiilatorii Hg yoklugunda baskilanir ve bu regiilator tarafindan kontrol edilen bu
genler dolayisi ile civa varliginda eksprese edilir (Guoh ve ark., 2010). Regiilatoriin
aktivasyonu ortamdaki civa varligi ile olmaktadir. Civa regiilatoriiniin kontroliindeki
genler merT, merP, merA, merB, merD dir. (Mason ve ark., 1995; Barkay ve ark.,
2003;Clarkson ve ark., 2007). Civanin bakteriler iizrindeki etkisini yaptigimiz
deneylerle incelemis olduk. Civanin toksik etkisinin asidik ortamlarda daha ¢ok
oldugunu goézlemledik. Yapmis oldugumuz biitiin deneyler sonucunda sodB gen

bdlgesinin civanin varliginda bakerileri korudugunu tespit etmis olduk.

Mangan hidroksil radikal olusumu reaksiyonunu katalizlememektedir (Cheton
veArchibald, 1988). E. coli’de Mn taginmasi ile ilgili genler heniiz tanimlanmamistir
(Kehres ve ark., 2000). Fotosentez, aminoasit metabolizmasi, aromatik asit
metabolizmasi, sinyal transdiiksiyonu, niikleik asit degredasyonu gibi bir ¢ok
metabolkik yolda mangan gereklidir (Jakubovics ve Jenkinson, 2001). Yapmis
oldugumuz deneyler sonucunda manganin toksik etkisinin varligini saptamis olduk.

Asidik pH’da daha fazla bir etki olusturdugunu gozlemledik. En fazla etkiyi sodB,
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katE ve zwf genlerinde gordiik. Boylece bu gen bolgelerinin manganin etkisi altinda

bakterileri korudugunun anlasilmasini saglamis olduk.

Cu, Cr, Co redoks dongili reaksiyonlarim1 saglayarak toksik olurken, Hg, Cd, Ni
glutatyon eksikligi ve proteinlerin siilfidril gruplarina baglanarak etki gosterir.
Yapilan c¢alismalarda demir, bakir, kadmiyum, kromium, civa, nikel, ve vanadium
gibi metallerin reaktif oksijen radikal iiretimi ile iligkili oldugu tespit edilmistir

(Brocklehurst ve Morby 2000).

Yapilan deneyler sonucunda kromun, aliiminyumun, kursunun ve molibdenin
ph:5.5’de toksisitesinin daha fazla oldugu anlasild1 ve 6zellikle sodB gen bolgesinin

bakterileri korudugunun anlasilmasi saglandi.

Nikelin bilinen biyolojik fonksiyonu olmamakla beraber az oranda zehirleyici
Ozelligi vardir (Kartal ve ark., 2004). Nikelin fosfat tamponunda etkisinin bazik
ortamda daha toksik oldugu gériilmektedir. Ozellikle sodB gen bdlgesinin bu pH’da

nikel siilfatin bulundugu ortamda bakterileri korudugunun anlasilmasi saglanda.

Sonuglara gore sodB, katE, btue, zwf, genlerinin fotooksidatif stres altinda yasam igin
oldukga 6nemli oldugu belirlenmistir. Ancak oksidatif stres ile iligkili genler arasinda
katE ve ozellikle sodB genlerinin fazla hassasiyet gostermesi ve diger genlerin
arasindan segilim gostermesi dikkat cekici bir sonuctur. Kullandigimiz agir

metallerden de en hizli toksisite gosterenin bakir oldugun gézlemlenmistir.

Metaller ile ilgili kapsamli ¢aligmalar yetersiz oldugu i¢in kullandigimiz metallerin
farkli ortamlarda da etkisine bakilmalidir. Bu c¢alismada fosfat tamponu
kullanilmistir. Tatli su, g6l suyu, deniz suyu ya da farkli kosullar altinda da

caligmalar gerceklestirilebilinir.

Caligmalar sonucunda etkilenen gen bolgelerinin daha ayrintili testleri yapilmalidir.

Bu genlerin regiilator bolgeleriyle iliskisinin nasil oldugu arastirilmalidir.

Bakterilerin en ¢ok etkilemdigi agir metallerin daha farkli stres kosullarinda metal

toksisitesine kars1 etkilerine bakilip literatiire daha kapsamli sonuglar eklenmelidir.
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