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OZET
Doktora Tezi

PROTEOMIK YAKLASIMLA ATIKSU KAYNAKLI
MIKROORGANIZMALARDA Cr(VI) DIRENC YOLLARININ
ARASTIRILMASI

Nur KOCBERBER KILIC

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Goniil DONMEZ

Tez c¢alismasi, Cr(VI) igeren atiksulardan izole edilen dort farkli mikroorganizmanin
(Ochrobactrum sp. Pseudomonas aeruginosa, Bacillus thuringiensis ve B. cereus) Cr(VI)
biyobirikim kapasitelerinin belirlendigi bir ¢aligmadir. Bu mikroorganizmalarin agir metallere
kargi olusturdugu direng mekanizmalari 2D jel elektroforezi ve kiitle spektrofotometrisi
caligmalar ile aydinlatilmistir.

Mikroorganizmalarin biyobirikim kapasiteleri 300 ppm Cr(VI) igeren nutrient broth
besiyerlerinde belirlenmistir. Calismada kullanilan bakterilerin bu ortamda agir metal
biyobirikimi yapmadig1 fakat 300 ppm Cr(VI) konsantrasyonunu tolere ederek gelisebildigi
gorilmistiir.

Krom(VI) agir metaline karsi olusturulan mikrobiyel diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesi i¢in
izolatlar, nutrient broth besiyerinde gelistirilmistir. Kirleticiye cevap olarak daha fazla
sentezlenen proteinlerin bulunmasi i¢in, Cr(VI) igermeyen ve 300 ppm Cr(VI) igeren ortamlarda
gelistirilen bakterilerden sitozol ve toplam zar proteinleri izole edilmistir.

Ochrobactrum sp. bakterisinin kirleticiye maruz birakildiginda daha fazla sentezledigi
proteinler, stres proteinleri (Molekiiler saperonlar), protein biyosentezinde gorevli proteinler
(ribozomal proteinler), tasiyici proteinler, enerji iiretiminde gorevli proteinler (ATP sintaz,
flavoprotein), dis zar proteinleri gibi basliklar altinda toplanmustir. P. aeruginosa bakterisinde
ise kirletici olan ortamda daha fazla sentezlenen proteinler, stres proteinleri (Molekiiler
saperonlar), protein biyosentezinde gorevli proteinler (Ribozomal proteinler, inozin-5-
monofosfat dehidrogenaz ve uzama faktor Tu), enerji tiretiminde gorevli proteinler (ATP sintaz,
flavoprotein, malat dehidrogenaz ve fruktoz-1,6-bisfosfataz), serbest radikal olusumunu
onleyen proteinler (Glutatyon-S-transferaz ve GSH sentetaz), dis zar proteinleri ve serin proteaz
(MucD) gibi gruplara ayrilmistir. B. thuringiensis ve B. cereus’un 300 ppm Cr(VI) igeren
ortamda daha fazla sentezlenen proteinleri, protein biyosentezinde gorevli proteinler
(Ribozomal proteinler, hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz, uzama faktér Tu), enerji
iiretiminde gorevli proteinler (ATP sintaz, piriivat dehidrogenaz, alanin dehidrogenaz, biitirat
kinaz; transaldolaz), stres proteinleri (Peptidil prolil izomeraz) ve yiizey tabaka proteinleri gibi
gruplara ayrilmistir. Tamimlanan proteinlere gore bakterilerin Cr(VI) agir metaline karsi
gelistirdikleri direng mekanizmalar1 metali hiicre disina tagima ve/veya hiicre disinda tutma gibi
sistemlerdir. Biyobirikim ¢aligmalarinda ortama uygulanan Cr(VI) konsantrasyonunun
inkiibasyon siiresi boyunca sabit kalmasi, belirlenen mikrobiyel direng sistemlerinin
Ochrobactrum sp., P. aeruginosa, B. thuringiensis ve B. cereus bakterileri tarafindan
kullanildigini kanitlamaktadir.

Nisan 2008, 90 sayfa
Anahtar Kelimeler: Atiksu, Mikroorganizma, Agir metal, Biyobirikim, Diren¢ mekanizmalar:



ABSTRACT
Ph. D. Thesis

THE INVESTIGATION of Cr(VI) RESISTANCE MECHANISMS WITH a
PROTEOMIC APPROACH IN MICROORGANISMS ISOLATED FROM
WASTEWATER

Nur KOCBERBER KILIC

Ankara University
Graduate School of Naturel and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Goniil DONMEZ

This thesis is a study of the Cr(VI) bioaccumulation capacities of four different
microorganisms (Ochrobactrum sp. Pseudomonas aeruginosa, Bacillus thuringiensis and B.
cereus) isolated from wastewaters containing Cr(VI). 2D gel electrophesis and mass
spectrophotometry were used to explain the mechanisms by which microorganisms develop
resistance against heavy metals were explained by.

Bioaccumulation capacities of microorganisms were determined on nutrient broth media with
300 ppm Cr(VI). In this media, it was determined that the bacteria used in the study did not
bioaccumulate the heavy metal, but grow by tolerating 300 ppm Cr(VI) concentration.

To determine microbial resistance mechanisms developed against Cr(VI), the isolates were
cultivated in nutrient broth media. The cytosolic and the total membrane proteins of the
bacteria cultivated in media with 300 ppm Cr(VI) and without Cr(VI) were isolated to
determine which proteins were upregulated in response to the pollutant. For Ochrobactrum
sp., the following proteins were upregulated: stress proteins (molecular chaperons), proteins
responsible for protein biosynthesis (ribosomal proteins), transporters, and proteins
responsible for energy production (ATP synthase, flavoprotein), and outer membrane proteins.
The corresponding proteins for P. aeruginosa were stress proteins (molecular chaperones),
proteins responsible for protein biosynthesis (ribosomal proteins, inosine-5-monophosphate
dehydrogenase and elongation factor Tu), proteins responsible for energy production (ATP
synthase, flavoprotein, malat dehydrogenase, fructose-1,6-bisphosphatase), proteins
preventing formation of free radicals (Glutathione-S-transferase and GSH synthetase), outer
membrane proteins and serine protease (MucD). Finally, for B. thuringiensis and B. cereus the
following proteins were observed to be upregulated: proteins responsible for protein biosynthesis
(ribosomal proteins, hypoxantine-guanine phosphoribosil transferase, elongation factor Tu),
proteins responsible for energy production (ATP synthase, pyruvat dehydrogenase, alanine
dehydrogenase, butyrate kinase, transaldolase), stress proteins (peptdyl prolyl isomerase), and
and s-layer proteins. Based on these proteins, we propose that the prevailing Cr(VI)-resistance
mechanisms involved transporting the metal to the outside of the cell and/or binding the metal
outside of the cell. In bioaccumulation studies, the stability of Cr(VI) concentration during the
incubation period proved that the microbial resistance mechanisms identified was used by
Ochrobactrum sp. P. aeruginosa, B. thuringiensis and B. cereus.

April 2008, 90 pages

Key Words: Wastewater, Microorganism, Heavy metal, Bioaccumulation, Resistance
mechanisms

il



TESEKKUR

Tez c¢alismamin her asamasinda yakin ilgi ve destegini gordiigiim, ¢aligmalarimin
yonlendirilmesi ve sonuglandirilmasinda biiyiik emegi gecen ve ayn1 zamanda kendimi
gelistirmem i¢in beni siirekli tesvik eden, destekleyen ve yonlendiren tez danismanim
Sayin Prof. Dr. Goniil DONMEZ’e, tez calismalarim sirasinda laboratuvar olanaklar
ile bilimsel fikirlerini benden hi¢ esirgemeyen Aalborg Universitesi Biyoteknoloji
Enstitiisii Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Daniel OTZEN’e ve Dog¢. Dr. Allan
STENSBALLE’ye, tezimin hazirlanmasi sirasinda her tiirlii olanagi saglayan Ankara
Universitesi Biyoloji Boéliimii’'ne, ¢alismalarim sirasinda beni maddi olarak
destekleyen TUBITAK BIDEB’e, deneylerim sirasinda yardim ve destegini gordiigiim
biitiin laboratuvar arkadaglarima, her konuda desteklerini aldigim ve tezimin
hazirlandig: siirede gosterdikleri sabir, ilgi ve hosgoriiden dolayr basta esim olmak
iizere tiim aileme sonsuz slikran ve tesekkiirlerimi sunarim.

NUR KOCBERBER KILIC
Ankara, Nisan 2008
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1. GIRiS

Endiistriyel atiksularin en oOnemli kirleticilerinden olan agir metal iyonlar1 bazi
mikroorganizmalar tarafindan bu iyonlarca kirletilmis sulardan kolaylikla
uzaklastirilmaktadir. Bu canlilar tarafindan gercgeklestirilen agir metal giderimi, agir
metallere karsi canli hiicrenin olusturdugu ¢esitli diren¢ mekanizmalar1 ile miimkiin
olmaktadir. Bugiine kadar tanimlanmis mikrobiyel diren¢ mekanizmalar1 metalin hiicre
icine alinmamasi, metalin proteinlere baglanmasi ile hiicre icinde tutulmasi, metalin
daha az toksik forma doniistiiriilmesi, metalin mikroorganizmadan aktif olarak
taginmast ve metalin hiicre disinda tutulmasi gibi sistemleri kapsamaktadir. Bu direng
sistemleri tamamen proteinlerle kontrol edilmektedir. Agir metal stresindeki bir
mikroorganizma bu strese adapte olabilmek icin bazi proteinlerin sentezini arttirma

veya farkli proteinler sentezleme yoluna gidebilmektedir.

Proteinlerin basrolii aldigi mikrobiyel diren¢ sistemlerini izlemek, ancak proteomik
calismalarla miimkiin olmaktadir. Bununla ilgili yapilan ilk c¢aligmalarda, Ni(II)’ye
direng gosterdigi bulunan Streptomycetes acidiscabies bakterisinin Ni(II) bulunan ve
bulunmayan ortamlardaki proteom analizleri yapilarak hiicre i¢i proteinlerinin metal
direng sistemleri ile iligkisi belirlenmis, Ni(Il) igeren ortamlarda glikoliz ile ilgili bazi
enzimlerin sentezinin arttig1, demir igeren siliperoksit dismutazin sentezinin ise
engellendigi bulunmustur (Schmidt et al. 2005). Ayrica bu tip proteom ¢alismalariyla,
Pb(I) ve Co(Il) stresine maruz birakilan Pseudomonas fluorescens bakterisinde
SpoVG, enolaz, ksiloziltransferaz ve uzama faktér-Tu gibi proteinlerin daha fazla
sentezlendigi de tespit edilmistir (Sharma et al. 2006). Klebsiella pneumonia
bakterisinin Co(Il) agir metaline maruz birakildifinda DNA giraz ve L-izoaspartil
protein karboksil metil transferaz olmak iizere iki proteininin sentezini artirdigi

belirlenmistir (Bar et al. 2007).

Endiistriyel atiksularda oldukca fazla bulunan Cr(VI) agir metali, aktif olarak gelisen
mikrobiyel hiicre tarafindan etkin bir sekilde detoksifiye edilmektedir. Fakat bu
mikrobiyel hiicrelerin hangi mekanizma ile Cr(VI) direncini gergeklestirdigi tam olarak

aydimnlatilmamustir.



Literatiirde olduk¢a yeni olan bu ¢alismalarda Cr(VI) gideriminden sorumlu proteinlerle
yalnizca P. aeruginosa bakterisinin sahip oldugu plazmid tizerinden kodlanan ve Cr(VI)
agir metalini hiicre digina atmaktan sorumlu bir protein tanimlanmistir (Jiemez Mejia et

al. 2006).

Farkli bakteri tiirlerindeki Cr(VI) diren¢ mekanizmalarini aydinlatmak ve direngten
sorumlu proteinleri belirlemek amaciyla planlanan tez ¢alismasinda, Cr(VI) igeren deri
endiistrisi atiksularindan izole edilen bakterilerdeki Cr(VI) diren¢ mekanizmalar

proteomik yaklasimla agiklanmugtir.

Gergeklestirilen tez calismasinda, Cr(VI) igeren ve icermeyen ortamlarda gelistirilen
mikroorganizmalarin protein igeriginin degisimi proteom analizleri ile tespit edilmistir.
Denemeler, iki boyutlu (2D) jel elektroforez ve kiitle spektrofotometri ¢alismalari ile
gerceklestirilerek bakterilerin direng mekanizmalartyla ilgili proteinlerinin karakterleri
belirlenmis ve farkli mikroorganizmalarda mikrobiyel agir metal direng sistemleri

aydinlatilmustir.



2. KAYNAK OZETLERi

2.1 Endiistriyel Atiksular ve Ozellikleri

Sayisiz alanda calisma kollar1 bulunan endiistri iilkemizde hizla gelismekte olan bir
sektordiir. Bu sektdrdeki sanayi kollari, yilinlii ve pamuklu dokuma sanayii, hazir giyim
sanayii, deri sanayii, makine sanayii, kagit mamulleri sanayii, ¢elik yap1 ve baski isleri
sanayii, boya-re¢ine sanayii, ¢esitli kimya sanayii, Cu(Il) ve Cu(Il) alagimlari sanayii,
sabun, temizleyici maddeler ve kozmetik sanayii ile cam ve cam esya sanayii vb. gibi
daha bircok alam1 kapsamaktadir. Endiistri bu sekilde bir yandan yararli iiriinler
yaparken bir yandan da fazla miktarda atiksu liretmektedir. Boylesine ¢esitli endiistri
kolunun trettigi atiksular da ayn1 ¢esitlilikte kimyasal maddeyi icermektedir. Atiksuyu
tireten endiistri koluna gore bu kimyasal maddelerin miktar1 ve cesitliligi de
degismektedir. Tekstil endiistrisi atiksularindan deri sanayine dahil olanlar ise deri
islenmesi sirasinda kullanilan farkli uygulamalar nedeniyle bir¢ok kimyasal maddeyi
barindirmaktadir. Deri sanayi suyun en fazla kullanildig1 sanayi kollarindan biridir. Bir
deri isleme tesisinde 1slatma-yumusatma, kil giderme-kireglik, kire¢ alma-sama, pikle
islemi, tabaklama islemi, notralizasyon, yaglama, boyama ve dolgu islemleri
uygulanmaktadir. Bir ton ham deriyi islemek igin yaklagik olarak 20-80 m’ suya ihtiyag
vardir. Tiirkiye’deki deri sanayinde ham deriyi islemek i¢in gerekli su miktar1 50-65
tondur. Ulkemizde deri sanayinde giinde ortalama 600 ton deri islenmektedir. Bu
endiistride 1 kg ham derinin islenmesi sonucu 30-50 litre atiksu olusmaktadir. Derilerin
mekanik darbelere dayanikli, iyi kimyasal yap1 ve kabul edilir termal harekete sahip
olmasi istenmektedir. Bu nedenle deriler tabaklanir ve bu islem krom tuzu ile
yapilmaktadir. Krom(VI) derideki proteinlerin karboksil grublar1 ile kimyasal
reaksiyona  girmekte ve  sabitlenmis  Cr(VI), deriyi  kararli  yaparak
kuvvetlendirmektedir. Bir ton ham deri i¢in tabaklama isleminde ortalama 50 kg krom
tuzu kullanilmaktadir. Ham deri agirliginin yaklasik olarak %5-8 oraninda ortama krom
bilesigi ilave edilir. Tabaklama tinitesinden ¢ikan atik suyun pH degeri yaklasik olarak
3-4.5 ve toplam krom konsantrasyonu 3000-6000 ppm arasinda degismektedir.
Tabaklama asamasindan sonra notralizasyon, yaglama, boyama, dolgu islemleri
yapilmakta ve c¢ikan atiksu pH’1 alkali veya asidik o0zellik tagiyabilmektedir

(http://www.cevreorman.gov.tr/belgelerl/deri_krom.doc, 2007).



Goriildiigii gibi deri sanayi atiksular1 yiiksek miktarda krom icermektedir. Bu
atiksulardan mutlaka Cr(VI) iyonunun uzaklastirilmasi gerekmektedir. Krom(VI) gibi
bir agir metali iceren atiksuyun herhangi bir ortama bosaltilmasi ¢evre kirlenmesinde

cok biiyiik bir tehdit unsuru olusturmaktadir.

2.2 Agir Metaller ve Ozellikleri

Bir¢ok agir metal, d orbitallerinin tamamen dolu olmas1 nedeniyle gegis elementleridir.
Bu d orbitalleri agir metal katyonlarina redox tepkimelerine girebilen veya giremeyen
herhangi bir bilesik ile karmasik yapi olusturmasini saglamaktadir. Bu nedenle, agir
metaller birer iz element olarak bir¢cok karmasik biyokimyasal reaksiyonda énemli rol
oynamaktadir (Nies 1999). Ornegin Ca(II), Co(II), Cr(VI), Cu(Il), Fe(II), K(I), Mg(II),
Mn(II), Na(I), Ni(Il) ve Zn(II) gibi metaller esansiyeldir ve besiyerlerine eklenmeleri
gerekmektedir. Bu metaller, mikrobesin olarak redoks tepkimelerinde, molekiillerin
clektrostatik etkilesimlerini kararli tutmak ve ozmotik basinci kontrol etmek icin
enzimlerin bilesenleri seklinde kullanilirlar. Fakat Ag(I), AI(I), Au(Il), Cd(I), Pb(Il) ve
Hg(Il) gibi agir metallerin biyolojik bir onemleri yoktur ve bu metaller esansiyel
degillerdir. Aym1 zamanda besinsel degerleri de yoktur. Mikroorganizmalara oldukga
toksik etkileri bulunmaktadir. Bu toksik metaller 6nemli hiicresel bilesenlerle kovalent
ve iyonik baglarla etkilesime girmektedirler. Yiiksek konsantrasyonlarda esansiyel olan
ve olmayan biitiin metaller hiicre zari hasarina yol agip, enzim spesifikligini
degistirebilir, hiicresel fonksiyonlar1 bozabilir ve DNA’nin yapisina zarar
verebilmektedir. Bu nedenle metallerin biitiin canli hiicrelerin metabolizmalarinin
dengede tutulmasinda ¢ok 6nemli bir yer olusturdugu acgikc¢a goriilmektedir (Nies 1999,
Bruins et al. 2000).

2.2.1 Krom ozellikleri

Krom 1797°de Fransiz kimyac1 Louis Vauquelin tarafindan kesfedilmistir. Krom ismini
bilesiklerinde bir¢cok farkli rengi barindirmasi nedeniyle Yunanca’da renk anlamina

gelen “chroma”dan almistir (Ogawa et al. 1989).



Krom, diinyada en ¢ok bulunan elementler arasinda (yaklasik 122 ppm) yirmibirinci
sirada, en fazla bulunan gecis metalleri arasinda da altinci sirada yer almaktadir. Krom,
iki, tic ve alt1 degerlikli olarak bulanabilmekte, fakat Cr(II) kararsiz yapiya sahip
oldugundan, Cr(IIl) ve Cr(VI) dogada daha fazla miktarda bulunmaktadir. Krom(VI)
bilesikleri suda kolay ¢06ziinebilmesi ve tasinabilir yapiya sahip olmasi ile Cr(II)
bilesiklerinden (6rnegin, Cr,Os) daha toksiktir. Krom(III) bilesikleri ise, ¢6ziinmeyen
yapis1 nedeni ile tasinmaz 6zelliktedir. Bu 6zelligi ile de alt1 degerlikli kromdan daha az
zararli olmaktadir. Toprakta bulunan kromat (CrO4*) ve dikromat (Cr,0;>) en fazla
¢Oziinen ve dolayisi ile en fazla taginabilen oldukga toksik formlardir. Krom(VI), bu
Ozellikleri ile biyolojik zarlardan kolaylikla gecgebilmektedir. Hiicre iginde protein
bilesikleri ve niikleik asitlerle de reaksiyona girebilmektedir. Potasyum dikromat ile
yapilan ¢aligmalarda hiicre boliinme siiresinin uzamasi ve hiicre boliinmesinde azalma
kaydedildigi goriilmiistiir. Ayrica bu degerlikteki krom, DNA polimerazla etkilesime
girerek DNA sentezini de fazlasiyla etkilemektedir. Krom(VI) ¢ift sarmal DNA ile
direkt olarak etkilesime girmemektedir. Bunun yaninda, Cr(IIl) ¢ift sarmal DNA’daki
negatif yilikli fosfat gruplarina baglanarak DNA’nin kararli yapisini saglayan hidrojen
baglarmin kopmasina neden olmaktadir (Ogawa et al. 1989, Mohan and Pittman Jr.
2006).

2.3 Krom(VI) iceren Atiksularin Aritimi

Krom(VI) iceren deri sanayi atiksularinin aritilmasinda kimyasal veya biyolojik

yontemler uygulanmaktadir.

2.3.1 Kimyasal yontemlerle aritim

Kimyasal yollarla agir metallerin aritimi, kimyasal indirgeme-¢oktiirme,
elektrokimyasal aritma, ters ozmoz, iyon degis-tokus ve adsorbsiyon olmak iizere
baslica bes farkli yontemle yapilabilmektedir (Zouboulis et al. 2004). Krom(VI) igeren

atiksulardan da bu tip yontemlerle agir metal giderimi yapildigi bilinmektedir.

Kimyasal indirgeme-¢oktirme yonteminde Cr(VI)’nin tamamiyla Cr(Ill)’e

cevrilebilmesi i¢in ¢ok yiliksek miktarda indirgeyici ajan kullanmak gerekmektedir.



Indirgenme tamamlandiktan sonra ise ortama kuvvetli bir baz olan sodyum hidroksit

eklenmesi ile Cr(III)’lin ¢oktiirtilmesi saglanmaktadir (Yang and Chen 2008).

1993 yilindan bu yana ise elektrokimyasal ¢oktiirme yontemi ile iletken polimerler
kullanilarak Cr(VI) igeren atiksularin aritimina ¢aligilmaktadir. Bu amagla denenmis ve
en etkili polimer ise polianilin olarak belirlenmistir. Cesitli arastiricilara gore, bu
polimerin kapali devre kosullarinda gerceklestirilen reaksiyonda kararli halde

kalabildigi ve en hizli sekilde reaksiyonu sagladigi belirlenmistir (Ruotolo et al. 2006).

Ters ozmoz yontemi ise diger tekniklere goére daha pahali olup yiiksek basing

uygulamasi ile 6zel zar yapilara ihtiya¢c duymaktadir.

Iyon degis-tokus yonteminde agir metali iyonlarinin elektrostatik kuvvet ile fonksiyonel
grup halinde kat1 yiizey {izerinde tutularak ortamdaki farkli agir metal iyonlar ile yer
degistirmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu yontem etkili olmasina ragmen diger aritim

tekniklerine gore oldukca fazla maliyete sahiptir.

Adsorpbsiyon metal gideriminde oldukga fazla yer bulmaktadir. Bu yontemde de belli
adsorban kimyasallarla metallerin tutuklanmasi saglanmaktadir. Agir metali ortamdan
uzaklagtirmak i¢in metal tutucu olarak 6zellikle aktif karbon kullanilmaktadir. Fakat bu
teknik bazi metallerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in uygun olmayabilmektedir. Bu
nedenle cok da etkili bir metot olarak kabul edilmeyebilmektedir (Dubey and Gbal
2007).

Bu sekilde uygulanan kimyasal aritim yontemlerinin dezavantajlar1 da oldukga fazladir.
Bu  tekniklerle  yapilmaya  ¢alisilan  metal  indirgenmesi tam  olarak
basarilamayabilmektedir. Bu yontemler oldukga fazla enerjiye ve farkli bircok kimyasal
maddeye ihtiya¢ duymaktadir. Ayni zamanda, bu tip aritimda, agir metali uzaklastirmak
icin cesitli kimyasal maddeler atik suya uygulanmaktadir. Bu durum ¢evre de ikinci bir
kirlilik yaratmaktadir. Ciinkii endiistriyel atik sular zaten fazla miktarda kimyasal
maddeyi barindirmaktadir. Kimyasal aritimda aritilacak suyun pH’s1 kullanilan yonteme

gore farkl degerlere ayarlanmak zorundadir.



2.3.2 Biyolojik yontemle aritim

Biyolojik aritimda canli veya Olii mikroorganizmalarin agir metali biriktirebilme,
tutabilme veya daha az toksik formlarina indirgeyebilme yeteneklerinden yararlanilarak
istenmeyen kirletici ortamdan uzaklastirilmaktadir. Biyolojik aritimdan sonra geriye
kalan ¢amur yigini, kimyasal aritima gore oldukca az ve daha zararsizdir. Ayrica
biyokiitle tarafindan tutulan agir metal, desorpsiyon yolu ile tekrar, yogun olarak elde
edilebilmektedir. Biyosorpsiyon olarak tanimlanmis biyolojik metal giderimi,
mikrobiyel biyokiitlenin ylizeyine metal iyonlarinin difiizyonu ile baslayan aktif ve
pasif tagima mekanizmalarin1 iceren bir birlesimdir. Biyolojik olarak metal

biriktirilmesi genel olarak iki ana kategoriye ayrilmaktadir (Zouboulis et al. 2004):

a)  Olii biyokiitle ile pasif olarak yapilan agir metal biriktirilmesi: biyosorpsiyon

b)  Canli biyokiitle ile aktif olarak yapilan agir metal biriktirilmesi: biyobirikim

2.3.3 Krom(VI]) gideriminde mikroorganizmalarla yapilan biyosorpsiyon ve
biyobirikim ¢alismalari

Saxena et al. (2000) tarafindan yapilan biyobirikim calismasinda deri sanayii atik
sularindan alinan 6rneklerden 100 ppm Cr(VI) iceren Luria Broth(LB) besiyerinde
gelisebilen ve Staphylococcus cohnii olarak adlandirilan bir bakteri izole edilmistir.
Bakterinin maksimum biyobiriktirebildigi Cr(VI) konsantrasyonunu belirlemek
amaciyla, Cr(VI) konsantrasyonu 0-1000 ppm araliginda degisen LB besiyeri
kullanilmigtir. S. cohnii’nin baslangic Cr(VI) konsantrasyonu 1000 ppm olan LB
besiyerindeki Cr(VI) biyobirikimi 96 saat inkiibasyon siiresi sonunda %75 olarak tespit
edilmis ve ayni inkiibasyon siiresinde bakterinin gelisimi de en yiiksek degere

ulagmustir.

Nepple et al. (2000) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada, Rhodobacter sphaeroides’in
aerobik ve anaerobik kosullar altinda Cr(VI) agir metalini indirgeyebildigi saptanmistir.
Indirgenme reaksiyonunun R. sphaeroides’te bulunan kromat rediiktaz ile gerceklestigi

bulunmustur.



R. sphaeroides, 30 °C’de, 1sik varliginda, siikkinik asidin karbon kaynagi olarak
kullanildigi ve kazein hidrolizat igeren sistrom besiyerinde anaerobik olarak
gelistirilmistir. Aerobik kiiltiirler i¢in ise 250 ml’lik erlenlerde 100 ml besiyeri konmus,
karanlikta 30 °C’de 200 rpm ¢alkalama hizinda ¢alkalanmistir. Krom(VI) indirgenmesi
hem anerobik hem de aerobik olarak gergeklesmesine ragmen anerobik kosullarda
indirgenme biraz daha iyidir. Kromatin 20 uM oldugu kosullarda 6 saat boyunca
yapilan inkiibasyon sonrasinda, anaerobikler i¢in indirgenme oranlar1 gram hiicre basina
1.6 umol ile aerobikler i¢in ise 0.146 pmol olarak bulunmustur. Kromat 20 uM’dan 43
uM’a arttirildiginda da indirgenme gdzlenmistir. Calismada, kromat indirgenme
aktivitesinin gelisme sirasinda Cr(VI)’nin fazlaca artirilmasindan bagimsiz oldugu ve

arka arkaya kromat eklenmesinden etkilenmedigi goriilmiistiir (Nepple et al. 2000).

Donmez and Aksu (2002) yaptiklar1 biyosorpsiyon calismasinda, fotosentetik ve
Okaryotik organizmalar arasinda yer alan ve ¢ok genis bir tuz konsantrasyon aralifinda
(%0.2-%35 w/v) gelisebilen Dunaliella tiirlerini Tuz Go6li’nden izole etmislerdir.
Kiiltiirler %15 (w/v) NaCI ve %1 (w/v) Bacto Agar iceren kat1 Johnson’s besiyerine
ekilerek gelistirilmis ve daha sonra biyosorpsiyon ¢alismalari i¢in kurutulmustur. Elde
edilen biyokiitle ile yapilan biyosorpsiyon ¢alismalarinda en yiliksek Cr(VI) gideriminin
pH 2’de yapildig1 tespit edilmistir. Tiim tuz konsantrasyonlarinda pH arttikca Cr(VI)
giderimi azalmistir. Ortam NaCl konsantrasyonu %20 (w/v) oldugunda Dunaliella 1
igin gram hiicre basina Cr(VI) alim1 37.7 mg’dan 13.4 mg’a ve Dunaliella 2 igin 27.7
mg’dan 8.6 mg’a diigmiistiir. Farkli Cr(VI) konsantrasyonlarinin biyosorpsiyona etkisini
belirlemek i¢in yapilan denemelerde tuz iceren ve icermeyen ortamda baslangic Cr(VI)
konsantrasyonu arttik¢a Cr(VI) alimimnin da arttig1 gorilmiistiir. Tuz igermeyen ortamda
baslangi¢ Cr(VI) konsantrasyonu 50 ppm’den 250 ppm’e arttirildiginda Dunaliella 1
tiirinde gram hiicre bagina Cr(VI) alimt 37.7 mg’dan 102.5 mg’a; Dunaliella 2 tiriinde
ise 27.7 mg’dan 85.5 mg’a yiikselmistir. Denemelerin sonuglarindan Dunaliella 1
tirtinin Dunaliella 2 tiirline gore daha fazla Cr(VI) alimi yaptigi tespit edilmistir.
Baslangi¢ Cr(VI) konsantrasyonu 100 mg/g oldugunda Dunaliella 1, %53.6; Dunaliella
2, %45 oraninda Cr(VI) alim1 yapmustir.



Dunaliella  hiicrelerinin ~ zarlarinda Cr(VI) iyonlarmin baglanabilecegi iyon
degistirebilen lipidler, proteinler ve polisakkaritler gibi fonksiyonel gruplara sahip
yapitaslar1 bulunmaktadir. Amino, karboksil, siilfidril, fosfat ve tilol gibi fonksiyonel
gruplarin Cr(VI)’ya afiniteleri ve spesifikliginin farkli olmasi algin de Cr(VI) almasim
etkilemektedir. Farkli Cr(VI) ve tuz konsantrasyonlariin Dunaliella 1 ve Dunaliella 2
tiirlerinin Cr(VI) biyosorbsiyonuna etkisi arastirildiginda tuz konsantrasyonu %20 (w/v)
oldugunda algin aldig1 Cr(VI) miktarinin da belirgin bir sekilde arttig1 goriilmektedir.
Baslangi¢c Cr(VI) miktar1 50 ppm oldugunda, tuz konsantrasyonu da 0’dan %20 (w/v)
arttirlldiginda Dunaliella 1 igin gram hiicre basina Cr(VI) alimi1 37.7 mg’dan 13.4 mg’a;
Dunaliella 2 i¢in 27.7’mg’dan 8.6 mg’a dismiistir. Dunaliella tiirlerinde sert
polisakkarit yapida hiicre duvar1 ve hiicreyi cevreleyen elastik bir plazma zar
bulunmaktadir. Bu durum, hiicre seklinde ani degisikliklere ve osmotik basincin
degismesinde hacim artig azaliglarina olanak saglamaktadir. Bir¢ok ¢alisma Dunaliella
tiirleri i¢in osmotik dengenin yiiksek tuz konsantrasyonlarinda saglandigini1 gostermistir.
Alg hiicreleri ancak tuzlu ortamlarda canli kalabilmekte, tuzsuz ortamlarda ise hiicre
hasarina ugramaktadirlar. Tuzun olmadig1 ortamda alg hiicreleri sekillerini kaybederek
kirilmakta ve Cr(VI)’nin baglanabilecegi bdlgeler artmaktadir. Fakat tuz
konsantrasyonu arttikca Cr(VI) biyosorbsiyonu azalmaktadir. Bu durum ise
biyosorbsiyon mekanizmasi ile ilgilidir. Alg hiicrelerinin aktif merkezinde klorid ve
Cr(VI) iyonlarmin yarigmali olarak inhibisyonu olmaktadir. Tuz, hiicre zar
gecirgenligini azaltarak Cr(VI)’nin aktif taginmasmi engellemektedir (Dénmez and

Aksu 2002).

Srinath et al. (2002) ¢alismalarinda hem biyobirikim hem de biyosopsiyon denemeleri
gerceklestirmislerdir. Deri sanayi atiksularindan drnekler alarak 50 ppm Cr(VI) iceren
nutrient agara ekimler yapmuslardir. Inkiibasyon siiresi sonunda morfolojik olarak
birbirinden farkli 71 adet saf kiiltiir izole edilmistir. Bu izolatlara MIC (minimal
inhibisyon konsantrasyonu) testi uygulanarak, besiyerinde hicbir koloninin gelisemedigi
Cr(VI) konsantrasyonu bulunmustur. Bu konsantrasyonu bulabilmek igin saf kiiltiirler
%1 (w/v) pepton, %5 (w/v) NaClI igeren besiyerinde gelistirilmistir. Daha sonra Cr(VI)
konsantrasyonlart 50-200 ppm araliginda degisen nutrient agara ekilmistir. Buna gore

bir¢ok izolat 100 ppm’den daha az Cr(VI) konsantrasyonunda gelisebilmistir.



Yalnizca 11 izolat yiiksek Cr(VI) konsantrasyonuna direng gosterebilmistir. Krom(VI)
gideriminin canli ve 6lii hiicrelerle yapildig1 ¢calismada, canli hiicrelerin Cr(VI) alimini
belirlemek amaciyla pepton iceren besiyeri kullanilmistir. Besiyeri pH’1 4 ve Cr(VI)
konsantrasyonlar1 0, 25, 50, 100 ve 150 ppm olarak ayarlanmistir. Hazirlanan ortamlar
bakteri ekildikten sonra 150 rpm de, 28 °C’de, 24 saat boyunca calkalanmistir.
Uzaklastirllan Cr(VI) miktari, bakteri biyokiitlesinin 1 graminin alabildigi Cr(VI)
miktar1 (mg) olarak hesaplanmigtir. Buna gore, Cr(VI)’ya direngli bakterilerin
birgogunun 10 mg/g’dan daha az Cr(VI) aldig1 goriilmektedir. Saf kiiltiirlerden 181 ve
A’nin canli ve Olii hiicreleri ile yaptiklart Cr(VI) giderimi karsilagtirildiginda, 6li
hiicrelerle daha fazla Cr(VI) giderimi gergeklesmistir. Yetmisbir izolatin disinda H ve A
olarak adlandirilan ve MIC testinde 130 ppm ve 170 ppm Cr(VI) konsantrasyona
direncli olan 2 sus daha izole edilmistir. Bu suslarin farkli baglangic Cr(VI)
konsantrasyonunda 24 saatte biriktirebildikleri Cr(VI) miktarlart gosterilmistir. Buna
gore 25 ve 50 ppm Cr(VI) varliginda H susu 33.1 ve 34.5 mg/g, A susu ise 30.6 ve 32
mg/g seklinde Cr(VI) giderimi yapmustir. Fizyolojik ve biyokimyasal testler sonucunda
A, H ve 181 suslarmin sirasiyla Bacillus megaterium, Bacillus circulans ve Bacillus

coagulans oldugu gosterilmistir (Srinath et al. 2002).

Kazscyki et al. (2004) dokuz farkli maya tiirii ile Cr(VI) ve Cr(IIl) giderim denemeleri
gerceklestirmiglerdir. Arastiricilar biyokiitle oranini 0.03 mg/ml ile 1 mg/ml arasinda
degistirerek agir metali bu biyokiitle ile uzaklastirmay1 denemislerdir. Hiicreler 6nce iki
dakika, daha sonra da 3 saat boyunca 4mM Cr(IIl) ile ve 0.8 mM Cr(VI) ile muamele
edilmistir. Buna gore Cr(IlI) uzaklastirilmasi iki dakika i¢inde hizla gergeklesmis ve li¢
saat sonunda sabit kalmistir. Krom(VI) giderimi ise Cr(Ill)’e gore daha yavas

gergekleserek ancak ii¢ saatin sonunda yiiksek bir degere ulagsmistir.

Doénmez and Kocgberber (2005a) deri sanayii atiksularindan izole ettikleri karigik
mikrobiyel kiiltiirii Cr(VI) giderim c¢alismalarinda kullanmiglardir. Baglangis pH
derecelerinin, farkli NaCIl konsantrasyonlarinin ve artan Cr(VI) konsantrasyonlarinin
Cr(VI) giderimine etkisinin arastirildigi ¢alismada yaklasik 25 ppm Cr(VI) igeren
melasl besiyerinde biitiin denenen pH dereceleri ve tuz konsantrasyonlarinda Cr(VI)

gideriminin %95-99 oldugu goriilmiistiir.
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Krom(VI) uzaklastirilmasinin yapildigi optimum pH degeri %2 (w/v) ve %4 (w/v) NaCl
iceren ortamda 7; %6 (w/v) NaCl olan ortamda 9 ve tuz i¢germeyen ortamda 8 olarak
belirlenmistir Biitiin denemeler sonunda pH 8’de, NaCl igermeyen melasli ortamda,
164.4 ppm baslangic Cr(VI) konsantrasyonunda, hiicre basina biriktirilen metal
miktarinin 109.45 mg oldugu bulunmustur. En yiiksek tuz konsantrasyonunda, diisiik
Cr(VI) konsantrasyonunda bu deger 26.2 mg/g, yiiksek Cr(VI) varliginda ise 87.5 mg/g
olarak tespit edilmistir (D6nmez and Kogberber 2005a)

Donmez and Kogberber (2005b) endiistriyel atiksulardan elde ettikleri
mikroorganizmalarla yaptiklar1 calismada Cr(VI)’ya direngli saf kiiltiirler izole
etmisleridir. Ortam pH derecesinin 8 oldugu, %4 NaCl (w/v) ve 50 ppm Cr(VI) iceren
ortamda karigik kiiltiir zenginlestirilmis ve buradan onbir farkli saf kiiltiir elde
edilmistir. Bu saf kiiltlirler arasinda sekizinci sus %4 (w/v) NaCI ve 100 ppm Cr(VI)
iceren melasl besiyerinde %99.3 oraninda metal giderimi yaparken; onuncu sus ayni
ortam kosullarinda %99.1 oraninda giderim yapmustir. Sekizinci susun yiiksek Cr(VI)
konsantrasyolarinda, agir  metali  ortamdan  uzaklastirmasi  artan = NaCl
konsantrasyonlarinda olduk¢a fazla etkilenmistir. Bununla birlikte, artan NaCl
konsantrasyonina ragmen diisiik Cr(VI) konsantrasyonlarinda metalin giderim verimleri
%2 (w/v) NaCI ve 110.0 ppm Cr(VI) igeren ortamda %98.8; 217.1 ppm Cr(VI) olan
ortamda %98.6; 381.7 ppm Cr(VI) iceren besiyerinde %98.6 ve 547.6 ppm Cr(VI)

varliginda %98.2 verimle gergeklesmistir.

Kseheminska et al. (2005) gergeklestirdikleri ¢alismada mayalarda Cr(III) ve Cr(VI)
biyobirikimini incelemislerdir. Calismada maya hiicrelerinin Cr(III)’e gore (0.25-5 mM)
Cr(VI)’ya (0.1-0.5 mM) kars1 daha duyarli oldugu goriilmiistiir. Hiicrelerin biriktirdigi
Cr(IIT), 0.29 mg/g ile 11.10 mg/g arasinda degisirken, Cr(VI) biriktirilmesi ise 0.21-3.3
mg/g arasinda degismektedir.

Thacker et al. (2006) yaptiklar1 ¢alismada kimyasal atiklarla kirletilmis bolgelerden
izole edilen Cr(VI) agir metalini indirgeyen bir bakteri ile Cr(VI)’nin indirgenme
oranlarini tespit etmigleridir. Mikroorganzima 16S rDNA analizlerinde Providencia sp.

olarak tanimlanmustir.
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Denemelerde, bakterinin 100-300 ppm Cr(VI) konsantrasyon araliginda kromati %100
indirgedigi, 400 ppm konsantrasyonda ise %99.31 oraninda indirgenme oldugu tespit
edilmistir (pH 7; 37 °C). Calisma sonucunda, Cr(VI) indirgenme reaksiyonunun

yalnizca hiicrelerin ¢oziiniir kismu ile ilgili oldugu goriilmiistiir. (Thacker et al. 2006)

Aksu et al. (2007) beyaz-¢iiriikciil fungus olan Trametes versicolor ile boya ve Cr(VI)
giderim caligmalar1 yapmistir. Calismada yalnizca glukoz ile glukoz ve peyniralti suyu
iceren ortamlar kullanilmistir (pH 4). Maksimum Cr(VI) giderimi glukoz ve peynir alti
suyu igeren ortamda belirlenmistir. En yliksek Cr(VI) uzaklastirilmas: 30 ppm Cr(VI)

igeren ortamda %32.2 olarak belirlenmistir.

Congeevaram et al. (2007) elektroplaklama tesislerinin atiksularindan agir metallere
direncli mikroorganizmalar izole etmislerdir. Calismada, metal giderimi i¢in optimum
pH derecesi belirlenmistir. Fungal izolatlar i¢in optimum pH 5-5.2; bakteriler i¢in ise 7
olarak bulunmustur. Denemelerde durgun fazdaki hiicrelerin Cr(VI) agir metalinin
uzaklastirilmasinda kullanilabilecegi onerilmistir. izolatlardan fungal olanm ise 10.000
ppm Cr(VI) ile kontamine olmus ortami bile tolere edebildigi goriilmiistir. Ayni
zamanda bakteriyel izolatlardan Micrococcus sp. ve Aspergillus sp. gibi
mikroorganizmalarin hem Cr(VI) hem de Ni(ll)’nin endiistiyel atiksulardan

uzaklastirilmasinda kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Kogberber and Donmez (2007) endiistriyel atiksulardan izole edilmis karigik kiiltiirtin
tuz igeren ortamlarda Cr(VI) biyobirikim kapasitelerini belirlemislerdir. Karisik
kiiltiirin agir metali ortamdan uzaklastirmasi 25-300 ppm Cr(VI) ile %2-6 (w/v) NaCl
iceren Nutrient Broth besiyerlerinde (pH 7, 8 ve 9) incelenmistir. Artan NaCI ve Cr(VI)
konsantrasyonlar1 agir metalin biyobirikim kapasitesinde belirgin bir azalmaya neden
olurken, hiicre basina biriktirilen agir metal miktar1 artmistir. Hiicre basina maksimum
biriktirilen agir metal miktar1 tuz igcermeyen ortamda, pH 8’de, 316.1 ppm Cr(VI)
konsantrasyonunda 58.9 mg/g olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, %2 (w/v) NaCl
igeren besiyerinde bu deger, pH 9°da 194.5 ppm Cr(VI) igeren ortamda 130.1 mg/g

olarak tespit edilmistir.
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Tuz konsantrasyonu %4 (w/v) oldugunda hiicre basina biriktirilen maksimum metal
orant 221.1 ppm konsantrasyonda pH 9’da 127.0 mg/g; %6 (w/v) oldugunda ise pH
7°de 278.1 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda 114.9 mg/g olarak dl¢lilmistiir. (Kogberber
and Donmez 2007)

Kilic and Doénmez (2007) Cr(VI) igeren endiistriyel atiksulardan izole ettikleri
Micrococcus sp. ile Cr(VI) giderim ¢alismalarini yiiksek konsantrasyonda NaCl iceren
melash besiyerlerinde belirlemislerdir. Bakterinin Cr(VI) biyobirikim kapasitesi ii¢ farkl
pH derecesinde (7, 8 ve 9), artan NaCI (0, 2, 4, 6 ve 8 (w/v)) ve Cr(VI)
konsantrasyonlarinda (72.0-185.5 ppm) belirlenmistir. Denemeler sonucunda, yiiksek
miktarda Cr(VI) iceren ortamlarda mikroorganizmanin agir metali uzaklastirmasinin artan
tuz konsantrasyonlarindan olumsuz yonde etkilendigi goriilmiistiir. Tuz konsantrasyonun
%8 (w/v) oldugu ortamda en yiiksek biyobirikim, 163.6 ppm Cr(VI) igeren besiyerinde
%71.2, 180.2 ppm Cr(VI) olan ortamda %47.3 olarak belirlenmistir. Tuz
konsantrasyonun %6 (w/v) oldugu ortamda, 78.1-109.3 ppm Cr(VI) iceren ortamlarda
mikroorganizmanin %93’den daha fazla verimle agir metali ortamdan uzaklagtirdig
goriilmiistiir. Bu ortamda hiicre basma biriktirilen maksimum Cr(VI) miktar1 150.2 ppm

Cr(VI) konsantrasyonunda 116.34 mg/g olarak belirlenmistir.

Sadettin and Donmez (2007) atiksulardan agir metallerin gideriminde termofil
Phormidium sp. ile ¢alismislardir. Denemelerde hem Cr(VI) giderimi hem de ¢esitli
boyar maddelerin ortamdan uzaklastirilmasi ile ilgili arastirmalar yapilmistir. Yapilan
deneyler sonucu, mikroalgin 5.8-19.9 ppm Cr(VI)’y1 pH 8.5’da 45 °C’de tolere
edebildigi goriilmiistiir. Denenen tiim boya konsantrasyonlarinda agir metal iceren
ortamda Cr(VI) gideriminin %10.4-69.9 verimle gerceklesmistir. En yiliksek Cr(VI)
uzaklastirilmasinin en diisiik Cr(VI) konsantrasyonunda 40 °C’de farkli boyalar1 igeren

ortamlarda %19.4 ve %28.5 oranlarinda yapildig: belirlenmistir.
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2.4 Mikroorganizmalarda Agir Metallere Direng

Farkli tiirdeki bazi mikroorganizmalar agir metallere karsi diren¢ mekanizmalari
gelistirebildikleri  i¢in  toksik  kirleticileri  igeren  atiksularin  aritiminda
kullanilabilmektedirler. Bugiine kadar ag¢iklanmis mikrobiyel agir metal direng

mekanizmalar1 bes farkli sistemi isaret etmektedir (Bruins et al. 2000).

I.  Hiicre icine alinmama
II. Metalin proteinlere baglanmasi ile hiicre i¢cinde tutulmasi
III. Metalin daha az toksik forma doniistiiriilmesi

IV. Metalin mikroorganizmadan aktif olarak taginmasi

V. Metalin hiicre disinda tutulmasi

Sekil 2.1 Mikroorganizmalarda bulunan metal direng sistemlerinin sematik gosterimi
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2.4.1 Metalin hiicre icine alinmamasi

Mikroorganizmalarin hiicre duvarinda, hiicre zarinda veya dis zar proteinlerindeki
degisiklikler metalin zardan igeri alinmamasina neden olmaktadir. Bu mekanizma,
esansiyel  hiicre  bilesenlerini  korumak icin  mikroorganizma tarafindan
gelistirilmektedir. E. coli’deki zar kanal proteini porinin degismesi ile Cu(II)’nin igeri
alinmamas1 bu tip mekanizmaya 6rnek olusturmaktadir. Bu siklikla tek gen mutasyonu
ile agiklanmaktadir. Bu mutasyon sayesinde metal iyonlarina kars1 zarin gecirgenligi

azalmaktadir (Bruins et al. 2000, Rensing and Grass 2003).

2.4.2 Metalin proteinlere baglanmasi ile hiicre icinde tutulmasi

Agir metallerin hiicre i¢inde tutulmalari, metallerin sitoplazmada birikmesini saglayarak
temel hiicre bilesenleri ile etkilesimini engellemektedir. Kadmiyum(II), Cu(II) ve Zn(II)
bu yolla biriktirilebilmektedir. Synehococcus sp.’deki metallotiyonein ve Pseudomonas
sp.’nin sisteince zengin proteinleri de bu tip birikime Ornek olusturmaktadir.
Synehococcus sp. direng sistemi sSmt A ve smt B olmak iizere iki gen igermektedir. Smt
A proteini, Zn(II) ve Cd(II) gibi metalleri baglayabilen metallotiyenini kodlamaktadir.
Smt A, yiiksek konsantrasyondaki Cd(II), Zn(II) ve Cu(Il) ile indiiklenmektedir ve smt
B gen iriiniinden represe edilmektedir (Bruins et al. 2000). Smt B proteini, smt A
ekspresyonunu ve metallotiyonein iiretimini dnleyen transkripsiyonel represor olarak
gorev yapmaktadir. Sistemdeki metallotiyonein hayvan metallotiyoneininden daha fazla
sistein igermektedir. Smt A metallotiyoneindeki sistein amino asitleri toksik katyonlari
tutan bir bariyer gibi gorev yapmaktadir. Smt B proteini, DNA baglanma proteinlerine
benzer bir motif icermektedir. Proteinin yapisal analizleri, dort tane Zn(Il) baglanma
bolgesinin oldugunu gostermektedir. Mycobacterium scrofulaceum, siyah bakir siilfat
¢okelmesi ile Cu(Il)’nin hiicre iginde tutlmasini gergeklestirilmektedir (Bruins et al.
2000). Domates patojeni Pseudomonas syringae bakterisinde Cu(Il) direncini kodladig:
bulunan pPT23 isminde bir plazmid bulunmaktadir. Klonlanan ve sekans analizi yapilan
plazmide gore direng cop operonundan kodlanmaktadir. Operonu saran dort yapisal gen
bulunmaktadir. copA ve copB ismindeki yapisal genler tam verimli Cu(Il) direnci
ekspresyonu i¢in gerekmektedir. copC ve copD genlerinde olusan herhangi bir

delesyonda agir metale direncte az miktarda azalma gézlenmistir.
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Sekans analizlerinden CopA ve CopB’nin aspartik asit, methiyonin ve histidinin bir ¢ok
kez tekrar ettigi sekiz amino asitlik bir peptid oldugu ve bunun Cu(Il) baglayan kisim
olarak fonksiyon yaptig1 one siiriilmektedir. cop operonunun ekspresyonu sonucunda
CopA ve CopC’nin polipeptid basina sirasiyla onbir ve bir Cu(Il) baglayan periplazmik
proteinler oldugunu gostermislerdir. CopB, dis zar proteinidir ve disaridan gelen Cu(II)
metalini baglamaktadir. Ayn1 zamanda zar1 boydan boya gecen Cu(Il) tasinmasinda da
gorevli oldugu diistiniilmektedir. pPT23 plazmidindeki copB geni, Cu(Il) direngli
patojen ve saprofitik bakteri plazmidleri veya kromozomal DNA’lar1 ile homoloji
gostermektedir. Bakir(II) tasinmasini saglayan dordiincii gen triinii CopD, i¢ zarda
bulunmaktadir. P. syringae’de copA ve copB’nin kayb1 Cu(Il)’ye kars1 asir1 derecede
duyarliliga neden olmaktadir. COpR operonunun diizenlenmesi COpR geni ile olmaktadir.
Gen distal sekilde copD’de yerlesmistir. Bu gen bazi patojenik Pseudomonas’larda
kodlanmaktadir. Atiklardan izole edilen P. putida’da ise Cd(II)’un hiicre iginde
biriktirebildigi gosterilmistir. Bu mikroorganizma, metallotiyoneinlerle benzer olan ii¢
tane diigiik molekiil agirlikli sisteince zengin protein iiretmektedir. (Cervantes and

Gutierrez-Corona 1994).

2.4.3 Metalin daha az toksik forma doniistiiriilmesi

Metallerin daha az toksik forma doniistiiriilmesi genellikle hiicre icinde ve enzimatik
olarak gerceklesmektedir. Bu tip diren¢ mekanizmasina Gram-negatif ve Gram-pozitif
bakterilerde rastlanmaktadir. Asagida bugiine kadar indirgenme mekanizmalari
belirlenmis (AsOy)”, Hg(I) ve Cu(Il) gibi metallerin mikroorganizmalarca daha az

toksik forma doniistiiriilmeleri agiklanmustir.

E. coli ve S. aureus’taki arsenat direnci direngli hiicreler tarafindan arsenatin
indirgenerek igeri almmasiyla ilgilidir. Arsenat yapisi bakimindan fosfatla ((PO4)™)
oldukca yakindan ilgilidir. Metalin toksikligi bir biyoelement olan fosfor metabolizmasi
ile karismasmin sonucudur (Nies 1999). Arsenik iyonlarina bakteriyel direng agir
metallere direng gosteren Staphylococcus aereus’taki p-laktamaz plazmidlerinde
kesfedilmistir. Arsenik diren¢ plazmidleri arsenit, arsenat ve antomoni(Ill)ye direng
gostermektedir. Arsenik direnci, en ¢ok Staphylococcal ve Rhodococcus plasmidlerinde

yaygindir. Ayrica Gram-negatif bakterilerde de goriilmiistiir.
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Ornegin, E. coli’deki R773 plazmidi ars operonuna sahiptir. Bu operon, arsR, arsD,
arsA, arsB ve arsC olmak iizere bes tane gen igermektedir. Bunun tersine, S. aureus
plazmidi pI258 ve S. xylosus plazmidi (pSx267) arsR, arsB ve arsC olmak yalnizca ii¢
gen icermektedir. arsC S. aureus’da 131 amino asit, E. coli’de 141 amino asit igeren
¢Oziinebilir bir proteini kodlamaktadir. Bu protein arsenat rediiktazdir ve hiicre igine
taginan arsenati arsenite indirgemektedir. iki arsenat rediiktaz %20 oraninda benzer
aminoasitler igermektedir; aralarindaki en belirgin fark enerji gereksinimleridir.
Saflastirilan enzimlerin tek basina aktivite gostermedigi goriilmiistiir. S. aureus aktivite
igin tiyoredoksine ihtiyag duyarken; E. coli, aktivite i¢in glutaredoksine ihtiyag
duymaktadir (Cervantes et al. 1994).

Bagka bir toksik agir metal olan civa ise biitlin agir metaller arasinda en toksik olan
olarak  bilinmektedir. ~Civanin  mikroorganizmalara yararli bir fonksiyonu
bulunmamaktadir. Yiiksek konsantrasyonda civa, biosidal etki gosteririken, diislik
konsantrasyonda bulunmasi da mutajenik etki gostermektedir (Stafford et al. 1999, Nies
1999).

Civaya direng gosteren bakterilerde mer operonu bulunmaktadir. Operon, hem Hg(II)’y1
detoksifikiye etmekte hem de tasimaktadir. Kendi kendini diizenleyebilen operon,
Hg(Il) yoklugunda transkripsiyonu azaltan diizenleyici bir protein kodlamaktadir. Ayni
zamanda operondaki genler periplazmik baglanma proteinleri ve membrana bagli tasima
proteinlerini de kodlamaktadir. Periplazmik baglanma proteinleri Hg(II)’y1 biriktirirken
tagima proteinleri bunlari detoksifikasyon igin sitoplazmaya gotiirmektedir (Bruins et al.

2000).

Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerde civaya karst1 bu yolla direng
gosterilmektedir. (S. aureus, Bacillus sp., E. coli, P. aeriginosa, Serratia marcescens,
Thiobacillus ferroxidans). Bu tip diren¢ mekanizmasinda bulunan proteinler Gram-
negatif ve Gram-pozitif bakterilerde benzer genler tarafindan kodlanmaktadir. Bacillus
cereus RC607°deki direng ile ilgili olan merA geninin Clostridium butyricum’daki merA
genleri ile niikleotid sekansiin benzerligi %76.8’den %100’e kadar degismektedir.
merA geni kromozom veya plazmid kaynakli da olabilmektedir (Stapleton et al. 2004).
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S. aureus’da merA geni pl258 plazmidinde bulunurken, Streptomyces lividans’da
kromozom iizerinde bulunmaktadir. Staphylococcus aureus ve Streptomyces lividans
merA genleri de %58.8 ve %35.2 oraninda niikleotid sekans benzerligi gostermektedir
(Stapleton et al. 2004).

P. aeruginosa’da civanin indirgenme mekanizmasinda oncelikle civa(Il) periplazmadan
MerP ile MerT’ye aktarilmakta, bdylece hiicre i¢ine giren metal MerA (civa rediiktaz)
ile indirgenmektedir. Indirgenmis civa ugucu bir molekiil oldugundan ortamdan kolayca

uzaklagsmaktadir (Madigan et al. 2003).

Bakir(Il) radikallerle ozelliklede molekiiler oksijenle etkilesime girmektedir. Bu
karakteriyle Cu(Il) ¢ok toksik bir agir metaldir ve bircok organizma Cu(Il)’ye
duyarlidir. Bakir(IT) toksisitesi hidrojen peroksit radikalleri olusumu ve bunlarin hiicre
zariyla etkilesime girmesiyle olmaktadir (Nies 1999). Bakir(II) direng operonlar1 E. coli,
P. syringae ve Xanthomonas campestris’te karakterize edilmistir. Bu genler {i¢
mikroorganizmada da biiyiik 6l¢iide benzerlik gostermektedir. Ayn1 zamanda genlerin
benzer fonksiyonlar1 gergeklestirdikleri de saptanmistir. E. coli’den izole edilen plazmid
pRJ1004 adin1 almaktadir. Bu sus, biiylime promotoru olarak Cu(Il) siilfatin domuzlarin
beslenmesinde kullanilan bir ortamda bu hayvanlar1 bagirsak florasindan izole
edilmigtir. Bakterideki plazmidle karakterize edilen Cu(Il) direnci pco gen bdlgesini
icermekte ve bu bolgedede yedi adet gen bulundurmaktadir (pco ABCDRSE) P.
syringae’deki Cu(II) direnci cop ile ifade edilmektedir. Burada alti gen bulunmaktadir
(copABCDRS). Bu genler copABCD ve copRS isimli iki operonla diizenlenmektedir.
Ayni diizenlenme pco sisteminde de bulunmaktadir, fakat burada diger genlere ek
olarak pcoE geni de bulunmaktadir. PcoA 605 amino asit igermektedir ve pco
operonunun merkezi proteinidir. PcoA igeren periplazmik 6ziit, Cu(Il) ile indiiklenen
oksidaz aktivitesi gosterdiginden pco {irlinlerinin fonksiyonundaki isaret CueO’nun
sonucu ile kazanilmaktadir. Buna ek olarak PcoA’nin E. coli’deki CueO’nun
fonksiyonel vekili oldugu diisiiniilmektedir. PcoB 296 aminoasit i¢eren, dis zar proteini
olarak tahmin edilmektedir. Bakir(Il)’ye duyarli E. coli susunda PcoA ve PcoB
birlikteyken, tek basina PcoA ile karsilastirildiginda daha diisiik Cu(Il) direnci
gostermektedir. Ayni tip bulgular P. syringae’de de gosterilmistir.
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P syringae’deki ¢alismalar, CopC ve CopD’nin Cu(Il) aliminda birlikte fonksiyonu
oldugunu gostermektedir. Maksimum diren¢ ig¢in ikisinin de ortamda olmasi
gerekmektedir. PcoC ve PcoD homologlart muhtemelen benzer fonksiyonlar
gergeklestirmektedirler. PcoC 126 amino asit igeren, molekiil basina bir Cu(Il) atomu
baglayan ve muhtemelen bir dimer proteinidir. PcoC Cu(ll) alimmi PcoD ile
diizenlemektedir. PcoD 309 amino asit iceren bir integral zar proteinidir. Ilging olarak
B. subtilis’deki pcoC ve pcoD genleri ayr1 genler olarak kodlanmistir ve ycnJ olarak
adlandirilmigtir. Bu protein 541 aminoasit icermekte ve PcoC’ye N-terminalinden
homolog PcoD’ye de C-terminalinden homologdur. Bu bulgular E. coli’de PcoC ve
PcoD’nin fonksiyonel bir {inite olarak etkilesime girebilecegini gostermektedir.
PcoC’nin periplazmik Cu(Il)’yi sitoplazmaya gotiilmesi icin PcoD’ye tasidig
bilinmektedir. Muhtemelen tasinan Cu(Il) PcoA’da depolanmaktadir. Pco sistemi tam
diren¢ i¢in gerekli pcoE isimli baska bir gen daha icermektedir. pcOE geni
pcOABCD nin bir pargasi degildir fakat pRJ1004 plazmidinin ileri yondeki akisinda yer
almaktadir. pcoE’nin ekspresyonu Cu(ll) ile diizenlenen promotorla kontrol
edilmektedir ve iki bilesenli CusRS’nin kontrolii altindadir. pcoE’nin tek basina
ekspresyonu periplazmada Cu(II) baglanmasini indiikleyip Cu(Il) biriktirilmesine sebep
olmaktadir (Rensing and Grass 2003).

2.4.4 Metalin mikroorganizmadan aktif olarak tasinmasi

Metallerin mikroorganizmadan aktif olarak tasinmasi, metal diren¢ sistemlerinin en
genis kategorisini olusturmaktadir. Mikroorganizmalar metalleri sitoplazmalarindan
aktif tagima yolu ile hiicre digina pompalayarak uzaklastirmaktadirlar. Direng
sistemlerini kodlayan genlerin ¢cogu plazmid kokenli olmakla birlikte, direnci saglayan
bu genler, kromozom kokenli de olabilmektedir (Trevors et al. 1985, Silver 1996,
Bruins et al. 2000). Bacillus sp.’de civa direnci ve arsenigin P tipi ATPazlarla disari
pompalanmasi, E.coli’de arsenigi disari pompalayan kromozom iizerinde bulunan

genler bu direng sistemlerine 6rnek olusturmaktadir (Silver 1996, Rosen 2002).

Bu iki diren¢ mekanizmasi arasindaki fark su sekilde agiklanabilir: Kromozom kokenli

sistem daha karmasiktir ve esansiyel metallerin direncinden sorumludur.
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Plazmidler aracilig1 ile olan sistem siklikla toksik iyonlarin disar1 pompalanmasi
seklinde olmaktadir. Bu plazmidler diger organizmalara da kolaylikla tasinabilmektedir.
Esansiyel olmayan metaller normal olarak hiicreden igeriye besin tagima yolu ile
girmekte ve hizlica disar1 ¢ikmaktadirlar. Disar1 pompalama sistemleri, taginan anyon
ve katyona yiiksek derecede spesifiklik gostermektedir Toksik metallerin disari
pompalama sistemleri ATP’ye bagimhi veya bagimsiz olabilmektedir. ATP’ye bagimli
sistemlerde P tipi ATPazlar kullanilmaktadir (Bruins et al. 2000). Bu ATPazlar ¢ok
eskisen beri biitiin organizmalarda bulunmaktadir (Margeay et al. 2003). Bunlar ATP
hidrolizi ile ¢alisan tasima proteinleridir. Substratlar;, H, Na", K', Mg", Ca’, Cu’, Ag",
Zn'" ve Cd" gibi inorganik katyonlardir. Bir P tipi ATPaz substratini1 disaridan igeriye
veya periplazmadan sitoplazmaya alabilmektedir. Bunun tam tersi olarak katyonlari
sitoplazmadan hiicre dismna veya periplazmaya tasiyabilmektedir. Agir metal
katyonlarini tagiyan P tipi ATPazlarin biiyiik bir kismi1 korunmus sekans bolgesi olarak
prolin ve onu takip eden sistein motifi tagimaktadir. Bu motif fonksiyonun yerine
getirilebilmesi i¢in esansiyeldir (Nies 2003). Ayn1 zamanda bu proteinlerin alisilagelmis
yapilarinda korunmus olarak bir ATP baglanma bdlgesi, fosfoenzim olusumunun
gerceklestigi bir aspartat kisim ve bir fosfataz domain bulunmaktadir. CopA’nin N-
terminal bolgesinde iki sitoplazmik metal baglanma bolgesine (MBD1 ve MBD2) ve
sekiz transmembran parcaya sahip oldugu tahmin edilmektedir. Modelde bir fosfataz
kisim, bir fosforilasyon kisim ve bir de korunmus motif bulunmaktadir (Rosen 2002).
Bu proteinler iki agidan dnem tasimaktadirlar. Birincisi, mikroorganizmalar i¢in ¢ok
gerekli elementler (Ornegin Mg ) iceri alinirken agir metaller de iceri alinabilmektedir.
Bu sekilde hiicre i¢ine giren agir metal hiicre i¢inde tutulup indirgenerek daha az toksik
formuna déniistiiriilebilir ve etkisiz hale getirilebilir. ikincisi ise bu ATPazlarin agir
metal katyonlarin1 disar1 pompalama sistemleri ile hiicreden hizla disar1 atarak
mikroorganizmay1 agir metalin toksik etkisinden koruyabilmeleridir (Nies 2003). Aktif
tagima ile disar1 pompalanan metal iyonlarindan bazilar1 Cr(VI), Cu(Il), Co(II), Zn(II)
ve Cd(II) gibi metallerdir. ATPaz’larla disar1 pompalama yolu ile Cd(Il), Zn(Il) ve
Co(Il) da birlikte czc sistemi ile hiicre disina atilmaktadir. Bu tip bir model Gram-

negatif bakteriler i¢cin dnerilmektedir.
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Bu kompleks, CzcA, CzcB ve CzcC ismindeki ii¢ proteinden olusmaktadir. CzcC, dis
membran poteini olarak gorev yapmaktadir. CzcB ise dis ve i¢ zar arasinda koprii
vazifesi goren baglayici bir protein gibi goriinmektedir. CzcA, CzcB ve CzcC’nin
birlikteliginde, agir metallerin disar1 pompalanmasina izin vermektedir. CzcA proteini
katyon/protein  antiport sistemini yapabilen transmembran bir protein gibi
goriinmektedir. pMOL30 plazmidinde czc gen kimesi Cd™, Co™ ve Zn™ gibi
metallere direncten sorumludur. Gen kiimesi, CZCCBAD operonunu i¢cermektedir. Genin
devamimda diizenleme bolgesi mevcuttur. Yiiksek derecede hidrofobik CzcCBAD’nin
yukarisinda 400 baz c¢ifti iceren mRNA’y1 kodlayan diizenleyici bir lokus
bulunmaktadir. Genin sonu 1mM Zn™* varhiginda indiiklenmektedir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalara gore, P. pickettii’de bulunan ve kadmiyuma kars1 diisiik derecede
diren¢ gosteren PMBCR isimli yeni bir plazmid bulunmustur. Buna gore, plazmid

bilinen kadmiyum diren¢ mekanizmalarini icermemektedir (Bruins et al. 2003).

Mikroorganizmalarda Cu(Il) iyonlarma karst da disar1 pomplama sistemi ile direng
gosterilebilmektedir. Ornegin E. coli’de kromozom kékenli Cut A ve Cut B olmak
tizere iki ¢esit Cu(Il) direng sistemi bulunmaktadir. CutA, hem ¢inko aliminda hem de
Cu(II) tasinmasinda gorevlidir. Sitoplazmada bulunan Cu(II), hidroksil radikalleri yapip
hiicrede oksidatif hasara yol agmaktadir, fakat glutatyonla Cu(I)’e indirgenmektedir.
Cut E ve Cut F isimli Cu(ll) depolayan ve tasiyan proteinler hiicreyi Cu(I)
toksisitesinden koruyabilmektedir. cutC ve cutD genlerinin yapis1 Cu(Il) agir metalini
disar1 pompalama sisteminde rolleri oldugunu gostermektedir. Cut C ve Cut D
proteinleri muhtemelen Cu(Il) agir metalini disar1 pompalama sistemindeki
ATPazlardir. CUtE geni sekans analizi yapildiginda 512 aminoasit iceren muhtemelen
Cu(II) baglayic1 bolgesi olan bir proteini sentezledigi goriilmistiir. P. syringae’deki Cut
E’nin Cu(Il) baglayici bolgesi cop plazmidi gen iirtiniiyle ilgilidir. Baz1 arastiricilara
gore sistemde COpA ve copB olmak iizere iki tip ATPaz bulunmaktadir. Bunlarin
Cu(Il)’yi disar1 pompalama sistemindeki ATPaz’lar1 kodladig1 6ne siiriilmiistiir. Bunlara
ek olarak Cut R, cut operonunun diizenlenmesinden sorumludur. Cut sisteminin iki
bilesenli Cut R/Cut S sistemi ile gergeklestigi one siirtilmektedir (Rensing and Grass

2003).
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Bu sistem, plazmid kodlu sisteme olduk¢a benzemektedir. cut operonunun gen iiriinleri
Cu(Il) dengesini diizenlemek i¢in plazmid kodlu Cu(Il) sistemi ile etkilesime

girmektedir (Rensing and Grass 2003).

2.4.5 Metalin hiicre disinda tutulmasi

Metallerin  hiicre disinda tutulmasi, bakterilerde, mayalarda ve funguslarda
gosterilmistir. Mayalarda Ni(Il) direng bu yolla olmaktadir. Saccharomyces cerevisiae,
bliyiik miktarda glutatyonu bosaltarak Ni(Il) absorbsiyonunu azaltmaktadir. Mayanin
tagidig1 metilglioksal diren¢ geni, metalin yogun oldugu ortamda ekstraseliiler metal-
glutatyon kompleksleri olusturma yetenegindedir. Direng, toksik metalin bu komplekse
baglanmasi ve hiicre zarindan gegememesi ile olmaktadir. Buna benzer bir mekanizma
funguslarda Cu(Il) direncinde goriilmektedir. Bu fungus, metaloksalat kompleksi
olusturmak igin oksalat salgilamaktadir. Citrobacter de Cd(II) direnci olusturmak igin

¢oziinmeyen kadmiyum fosfat kompleksleri meydana getirmektedir (Bruins et al. 2000).

Metallerin dis zara veya kilif proteinlerine spesifik olmayan bir sekilde baglanmasi da
metalin gecirgen zardan igeri alinmamasi ile sonug¢lanmaktadir. Ayrica, bakterilerin
dogal olarak bulundurduklar ekstraseliiler polisakkarit kisim metal iyonlarmi biyolojik
olarak tutmakta ve onlar1 hiicre bilesenleri ile etkilesiminden korumaktadir. Bu
polisakkarit kisim metal iyonlarinin tutunabilece8i bolgeler de olusturabilmektedir
(Cervantes et al. 1994, Bruins et al. 2000). Ekstraseliiler olarak metal direnci gdsteren
bakterilerden bazilari, Klebsiella aerogenes, Pseudomonas putida, Arthrobacter
viscous’dur. Bu suslar, koruyucu ekzopolisakkarit kismi olmayan bakterilere gore iki
kat daha fazla metal direnci gostermektedir. Deniz bakterisi Vibrio alginolyticus Cu(II)
degisiminde Cu(Il) baglayan ekstraseliiler proteinler sentezlemektedir. Buradaki

mekanizmada metal kelasyonu seklinde olmaktadir (Bruins et al. 2000).

22



2.5 Mikroorganizmalarda Cr(VI) Direnci

Mikroorganizmalar Cr(VI) gibi bir agir metali Oncelikle hiicre disina atmaya
calismaktadir (Cervantes et al. 1990, Alvarez et al. 1999, Nies 1999, Pimentel et al.
2002). Aynm1 zamanda Cr(VI) daha az toksik formu olan Cr(IIl) fromuna da enzimatik
yolla doniistiiriilmektedir (Cheung and Gu 2007). Mikroorganizmalardaki Cr(VI) direng
yollar sekil 2.2°de 6zetlenmistir.

Kkromat
- »O Cr(111
rediiktaz »O Cr(Iln

Sekil 2.2 Mikroorganizmalarda Cr(VI) direncinin sematik gésterimi

2.5.1 Krom(VI)’nin hiicre disina atilmasi

Krom(VI) mikroorganizmalardan, kromat siilfat antiport sistemi ile disar
pompalanmaktadir (Nies et al. 1998). Siilfat tasinmasi ile ilgili plazmid veya
kromozomdan kodlanan kromat direnci P. fluorescens, A. eutrophus, P. aeruginosa ve
P. mendocina gibi mikroorganizmalarda gosterilmistir. P. fluorescens’teki kromat
indirgenmesi mikroorganizmadaki kromat direncinden sorumlu, pLHB1 plazmidinden
bagimsiz olmaktadir. P. mendocina’dan elde edilen plazmid (pARI180) ise hem
indirgenmeden hem de direngten sorumludur (Nies 1999). P. aeruginosa ve A.
eutrophus’un sahip oldugu plazmidler, chr A genini i¢ermektedir. Krom aliminin Chr A

proteini ile gerceklestigi varsayilmaktadir.
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P. aeruginosa’daki Chr A ile yapilan direng, kromati sitoplazmadan ¢ikaran bir disar1
pompalama sistemine dayanmaktadir. Kromatin disar1 pompalanmasi siilfatla inhibe
olmaktadir, ¢iinkii siilfat Chr A’ya baglanmaktadir (Cervantes et al. 2001). Daha onceki
calismalarda, CHR protein ailesine dahil olan ve P. aeuginosa, A. eutrophus’da gibi
mikroorganizmalarda bulunan ChrA proteininin, enerji bagimli olarak kromatin
hiicreden disar1 ¢ikarilmasini katalizledigi gosterilmistir (Alvarez et al. 1999, Nies

1999, Jiemez Mejia et al. 2006). Sekil 2.3’te ChrA proteinin sematik olarak gosterilisi

verilmigtir.
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Sekil 2.3 ChrA proteinin sematik gosterimi

Krom(VI)’ya bu sekilde gosterilen direng P. ambigua (Horitsu et al. 1983), P.
fluorescens (Ohtake et al. 1987) ve Enterobacter cloacae (Ohtake et al. 1990) gibi
mikroorganizmalarda  kromatin  hiicre iginde  biriktirilmesinin  azaltilmasiyla
gergeklestigi belirlenmistir. Bu mekanizma, kromatin hiicre digina atilmasi veya agir
metalin hiicre i¢ine aliminin durdurulmas: seklindeki sistemlerle ilgili olabilecegi gibi
her iki sistemi de igerebilmektedir (Cervantes et al. 1990, Alvarez et al. 1999, Pimentel
et al. 2002).
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2.5.2 Krom(VI)’nin aerobik indirgenmesi

Krom(VI)’nin hiicre igine girip proteinler araciligr ile hiicre disina pompalanmasinin
yant sira metalin enzimatik yolla daha az toksik formuna indirgenmesi de
mikroorganzimalarin gelistirdigi baska bir direngtir. Krom(VI) aerobik veya anaerobik

kosullarda indirgenerek Cr(IlI)’e doniistiiriilebilmektedir.

Krom(VI) agir metalinin aerobik olarak indirgenmesi B. sphaericus (Pal and Paul
2004), Ochrobactrum intermedium (Sultan and Hasnain 2006), Providencia sp.
(Thacker et al. 2006), Vibrio fischeri (Fulladosa et al. 2006) ve Brucella sp., (Thacker et
al. 2007) gibi mikroorganizmalarda goriilmiistir. Bakteriyel olarak Cr(VI) agir
metalinin bu sekilde indirgenmesi iki veya {i¢ asamali bir reaksiyondur. Krom(VI)
oncelikle Cr(V) ve/veya Cr(IV)’e doniismekte daha sonra da son iirin olan Cr(Ill)’e
cevrilmektedir. Fakat Cr(V)’in Cr(IV)’e ve Cr(IV)in de Cr(Ill)’e ¢evriminin
kendiliginden mi yoksa enzimin katalizledigi bir reaksiyon olup olmadigi heniiz
kanitlanmamistir. Bu indirgenme reaksiyonunda NADH ve NADPH elektron verici
olarak gorev almaktadir. Kromat rediiktaz (ChrR), Cr(VI)’y1 indirgerken bir elektronu
Cr(VI)’e aktarir, bunu takiben iki elektron da Cr(Il)’i olusturmak iizere tekrar
aktarilmaktadir (Cheung and Gu 2007).

2.5.3 Krom(VI)’nin anaerobik indirgenmesi

Kroma direngli bir¢ok fakiiltatif mikroorganizmanin Cr(VI) indirgenmesi arastirilmistir.
Siilfat indirgeyen bakterilerin (SRB) de Cr(VI)’y1 da igeren farkli agir metalleri
indirgedigi bulunmustur. D. vulgaris’teki indirgenmede ¢Oziiniir c¢; sitokrom,
Desulfomicrobium norvegicum’da ise hidrojenaz ve c-tipi sitokrom Cr(VI) indirgenmesi
katalizlemektedir. Krom(VI)’y1 indirgeyebilen diger anaeroblar ise Microbacteriim sp.
MP30, Geobacter metallireducens, Shewanella putrefaciens, Pantoe agglomerans,
Agrobacterium  radiobacter  gibi  mikroorganizmalardir.  Bu  indirgenme
mekanizmasinda, hem ¢oziiniir kisimda hem de zar kisimda indirgenmeden sorumlu
enzim bulunmustur. Aerobiklerdeki enzimden farkli olarak anaeroblardaki enzimde
elektron transfer sistem (0zellikle sitokrom ailesi) reaksiyonun katalizlenmesinde

onemli rol oynamaktadir (Cheung and Gu 2007).
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Siilfat indirgeyen bakterilerin H,S gibi metabolik iirtinleri oksijensiz kosullarda Cr(VI)
indirgenmesi i¢in ¢ok etkili kimyasallardir. Anaerobik ortamda Cr(VI), bakteri i¢in
besin maddelerinden enerji iiretilirken terminal elektron tutucu olarak davranarak bu

arada da indirgenmektedir (Cheung and Gu 2007).

Mikroorganizmalarda agir metallere karsi direng sistemlerinin bir¢ogunda proteinler
anahtar rol oynamaktadir. Bu proteinlerin izolasyonlar1 ve karakterlerinin belirlenmesi
diren¢ mekanizmalarinin aydinlatilmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir. Ayni1 zamanda
direngten sorumlu proteinlerde meydana gelebilecek degisikliklerin tespiti, agir
metallere karsi olusturulan direng sistemlerinin daha kolay anlagilmasini da

saglayacaktir. Bu tip arastirmalar ancak proteom analizleri ile yapilmaktadir.

2.6 Proteom Calismalar

Proteom terimi ilk kez 1995 yilinda bir genomun proteininin tam olarak tamamlanmasi
anlamiyla kullanilmistir. Genden kaynaklanan ve aktif proteinde sonlanan diizenleyici
olaylar caglayaninda proteom, genomun son iirlinii olarak goriilmektedir. Genom
proteoma kiyasla degismezken, proteom olduk¢a yiliksek bir dinamizme sahiptir

(Rabilloud 2000).

Bu dinamizm, hiicrenin ¢evresel kosullardan, ¢esitli stres durumlarindan etkilenmesine
bagli olurken, hiicrenin saglikli olup olamamasi ile fizyolojik durumundan da
kaynaklanabilmektedir. Bununla birlikte, farkli kosullar altinda, genom ayni1 olsa bile
tabiki farkli organizmalarin farkli proteomlar: olacaktir. Proteom ¢aligmalarina
proteomiks ad1 verilmektedir (Rabilloud 2000). Proteomiks, belli kosullar altinda biitiin
bir organizmanin, 6zel bir dokunun veya herhangi bir hiicresel kismin proteinlerindeki
degisiklikleri belirleyebileceginiz bir analiz yontemidir. Bu tip ¢alismalarin iki énemli
amaci bulunmaktadir. Birincisi, hiicrelerden izole edilen proteinlerin tanimlanmasi,
ikincisi de tanimlanmig proteinlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesidir. Bu iki
hedefe ulasmada kiitle spektrofotmetri (MS) vazgecilmez bir ara¢ olmustur. Bu tip
calismalarda oncelikle proteinler izoelektrik noktalarina (birinci boyut) ve daha sonra

molekiil agirliklarina (ikinci boyut) gore ayrilmaktadir.
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Bu sekildeki ayirma yontemine iki boyutlu jel elektroforezi (2D jel elektroforezi) adi
verilmistir. MS analizinden O©nce proteinler denatiire edilerek, enzimatik yolla
sindirilmektedir. Proteinlerin sindirilemesinde siklikla tripsin enzimi kullanilmaktadir.
Son olarak da peptid ornekleri kiitle spektrofotometri de 6l¢iilmektedir (Kolker et al.
2006). Biitiin bu ¢alismalar sonucunda, bir mikroorganizmanin biitiiniiniin, 6zel bir
dokusunun veya herhangi hiicresel bir kisminin proteinlerindeki degisiklik

izlenebilmektedir.

2.6.1 Mikroorganizmalarda agir metal direnc sistemleri ile ilgili yapilan proteom
calismalan

Bu tip ¢alismalar heniliz ¢ok yeni olmakla birlikte mikrobiyel agir metallerin direng
sistemlerinin arastirildigi proteomik caligsmalar bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi
Felicio et al. (2003)’nin gergeklestirdigi ve Cu(ll) iyonlarmin Acidithiobacillus
ferrooxidans’in protein sentezi iizerine etkinin arastirildigi ¢aligmadir. Denemelerde
demir igeren ortamda gelistirilen At. ferrooxidans’in zar ve periplazma protein
sentezine 200 mM Cu(Il)’nin etkisi incelenmistir. Mikroorganizma Cu(Il) icermeyen
ve igeren olmak iizere iki farkli ortamda gelistirilmistir. iki farkli besiyerinde
gelistirilen bakterinin proteinleri izole edilerek protein profillerindeki farkliliklar 2D
jel elektroforezi ile tespit edilmistir. Bakir(Il) iceren ortamda bakterinin bazi
proteinlerinin sentezinin azaldigi veya arttig1 goriilmiistiir. Diisiik molekiil agirlikl
proteinlerin Cu(Il) iyonlar1 tarafinda belirgin bir sekilde yapimimin azaldigi
belirlenmistir. Muhtemelen bu proteinlerin asidik proteinler oldugu ve dig zara ait
elemanlar olabilecegi ileri siirlilmiistiir. Calismada rustiksiyanin isimli bir proteinin ise
agir metal igeren ortamda daha fazla sentezlendigi tespit edilmistir. Periplazmik bir
protein olan rustiksiyaninin demir oksidayon yolunun elektron tasima zincirinde gorev
aldig1 bilinmektedir. Bu nedenle arastiricilar bakterinin iki yolla Cu(II) iyonlarina kars1
direng gosterdigini belirlemislerdir. Birinci yolda Cu(Il) iyonlarina karsi gecirgenlik
azaltilmakta, ikinci yolda ise Cu(Il) periplazmada sentezi artan proteince

tutulmaktadir.
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Schmidt et al. (2005) Ni(II) iyonlarimin Streptomycetes acidiscabies’in hiicre igi
protein sentezine etkisini aragtirmislardir. Yapilan ¢calismada, mikroorganizma Ni(II)
icermeyen ve iceren iki farkli ortamda gelistirilmistir. Protein sentezindeki farkliliklar
2D jel elektroforezi ile belirlenmistir. Denemelerde, Ni(Il) igeren ortamlarda glikoliz
ile ilgili bazi enzimlerin sentezinin arttig1, demir igeren siiperoksit dismutazin

sentezinin ise engellendigi bulunmustur.

Sharma et al. (2006) P. fluorescens’in agir metal stresine karsi gosterdigi direng
mekanizmasinda proteinlerin roliinii proteomik bir yaklasimla agiklamiglardir.
Calismada bakteri ¢esitli agir metallere maruz birakildiginda farkli olarak sentezlenen
proteinleri 2D jel elektroforezi ile belirlenmis ve MS ile tanimlanmustir. Bakteri Pb(II)
ve Cu(Il)’ye maruz birakilinca spo VG ile enolaz proteinlerinin sentezinin arttigi
goriilmiistiir. Mikroorganizma Co(II) agir metaline maruz kaldiginda ise varsayilan
proteinin sentezinin azaldigi, ksilotransferaz, ORF 18 faj fi KZ, OMP HI1 ve
translasyonel uzama faktér (EF-Tu) gibi proteinlerin ise yalnizca bu metale maruz
kalindiginda sentezlendigi goriilmiistiir. Biitlin bu sonuglar, bakterinin ortamda agir
metaller varken ¢alismada tanimlanan proteinler aracligi ile yasama c¢abasini

gostermektedir.

Bar et al. (2007) agir metallerle kirletilmis ortamlardan izole ettikleri
mikroorganizmay1 Klebsiella pneumoniae olarak tanimlamiglardir. Bakteri Co(Il) agir
metaline ve Pb(II) iceren ortamlarda gelistirilmistir. Agir metale maruz kalan
bakterinin farkli olarak sentezledigi proteinler 2D jel elektroforezi ve MS ile
belirlenerek tanimlanmistir. Buna gore L-izoaspartat protein karboksimetiltransferaz

tip Il ile DNA girazin farkli olarak sentezlendigi goriilmiistiir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Atiksu

Mikroorganizma kaynagi olarak kullanilan atiksu Ornekleri, Sepiciler Deri

Fabrikasi’ndan (Izmir, Tiirkiye) alinnustir.

3.1.2 Krom(VI) cozeltisi

Krom(VI) stok soliisyonu, 10 g/l olarak hazirlanan stok K,Cr,O; soliisyonundan

gerekli seyreltmeler yapilarak elde edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Saf kiiltiirlerin eldesi

Atiksu ornekleri 50 ml’lik erlenlere 20 ml olacak sekilde hazirlanmis yaklasik 50 ppm
Cr(VI) igeren siv1 nutrient broth besiyerine ekilmistir. Atiksu pH derecesi yaklasik 8
oldugu i¢in besiyeri pH degeri de bu dereceye ayarlanmis ve ortamlar atiksu
orneklerinin 1 ml’si ile asilanarak 30 °C’de inkiibe edilmistir. Gelistirilen sivi
kiiltiirlerden 0.1 ml alinarak 100 ppm Cr(VI) i¢eren nutrient agara (pH 8) ¢izgi ekimler
yapilmigtir.

Iki giinliik inkiibasyon siiresi sonunda (30 °C) gelisen kiiltiirlerden tek koloniler elde
edilmis ve bunlarin saflik kontrolleri tekrar ayni besiyerlerine ekilerek yapilmistir.
Elde edilen saf kiiltiirler, yatik nutrient agarda, +4 °C’de muhafaza edilmis ve her 3

ayda bir yenilenmistir.
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Nutrient Broth Besiyeri Bilesimi

Bilesen Miktar (g/1)
Pepton......c.coiiiiiiiii 5.0
Maya OZULT....ceevereerieeieeeieeeeeeee e 3.0

Nutrient Agar Besiyeri Bilesimi

Bilesen Miktar (g/1)
Pepton....c..eoeviiiiniii 5.0
Maya OZULtT.....ccoveeerieeiee e 3.0
YN 1 | SRS 15.0

3.2.2 Saf kiiltiirlerin tanilanmalar

Deri sanayi atiksularindan elde edilen dort adet saf kiiltiiriin tanilanmasi (izolat 1, izolat
2, izolat 3 ve izolat 4) Dog. Dr. Jeppe Lund Nielsen ve teknisyen Jane Ildal tarafindan
Aalborg Universitesi Biyoteknoloji, Kimya ve Cevre Miihendisligi béliimiinde

(Danimarka) gergeklestirilmistir.

3.2.3 Saf kiiltiirlerle yapilan Cr(VI) biyobirikim ¢alismalar

Saf kiiltlirlerin biyobirikim ¢alismalart nutrient broth besiyerinde gerceklestirilmistir.
Mikroorganizmalarin izole edildikleri atiksu pH derecesi 8 oldugundan biyobirikim
calismalarinda kullanilan ortamlarin pH derecesi 0.1 M NaOH ve 0.1 M HCI ile 8
derecesine ayarlanmustir. izolatlar 50, 100, 200 ve 300 ppm Cr(VI) igeren ortamlarda
stirekli pasajlar yapilarak gelistirilmistir. Saf kiiltiirlerin Cr(VI) giderim kapasitelerinin
belirlenmesi amaciyla tiim izolatlarin gelisebildigi 300 ppm Cr(VI) igeren ortamlar
kullanilmigtir. Hazirlanan ortamlara ayni besiyerlerinde iki kez aktiflestirilmis saf

kiiltiirlerden 1’er ml inokiile edilmistir.
Biyobirikim ¢aligmalari, 250 ml’lik erlenlerdeki 100 ml’lik besiyerlerinde 30 °C’de ve

100 rpm karistirma hizindaki ¢alkalayicida (New Bruswick Scientific Innova 4230) 7

giin boyunca gerceklestirilmistir.
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3.2.4 Krom(VI)’ya direncli mikroorganizmalarin proteom calismalar:

Mikroorganizmalarin Cr(VI)’y1 ortamdan uzaklastirmak i¢in nasil bir mekanizma
kullanildigini arastirmak amaciyla dort farkli izolat Cr(VI) icermeyen ve yaklasik 300
ppm Cr(VI) iceren nutrient broth besiyerinde gelistirilmistir. Denemelerde kullanilan
yontem, Plesa et al. (2006) tarafindan daha 6nce uygulanmis yontemin tez ¢alismasina

modifiye edilmesinden sonra kullanilmstir.

Mikroorganizmalarin toplam zar ve sitozol proteinlerinin izolasyonu

Toplam zar ve sitozol proteinlerinin izolasyonlari i¢in iki kez aktiflestirilmis kiiltiirler
1000 ml hacmindeki erlenlerde 500 ml olarak hazirlanmis kromsuz ve 300 ppm Cr(VI)
iceren nutrient broth besiyerlerine ekilmistir. Protein izolasyonu igin izolat 1 ve 2 igin
ODs40:2.0, izolat 3 i¢in ODsg0:1.5 ve izolat 4 igin ODsg0:1.0 oldugunda asagidaki

islemler yapilmstir:

a) Besiyeri 10.000 x g’de 20 dakika santrifiij yapilarak uzaklastirilmistir.

b) Cokelti alinmis ve 10 ml tampon ile siispanse edilmistir (Tampon: 50 mM Tris
(pH 8) ve EDTA icermeyen proteaz inhibitor kokteyl).

c) Bu siispansiyon ile 30 saniyelik siirelerle buz iizerinde sonikasyon yapilmistir.
Sonikasyon 5 kez tekrarlanmustir.

d) Parcalanmamis hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in 10.000 x g’de 10 dakika santrifiij
yapilmistir.

e) Buasamada siipernatant toplam proteinleri igermektedir.

f) Siipernatant alinarak 30.000 x g’de 90 dakika santrifiij edilmistir. Bu asamada
siipernatant kisimdan sitozol proteinleri, c¢okelti kisimdan ise toplam zar

proteinleri elde edilmistir.
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izoelektrik fokuslama (IEF)

Calismanin bu asamasinda 1. yontem ve 2. yontem olmak iizere iki farkli yol
izlenmigstir. Birinci yontem izolat 1 ve izolat 2°den elde edilen sitozol proteinlerinin
proteomik ¢alismas disinda biitiin denemelerde kullamlmustir. Tkinci ydntem ise izolat

1 ve izolat 2’den izole edilen sitozol proteinleriyle yapilan ¢calismada kullanilmstir.

1. yontem: izoelektrik fokuslama ¢alismasinda oncelikle protein &rneklerinin bu
yontemde kullanilan, pH derecelendirilmesine sahip (pH 3-10) seritlere baglanmasi
gerekmektedir. Bu amagla, protein 6rnekleri rehidrasyon tamponu ile karistirilmis ve

seritlerle gece boyu inkiibasyona birakilmustir.

Rehidrasyon tamponu: 7M tiire, 2 M tiyoiire, %1 (w/v) ASB14 (amidosiilfobetain14), 2
mM TBP (tribiitil fosfin), %2 (v/v) serit tamponu (pH 3-10) ve eser miktarda

bromofenol mavisi.

Izoelektrik fokuslama, 15 °C’de 150V (2 saat), 300V (2 saat), 600V (1.5 saat), 1200V
(1 saat), 2400V (1 saat) ve 3500V (17 saat) olarak gerceklestirilmistir (Multiphor II

system-Amersham Biosciences).

2. yontem: Izoelektrik fokuslama igin &ncelikle protein oOrneklerinin  pH
derecelendirilmesine sahip (pH 5-8) seritlere baglanmasi gerekmektedir. Bu amagla,
protein Ornekleri denatiirasyon tamponu ile 2 saat boyunca oda sicakliginda
birakilmistir. Daha sonra indigrenmis proteinler seritlere baglanmasi icin rehidrasyon

tamponu ile gece boyu muamele edilmistir.

Denatiirasyon tamponu: 6 M iire, 2 M tiyoiire, %1.5 (w/v) farmalit, %0.8 (w/v)
CHAPS, % 1 (w/v) ditiyoeritrol (DTE).

Rehidrasyon tamponu: 6 M iire, 2 M tiyoiire, 5 pl/ml farmalit, %0.8 (w/v) CHAPS
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Izoelektrik fokuslama, 15 °C’de 200V (0.1 saat), 200V (5 saat), S00V (1 saat), S00V (2
saat), 3500V (1 saat) ve 3500V (15 saat) olarak gergeklestirilmistir (Multiphor II

system-Amersham Biosciences).

Bu asamadan sonra her iki yontemle seritlere baglanmis proteinlerin poliakrilamid
jellerde yiirliyebilmesi i¢in gerekli islemler yapilmistir. Bu amagla, seritler dengeleme

tamponu ile 15 dakika ve alkalasyon tamponu ile de 15 dakika inkiibe edilmistir.

Dengeleme tamponu: 6M fire, 50 mM Tris-HCI (pH 8.8), %30 (v/v) gliserol, %2 (w/v)
SDS, 5 mM TBP.

Alkalasyon tamponu: 6M iire, 50 mM Tris-HCI (pH 8.8), %30 (v/v) gliserol, %2 (w/v)
SDS, %2.5 (w/v) iodoasetamid.

SDS-PAGE

Bu c¢alismada iki farkli yol izlenmistir. Yalnizca izolat 1 ve izolat 2’den elde edilen
sitozol proteinlerinin proteomik g¢alismasinda ikinci yontem, diger denemelerde ise

birinci yontem kullanilmigtir.

1. yontem: Dengeleme ve alkalasyonu tamamlanmis seritler, SDS-PAGE tanklarina
yerlestirilerek 16 saat boyunca SDS igeren poliakrilamid jellerde (%10) yiiriitilmustiir.
Protein Orneklerinin 30V diizeyinde yigilmast ve 80V seviyesinde de molekiil
agirliklarina gore ayrilmalari saglanmistir. Jellerdeki proteinlerin goriiniir hale gelmesi

Coomassie G250 boyasi ile gerceklestirilmistir.

2. yontem: Dengeleme ve alkalasyonu tamamlanmis seritler, SDS-PAGE tanklarina
yerlestirilerek 16 saat boyunca %8 ile %16 oranlarinda derecelendirilmis SDS igeren
poliakrilamid jellerde yiiriitilmiistir. Bu jeller Criterion (11 c¢m) olarak
adlandirilmakta olup hazir olarak firmadan satin alinmistir (BioRad). Protein
orneklerinin sabit 200V akim altinda molekiil agirliklarina goére ayrilmalari
saglanmstir. Jellerdeki proteinler oncelikle Flamingo Pink floresans protein boyasi ile

(BioRad, Hercules, CA) bir gece boyunca boyanmastir.
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Bu proteinlerin goriintiilenmesi Typhoon 8600 goriintiileme cihazi ile (GE Healtcare)
yapilmistir. Protein noktalarmin gozle goriinlir hale gelmesi de Coomassie G250

boyamasi ile gerceklestirilmistir.

Jellerdeki proteinlerin belirlenmesi ve incelenmesi

Jellerdeki proteinler Image Master 2D Platinum-6-Melanie ve Image Master Melanie7
(Swiss Institute of Bioinformatics) software ile belirlenmistir. Krom(VI) igermeyen
ortamda gelisen bakterilerin proteinleri standart olarak kabul edilmis ve Cr(VI) igeren
ortamda izole edilenler ile karsilastirilmistir. Karsilastirmalar sonucu agir metal igeren
ortamda yeni olarak sentezlenen veya bu ortamda daha fazla sentezlenen proteinler

kiitle spektrofotometrisi i¢in jellerden tekrar izole edilmistir.

Kiitle spektrofotometrisi

Coomassie Brillant Blue G250 ile boyanmis jellerdeki proteinlerin kiitle
spektrofotometrisinde Olgililebilmeleri i¢in Oncelikle jellerden tekrar izole edilmeleri

gerekmektedir. Bu amagla sirasiyla su islemler yapilmstir:

a) Tespit edilen proteinler jelden kesilip ¢ikarilmigtir.

b) Jel pargalart asetonitril (%50 v/v) ile yikanmustir.

c) Asetonitril ortamdan uzaklastirilmis ve yerine 12.5 ng/ul tripsin ve 50 mM
amonyum bikarbonat i¢eren sindirim soliisyonu eklenmistir. Jel pargalari, bu solusyon
ile 4 °C’de 45 dakika inkiibe edilmis ve proteinlerin jelden tekrar izole edilmesi
saglanmistir.

d) Inkiibasyon siiresi sonunda sindirim soliisyonu uzaklastirilmis ve yerine 50 mM
amonyum bikarbonat eklenmistir. Jel pargalari, bu tamponda 37 °C’de gece boyu
inkiibasyona birakilmistir.

e) Izolasyonunun son asamasi, jel parcalari iizerine formik asit (%5 v/v) ve saf
asetonitril eklenmesi ile gerceklestirilmistir. Bu basamak 2 kez tekrar edilmistir.

f) Peptid 6rnekleri, vakumlu santrifiij ile konsantre edilmis ve %5 (v/v) formik asit ile

¢Oziilmiistiir.
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g) Ornekler kullanilmalarina kadar —80 °C’de saklanmustir.

3.2.5 Mikroorganizmalardan plazmid izolasyonu

Mikroorganizmalarda bulunan agir metal diren¢ mekanizmalarini saglayan proteinler,
plazmidler iizerinden de kodlanabileceginden ¢alismada kullanilan bakterilerin sahip
olabilecekleri plazmidler izole edilmistir. Bu amacla izolat 1, izolat 2, izolat 3 ve izolat
4, 50 ppm Cr(VI) igeren ve krom icermeyen nutrient broth ortamlarinda gelistirilmistir.
Plazmid izolasyonlari GenElute HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-NAO0160) ile
gerceklestirilmistir.  Agir metal igeren ve icermeyen ortamlardan izole edilen
plazmidler karsilastirilmistir. Agir metal iceren ortamda plazmide sahip bakterinin
plazmidi E. coli DH5a bakterisine 1s1 soku uygulamasiyla aktarilarak transformatin
Cr(VI) igeren ortamda gelisip gelismedigi kontrol edilmistir. Bu sekilde agir metale

direnci saglayan proteinin plazmid iizerinde kodlanip kodlanmadig1 belirlenmistir.

3.3 Analitik Yontemler

Optik yogunlugun belirlenmesi (OD)

Inkiibasyon siiresi boyunca erlerlenden belirli zaman araliklarinda alinan &rnekler,
5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Cokelti, fizyolojik tuzlu su ile yikanmis ve
gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra optik yogunluk 540 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Krom(VI) konsantrasyonunun belirlenmesi

Krom analizi Cr(VI) nin siilfiirik asit (%20) iceren ortamda difenilkarbazid ile verdigi
renkli  kompleksten yararlanilarak  spektrofotometrik  yOntemle yapilmustir.
Reaksiyonda kullanilan difenilkarbazid soliisyonu 0.25 g difenilkarbazidin 100 ml etil

alkolde (%95) ¢oziilmesi ile hazirlanmustir.
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Inkiibasyon sirasinda belirli zamanlarda alinan 6rnekler, 5000 rpm’de 10 dakika
santrifiijjlendikten sonra sivi kisim besiyerinde kalan krom(VI)’nin analizi i¢in
kullanilmistir. Sivi kisimdan 1 ml, %20’lik H,SO4’ten 3.3 ml ve difenilkarbazid
soliisyonundan 1 ml alinarak yapilan karigim, distile su ile 100 mI’ye tamamlanmustir.
Olgiimler spektrofotometrik olarak 540 nm’de gerceklestirilmistir (Snell and Snell
1959).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda, deri sanayi atiksularindan Cr(VI)’ya direng gdsteren
dort farkli mikroorganizma izole edilmistir. Calismanin ilk asamasinda bu
mikroorganizmalarin Cr(VI) biyobirikim kapasiteleri nutrient broth besiyerlerinde
belirlenmistir. Tez ¢alismasinin ikinci asamasinda da Cr(VI)’ya direngli bu
bakterilerin diren¢ mekanizmalar1 iki boyutlu jel elektroforez ve kiitle

spektrofotometri ¢alismalartyla aydinlatilmistir.
4.1 Saf kiiltiirler ve Tamilanmalar:
Atiksu Orneklerinden yaklasik 100 ppm Cr(VI) iceren nutrient agar besiyerinde

gelisebilen dort farkli koloni elde edilmistir. Bu mikroorganizmalarin 16S rDNA
analizi yapildiginda izolat 1’in Ochrobactrum sp., izolat 2’nin Pseudomonas

aeruginosa, izolat 3’iin Bacillus thuringiensis ve izolat 4’in B. cereus oldugu
bulunmustur. (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4)
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Sekil 4.3 B. thuringiensis (izolat 3) Sekil 4.4 B. cereus (izolat 4)

4.2 Saf Kiiltiirlerle Yapilan Cr(VI) Biyobirikim Calismalan

Calismada kullanilan dort farkli  mikroorganizmanin  (Ochrobactrum sp. P.
aeruginosa, B. thuringiensis ve B. cereus) Cr(VI) biyobirikim kapasitelerinin
belirlenmesi amaciyla yaklasik 300 ppm Cr(VI) igeren nutrient broth besiyerleri
kullanilmistir. Besiyerlerinin pH dereceleri mikroorganizmalarin izole edildigi atiksu
pH derecesine (pH 8) ayarlanmistir. Bu amagla, 250 ml’lik erlenlerde bahsedilen
Cr(VI) konsantrasyonunu igeren 100’er ml’lik besiyerleri hazirlanmistir. Hazirlanan
besiyerlerine yine ayni ortamlarda aktiflestirilmis kiiltirden 1 ml asilanmis ve

denemeler 100 rpm c¢alkalama hizindaki inkiibatérde gergeklestirilmistir.

Ochrobactrum sp.’nin Cr(VI) biyobirikim kapasitesinin belirlenmesi amaciyla pH
derecesi 8’e ayarlanmis, 352.3 ppm Cr(VI) igeren nutrient broth besiyeri kullanilmastir.
Mikroorganizmanin yaklagik 300 ppm Cr(VI) konsantrasyonundaki Cr(VI) giderim

kapasitesi ve mikrobiyel gelisme egrisi sekil 4.5°de gdsterilmistir.

Yapilan denemelerde mikroorganizma, yiiksek Cr(VI) konsantrasyonuna sahip
ortamda gelismesine ragmen, ortamdaki Cr(VI) agir metalini besiyerinden
uzaklagtirmamistir. Bu nedenle besiyerinde bakteri asilanmasindan sonra geriye kalan

Cr(VI) konsantrasyonu inkiibasyon siiresi sonuna kadar sabit kalmistir.
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Yedi giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda ODs4: 2.7, besiyerinde ol¢iillen Cr(VI)

konsantrasyonu ise 352.3 ppm olarak bulunmustur.
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Sekil 4.5 Ochrobactrum sp. bakterisinin Cr(VI) giderim kapasitesi ve mikrobiyel
gelisme egrisi (K.H.: 100 rpm; T: 30 °C; inkiibasyon siiresi: 7 giin)

P. aeruginosa i¢in Cr(VI) biyobirikim kapasitesinin belirlenmesi amaciyla pH derecesi
8’e ayarlanmig, 315.2 ppm Cr(VI) igeren nutrient broth besiyeri kullanilmigtir.
Mikroorganizmanin bu ortamdaki Cr(VI) giderim kapasitesi ve mikrobiyel gelisme

egrisi sekil 4.6’da gosterilmistir

P. aeruginosa ile yapilan c¢alismada, bakteri yaklastk 300 ppm Cr(VI)
konsantrasyonuna sahip ortami tolere etmistir. Buna ragmen mikroorganizma,
besiyerindeki Cr(VI) agir metalini ortamdan uzaklastirmamistir.  Bu nedenle
besiyerinde bakteri asilanmasindan sonra geriye kalan Cr(VI) konsantrasyonu
inkiibasyon siiresi sonuna kadar yaklagik olarak sabit kalmistir. Yedi giinlik
inkiibasyon stiresinin sonunda ODsg4p: 2.03, besiyerindeki Cr(VI) konsantrasyonu ise

311.7 ppm olarak bulunmustur.
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Sekil 4.6 P. eruginosa bakterisinin Cr(VI) giderim kapasitesi ve mikrobiyel gelisme
egrisi (K.H.: 100 rpm; T: 30 °C; inkiibasyon siiresi: 7 giin)

B. thuringiensis i¢in Cr(VI) biyobirikim kapasitesinin belirlenmesi amaciyla pH
derecesi 8’¢ ayarlanmis ve 301.9 ppm Cr(VI) igeren nutrient broth besiyeri
kullanilmigtir. Mikroorganizmanin bu ortamdaki Cr(VI) giderim kapasitesi ve

mikrobiyel gelisme egrisi sekil 4.7’de gosterilmistir

B. thuringiensis bakterisi ile yapilan deneylerde, bakteri yaklagik 300 ppm Cr(VI)
konsantrasyonundaki besiyerinde, inkiibasyon siiresinin besinci giliniinde en ytiksk
gelisimi gostermistir (ODsso: 2.02). Mikroorganizma yliksek konsantrasyonda agir
metal igeren ortamda gelismesine ragmen, metali ortamdan uzaklastirmamistir. Yedi
giinliik inkiibasyon siiresi sonunda, besiyerindeki Cr(VI) konsantrasyonu 289.6 ppm

olarak bulunmustur.
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Sekil 4.7 B. thuringiensis bakterisinin Cr(VI) giderim kapasitesi ve mikrobiyel gelisme
egrisi (K.H.: 100 rpm; T: 30 °C; inkiibasyon siiresi: 7 giin)

B. cereus i¢in Cr(VI) biyobirikim kapasitesinin belirlenmesi amaciyla pH derecesi 8’e
ayarlanmig ve 301.9 ppm Cr(VI) iceren nutrient broth besiyeri kullanilmistir.
Mikroorganizmanin bu ortamdaki Cr(VI) giderim kapasitesi ve mikrobiyel geligme

egrisi sekil 4.8’de gosterilmistir.

B. cereus ile yapilan calismada, bakteri yaklasik 300 ppm Cr(VI) konsantrasyonuna
sahip ortami tolere edebiligi gorilmistiir. Bakteri en yliksek mikrobiyel gelismeyi
inkiibasyonun besinci  giiniinde  gostermistir  (ODsg:  1.1). Buna ragmen
mikroorganizma, besiyerindeki Cr(VI) agir metalini ortamdan uzaklastirmamistir. Bu
nedenle besiyerinde bakteri agilanmasindan sonra geriye kalan Cr(VI) konsantrasyonu
inkiibasyon siiresi sonuna kadar yaklasik olarak sabit kalmistir. Yedi giinliik
inkiibasyon siiresinin sonunda besiyerindeki Cr(VI) konsantrasyonu ise 299.1 ppm

olarak bulunmustur.
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Sekil 4.8 B. cereus bakterisinin Cr(VI) giderim kapasitesi ve mikrobiyel gelisme egrisi
(K.H.: 100 rpm; T: 30 °C; inkiibasyon siiresi: 7 giin)

4.3 Mikrobiyel Cr(VI) Giderim Mekanizmalarinin Proteomik Yaklasimla

Aciklanmasi

Krom(VI)’ya direng gosteren Ochrobactrum sp., P. aeruginosa, B. thuringiensis ve B.
cereus mikroorganizmalarinin agir metale karst nasil bir direng mekanizmasi
gelistirdiklerini bulmak amaciyla bakteriler yaklasik 300 ppm Cr(VI) igeren ve Cr(VI)
icermeyen nutrient broth besiyerlerinde (pH 8) gelistirilmistir. Bu ortamlarda gelisen
bakterilerden sitozol ve toplam zar proteinleri izole edilerek, bu proteinler iki boyutlu
jel elektroforezi ve kiitle spektrofotometrisi ile tanimlanmistir. Krom(VI) iceren
ortamda gelistirilen mikroorganizmalardan izole edilen proteinler ile kromsuz ortamda
gelistirilen mikroorganizmlardan elde edilen proteinler karsilastirilarak her bakterinin
agir metale karst gostermis oldugu diren¢ mekanizmasinin proteinlerle iliskisi
belirlenmigtir. Tanimlanan proteinler ile her bakteri icin olast bir agir metal direng

mekanizmasi agiklanmugtir.
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4.3.1 Ochrobactrum sp. ile 2D jel elektroforezi ¢alismalar:

Ochrobactrum sp. ile yapilan denemelerde, bakterinin yiiksek konsantrasyonda agir
metale maruz birakildiginda iirettigi proteinler ile kirletici icermeyen ortamda tirettigi
proteinler karsilastirilmistir. Bu proteinlerin bazilar1 kirletici igeren ortamda yeni
olarak sentezlenirken bazilarmimn da bu ortamda sentezlenmesi artmustir. Oncelikle
izoelektrik noktalarina (IEF) daha sonra da molekiil agirliklarina gore ayrilan sitozol
proteinleri sekil 4.9°da (a-Cr(VI) igermeyen ve b-300 ppm Cr(VI) igeren ortam)
gosterilmistir. Toplam zar proteinleri ise sekil 4.10’da (a-Cr(VI) icermeyen ve b-300
ppm Cr(VI) igeren ortam) gosterilmistir.

Jeller incelendiginde 27 adet proteinin farkli olarak sentezlendigi tespit edilmistir.
Bunlardan 17 tanesi sitozolden, 10 tanesi ise zardan izole edilmistir. izole edilen biitiin
proteinlerin 24 tanesi kiitle spektrofotometrisi ile sonu¢ vermistir. Tanimlanan

proteinlerden 17 tanesi sitozol ve 7 tanesi ise zar proteinleridir.
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Sekil 4.9 Krom(VI) igermeyen ve 300 ppm Cr(VI) igeren ortamda gelistirilmis Ochrobactrum sp.’den izole edilen sitozol
proteinlerinin 2D profilleri (a) Cr(VI) icermeyen ortam, (b) 300 ppm Cr(VI) iceren ortam
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Sitozol kisim ile ilgili proteinler, molekiiler saperon DnaK (nokta 1), periplazmik
dipeptid tastyict protein (nokta 2), saperonin GroEL (nokta 3), varsayimsal
proteinler (nokta 4, 5, 6, 8 ve 9) gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (nokta 7), 50S
ribozomal protein (nokta 10), triozfosfat izomeraz (nokta 11), metilsitrat sintaz
(nokta 12), 3-metil-2-oksobiitanoat dehidrogenaz (nokta 13), uzama faktér G (nokta
14), arjinin deiminaz (nokta 15), transketolaz (nokta 16), aldehid-alkol
dehidrogenaz (nokta 17) ile homoloji gostermistir. Stres kosullarinda nokta 12,
nokta 13, nokta 15 ve nokta 17°de tamimlanan proteinlerin sentezi azalirken

digerlerinin sentezi artmistir.

Toplam zar kisim ile iligili proteinler, ATP sintaz alt iinite D (nokta 1), 50S
ribozomal protein L25 (nokta 2), elektron transfer flavoprotein beta alt iinite (nokta
3), ATP sintaz alt iinite A (nokta 4), saperonin GroEL (nokta 5), 30S ribozomal

protein S1 (nokta 6), dis zar proteini (nokta 7) ile homoloji gostermistir.

Jeller karsilagtirildiginda bakterinin sitozol kismui ile ilgili farkli olarak sentezlenen

proteinlerin isimleri ve baz1 6zellikleri ¢izelge 4.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.1 Ochrobactrum sp.’nin 300 ppm Cr(VI) igeren ortamda gelistirildiginde elde

edilen sitozol proteinlerinin tanimlanmalari

Protein no Proteinin ad1 Teorik MW (kDa)
Sitozolik kisim

1 Molekiiler saperon DnaK 68.0 (pl 4.6)
2 Periplazmik dipeptid tastyici protein 39.0 (pI 5.8)
3 Saperon GroEL 57.0

4 Varsayimsal protein

5 Varsayimsal protein

6 Varsayimsal protein

7 Glisealdehit-3-fosfat dehidrogenaz 35.0 (pI 5.0)
8 Varsayimsal protein

9 Varsayimsal protein

10 50S ribozomal rotein 20.0

11 Triozfosfat izomeraz 26.0 (pI 4.9)
12 Metilsitrat sintaz 42.0 (pI 5.8)
13 3-metil-2-oksobutanoat dehidrogenaz 36.0 (pI 5.3)
14 Uzama faktér G 76.0 (pI 5.1)
15 Arjinin deiminaz 47.0 (pl 6.0)
16 Transketolaz 72.0 (p 5.8)
17 Aldehit-alkol dehidrogenaz 96.0 (pI 5.3)

* Mascot sonucu — 10 x log (P) seklinde hesaplanmistir. P, belirlenen eslesmenin rastgele
oldugu durumdaki olasiliktir.
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pH3 pH 10

66.2

Sekil 4.10 Krom(VI) igermeyen ve 300 ppm Cr(VI) igeren ortamda gelistirilmis Ochrobactrum sp.’den izole edilen toplam zar
proteinlerinin 2D profilleri (a) Cr(VI) icermeyen ortam, (b) 300 ppm igeren ortam
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Jeller karsilastirildiginda bakterinin toplam zar kismu ile ilgili farkli olarak sentezlenen proteinlerin isimleri ve baz1 6zellikleri cizelge

4.2’de 0zetlenmistir.

Cizelge 4.2 Ochrobactrum sp.’nin 300 ppm Cr(VI) i¢eren ortamda gelistirildiginde elde edilen toplam zar proteinlerinin tanimlanmalari

Protein Mascot Teorik MW
no Proteinin ad1 NCBI no sonucu®* | Nadir sekans (kDa)
Zar kisim

1 ATP sintaz alt iinite D 2i|17986532 187 3 19.6

2 508 ribozomal protein L.25 gi|17986764 266 5 25.1

3 Elektron transfer flavoprotein-beta-alt {inite gi|17986380 180 5 26.4

4 ATP sintaz alt iinite A gi|17986533 264 7 54.9

5 Saperonin GroEL 2i|114800428 186 4 57.8

6 30S ribozomal protein S1 gi|17988198 827 25 63.6

7 Dis zar proteini gi|17987113 229 8 85.9

* Mascot sonucu — 10 x log (P) seklinde hesaplanmstir. P, belirlenen eslesmenin rastgele oldugu durumdaki olasiliktir.
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4.3.2 P. aeruginosa ile 2D jel elektroforezi ¢calismalari

P. aeruginosa’nin yliksek konsantrasyonda agir metale maruz birakildiginda tirettigi
proteinler ile Cr(VI) icermeyen ortamda lirettigi proteinler karsilastirildiginda, bu
proteinlerin bazilariin kirletici iceren ortamda yeni olarak sentezlendigi bazilarinin
da bu ortamda sentezlenmesinin artt1ig1 goriilmiistiir. Oncelikle izoelektrik
noktalarina (IEF) daha sonra da molekiil agirliklarina gore ayrilan proteinler sekil
4.11’de (a-Cr(VI) igermeyen ve b-300 ppm Cr(VI) iceren ortam) gosterilmistir.
Sitozol proteinlerinin jelleri iist iliste cakistirilarak bu jellerin karsilastirilmast
yapilmistir (Sekil 4.12). Sitozol proteinlerinin jellerinden kiitle spektrofotometri
analizi yapilan noktalar ise sekil 4.13’te gosterilmistir. Toplam zar proteinleri ise

sekil 4.14°te (a-Cr(VI) icermeyen ve b-300 ppm Cr(VI) igeren ortam) gosterilmistir.

Jeller incelendiginde 34 adet proteinin farkli olarak sentezlendigi tespit edilmistir.
Bunlardan 10 tanesi sitozolden, 24 tanesi ise zardan izole edilmistir. izole edilen
biitiin proteinlerin ancak 22 tanesi kiitle spektrofotometrisinde belirlenebilmistir.
Tanimlanan proteinlerden 10 tanesi sitozol ve 12 tanesi ise toplam zar

proteinleridir.

49



Cr(Vl) igermeyen ortam - 300 ﬁmeCr{?I}

116.0

66.2
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25.0

18.4

14.4

Sekil 4.11 Krom(VI) igermeyen ve 300 ppm Cr(VI) igeren ortamda gelistirilmis P. aeruginosa’dan izole edilen sitozol proteinlerinin
2D profilleri (a) Cr(VI) igermeyen ortam, (b) 300 ppm iceren ortam
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Sekil 4.12 P. aeruginosa Cr(VI) stresine maruz kaldiginda farkli olarak sentezlenen
sitozol proteinleri  (kirmizi noktalar: Cr(VI) icermeyen ortamdaki
proteinler; yesil nokta: Cr(VI) igeren ortamdaki proteinler)
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5 CriVlligarmey2n ortam 3 c 300 ppm CriVliigeren ortam 2

+ CHvirdan ethilenmeyenies
* CrVijigeren ortanda dahafazla sentezlenenler

Sekil 4.13 P. aeruginosa Cr(VI) stresine maruz kaldiginda farkli olarak sentezlenen sitozol proteinleri ve kiitle spektrofotometri ile
tanimlanan proteinler
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Bakterinin sitozol kismina ait proteinler, saperon GroEL (nokta 1), izositrat
dehidrogenaz (nokta 2), 30S ribozomal protein S1 (nokta 3), uzama faktor Tu
(nokta 4), glutatyon S-transferaz (nokta 5), ATP sintaz beta alt iinitesi (nokta 6),
30S ribozomal protein S1 (nokta 7), malat dehidrogenaz (nokta 8), fruktoz-1,6-
bisfosfataz (nokta 9) ve glutatyon sentetaz (nokta 10) ile homoloji gdstermistir.
Stres ortaminda, bu proteinlerden izositrat dehidrogenaz (nokta 2) ve 30S

ribozomal protein S1 (nokta 7) sentezi azalirken digerlerinin sentezi artmigtir.

Toplam zar kisma ait proteinler ise stres proteini (nokta 1), dis zar proteini ve
peptidoglikanla ilgili lipoproteinler (nokta 2), 50S ribozomal protein L1 (nokta 3),
elektron transfer flavoprotein alfa alt {initesi (nokta 4 ve 6), dis zar proteini OprG
onclisii (nokta 5), LPS biyosentez proteini (nokta 7), inozin-5-monofosfat
dehidrogenaz (nokta 8), yapisal dis zar porin OprF Onciisii (nokta 9), 30S ribozomal
protein S1 (nokta 10), serin proteaz MucD Onciisii (nokta 11) ile homoloji

gostermistir.

Jeller karsilagtirildiginda bakterinin sitozol kismi ile ilgili farkli olarak sentezlenen

proteinlerin isimleri ve bazi 6zellikleri Cizelge 4.3°te 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.3 P.

aeruginosa’nin 300 ppm Cr(VI) igeren ortamda gelistirildiginde elde edilen sitozol proteinlerinin tanimlanmalari

Mascot sonucu*® |  Nadir Teorik MW
Protein no Proteinin ad1 NCBI no sekans (kDa)
Sitozol kisim
1 Saperon GroEL gi|146308703 1975 14 56.7
2 [zositrat dehidrogenaz gi/84320592 3299 31 81.6
3 30S ribozomal protein S1 gi|15598358 2665 31 61.8
4 Uzama faktor Tu 21/15599461 545 9 43.3
5 Glutatyon S-transferaz 2184321856 1053 13 25.5
6 ATP sintaz beta alt {initesi 2115600747 387 8 49.5
7 30S ribozomal protein S1 gi|15598358 112 2 61.8
8 Malat dehidrogenaz gi|146305577 588 10 45.4
9 Fruktoz-1,6-bisfosfataz 2i|15600303 1167 20 37.2
10 Glutatyon sentetaz gi|15595604 183 5 35.6

* Mascot sonucu — 10 x log (P) seklinde hesaplanmistir. P, belirlenen eslesmenin rastgele oldugu durumdaki olasiliktir.
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pH3 pH 10
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Cr(Vl)icermeyen ortam § 1160

66.2
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14.4

Sekil 4.14 Krom(VI) igermeyen ve 300 ppm Cr(VI) igeren ortamda gelistirilmis P. aeruginosa’dan izole edilen toplam zar
proteinlerinin 2D profilleri (a) Cr(VI) igermeyen ortam, (b) 300 ppm Cr(VI) iceren ortam
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Jeller karsilastirildiginda bakterinin zar kismu ile ilgili farkli olarak sentezlenen proteinlerin isimleri ve bazi 6zellikleri Cizelge

4.4’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.4 P. aeruginosa’nin 300 ppm Cr(VI) iceren ortamda gelistirildiginde elde edilen toplam zar proteinlerinin tanimlanmalari

Mascot Nadir Teorik MW
Protein no Proteinin adi NCBI no sonucu* | sekans (kDa)
Zar kisim
1 Stres proteini gi|78061126 101 1 21.3
2 D1s zar proteini ve peptidoglikanla ilgili lipoproteinler gi|47574971 52 1 19.0
3 508 ribozomal protein L1 gi|15599469 383 9 24.2
4 Elektron transfer flavoprotein alfa alt tinitesi gi|16124979 62 2 31.7
5 Dis zar proteini OprG Onciisii 2i|15599262 180 1 25.2
6 Elektron transfer flavoprotein alfa altiinitesi gi|15598147 198 4 314
7 LPS biyosentez proteini gi|15600189 86 2 50.4
8 Inozin-5-monofosfat dehidrogenaz 2i|88706902 82 2 52.1
9 Yapisal dis zar porin OprF Onciisii gi|15596974 53 1 379
10 30S ribozomal protein S1 gi|15598358 268 5 61.9
11 Serin proteaz MucD onciisii gi|15595963 149 2 50.3
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4.3.3 B. thuringiensis ile 2D jel elektroforezi calismalari

Calismada kullanilan B. thuringiensis bakterisinin 300 ppm Cr(VI) i¢eren ortamda
trettigi  proteinler ile Cr(VI) icermeyen ortamda {irettigi  proteinler
karsilastirildiginda, bu proteinlerin bazilarinin kirletici i¢eren ortamda yeni olarak
sentezlendigi bazilarmin da bu ortamda sentezlenmesinin arttig1 goriilmiistiir.
Oncelikle izoelektrik noktalarma (IEF) daha sonra da molekiil agirliklarma gére
ayrilan B. thuringiensis’in sitozol proteinleri sekil 4.15 (a-Cr(VI) igermeyen ve b-

300 ppm Cr(VI) igeren ortam) gdsterilmistir.

Jeller incelendiginde B. thuringiensis i¢in 16 adet proteinin agir metal igeren
ortamda farkli olarak sentezlendigi goriilmiistiir. Bu proteinlerden de 9 tanesi ile
kiitle spektrofotometrisinden sonug¢ alinmistir. B. thuringiensis’in sitozol kisim ile
ilgili 9 adet protein, ribozomal protein L10 (nokta 1), transaldolaz (nokta 2), 50S
ribozomal protein L1 (nokta 3), peptidilprolil izomeraz (nokta 4), piirivat
dehidrogenaz kompleks E1 komponent beta alt {initesi (nokta 5), uzama faktoér Tu
(nokta 6 ve 8), alanin dehidrogenaz (nokta 7), ylizey tabaka proteini (nokta 9) ile

homoloji géstermistir.
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pH3 pH10 pH3 pH 10
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300 ppm Cr(VI)
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66.2

45.0
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18.4

144

Sekil 4.15 Krom(VI) igermeyen ve 300 ppm Cr(VI) igeren ortamda gelistirilmis B. thuringiensis’den izole edilen sitozol
proteinlerinin 2D profilleri (a) Cr(VI) icermeyen ortam, (b) 300 ppm iceren ortam
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Jeller karsilastirildiginda bakterinin sitozol kismu ile ilgili farkli olarak sentezlenen proteinlerin isimleri ve bazi 6zellikleri ¢izelge 4.5°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.5 B. thuringiensis’in 300 ppm Cr(VI) i¢eren ortamda gelistirildiginde elde edilen sitozol proteinlerin tanimlanmalar1

Mascot | Nadir sekans | Teorik MW
Protein no Proteinin ad1 NCBI no sonucu*® (kDa)
Sitozol kisim
1 Ribozomal protein L10 £1/89209102 254 4 18.0
2 Transaldolaz gi|15616347 63 2 23.0
3 50S ribozomal protein L1 2130260289 117 2 24.5
4 Peptidilprolil izomeraz 2149480150 572 13 32.5
5 Piirivat dehidrogenaz kompleks E1 komponent beta alt iinitesi gi|30264043 456 4 352
6 Uzama faktor Tu 2130018378 181 4 43.0
7 Alanin dehidrogenaz 2130022698 379 3 40.1
8 Uzama faktor Tu gi|6015080 121 1 433
9 Yiizey tabaka proteini 216580205 124 4 87.2

* Mascot sonucu — 10 x log (P) seklinde hesaplanmustir. P, belirlenen eslesmenin rastgele oldugu durumdaki olasiliktir.
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4.3.4 B. cereus ile 2D jel elektroforezi calismalar:

B. cereus bakterisinin 300 ppm Cr(VI) iceren ortamda iirettigi proteinler ile Cr(VI)
icermeyen ortamda tiirettigi proteinler Sekil 4.16 (a-Cr(VI) icermeyen ve b-300 ppm
Cr(VI]) igeren ortam) gosterilmistir.

B. cereus icin ise 18 adet proteinin farkli olarak sentezlendigi tespit edilmistir.
Bunlar i¢inden de ancak 9 tanesi kiitle spektrofotometrisinde tanimlanmistir. B.
cereus’un sitozol kisim ile ilgili 9 adet protein, 50S ribozomal protein L5 (nokta 1),
50S ribozomal protein L10 (nokta 2), hipoksantin guanin fosforibozil transferaz
(nokta 3), transaldolaz (nokta 4), peptidilprolil izomeraz (nokta 5), biitirat kinaz
(nokta 6), uzama faktor Tu (nokta 7), ATP sintaz alt {inite A (nokta 8), ATP sintaz

alt iinite B (nokta 9) ile homoloji gdstermistir.
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Sekil 4.16 Krom(VI) icermeyen ve 300 ppm Cr(VI) iceren ortamda gelistirilmis B. cereus’dan izole edilen sitozol proteinlerinin 2D
profilleri (a) Cr(VI) icermeyen ortam, (b) 300 ppm iceren ortam
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Jeller karsilastirildiginda bakterinin sitozol kismu ile ilgili farkli olarak sentezlenen proteinlerin isimleri ve bazi1 6zellikleri ¢izelge 4.6’da

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.6 B. cereus’un 300 ppm Cr(VI) iceren ortamda gelistirildiginde elde edilen sitozol proteinlerin tanimlanmalar1

Mascot Nadir Teorik MW
Protein no Proteinin ad1 NCBI no sonucu* sekans (kDa)
Sitozol kisim
1 508 ribozomal protein L5 21/42779203 167 3 20.1
2 50S ribozomal protein L10 2130018369 376 7 18.0
Hipoksantin guanin
3 fosforiboziltransferaz 2i|30018335 154 3 20.3
4 Transaldolaz 2130018847 85 3 23.2
5 Peptidilprolil izomeraz £i|30019198 510 8 32.5
6 Biitirat kinaz 2130022245 126 2 41.0
7 Uzama faktér Tu 2130018378 265 4 43.0
8 ATP sintaz alt iinite A 2130023339 224 6 55.1
9 ATP sintaz alt iinite B 2130023337 146 3 51.0

* Mascot sonucu — 10 x log (P) seklinde hesaplanmustir. P, belirlenen eslesmenin rastgele oldugu durumdaki olasiliktir.
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B. thuringiensis ve B. cereus bakterileri ile yapilan g¢alismada, Cr(VI) igeren
ortamda gelistirilen bakterilerin toplam zar proteinleri incelendiginde stres

ortaminda farkli olarak sentezlenen proteinlere rastlanmamastir.

4.3.5 Krom(VI) agir metaline direncli bakterilerin plazmidlerinin belirlenmesi

Mikroorganizmalarda bulunan agir metal direng mekanizmalar1 proteinler araciligi
ile olmaktadir. Bu proteinler ¢esitli mikroorganizmalarda plazmidler {izerinden de
kodlanabilmektedir. Yapilan denmelerde, 50 ppm Cr(VI) igeren besiyerinde
gelistirilen Ochrobactrum sp., P. aeruginosa, B. thuringiensis ve B. cereus
bakterilerinin yalmzca Cr(VI) igeren ortamda sahip olduklar1 plazmidler
belirlenmistir. Her bakterinin Cr(VI) igeren ortamda bir plazmide sahip oldugu
bulunmustur (Sekil 4.17). E.coli DHS5a tek basina Cr(VI) igeren ortamda

gelismemistir.

Sekil 4.17 Krom(VI) icermeyen ve 50 ppm Cr(VI) igeren ortamda gelistirilen
bakterilerden izole edilen plazmidler

1: P.aeruginosa (Cr(VI) igermeyen ortam) 5: Ochrobactrum sp. (Cr(VI) igermeyen ortam)

2: P.aeruginosa (50 ppm Cr(VI) igeren ortam) 6: Ochrobactrum sp. (50 ppm Cr(VI) igeren ortam)
3: B. cereus (Cr(VI) icermeyen ortam) 7: B.thuringiensis(Cr(VI) igermeyen ortam)

4: B. cereus (50 ppm Cr(VI) igeren ortam) 8: B.thuringiensis(50 ppm Cr(VI) igeren ortam)
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Bu plazmidlerin Cr(VI) direncinden sorumlu olup olmadiklarini anlamak igin
plazmidler, E. coli DHSa bakterisine aktarilmigtir. Her transformat yaklasik 50 ppm
Cr(VI) igeren nutrient agarda gelistirildiginde, yalnizca Ochrobactrum sp.’den izole
edilen plazmidin aktarildigi E.coli bu besiyerinde gelismistir. Krom(VI) igeren
ortamda gelisen transformattan plazmid tekrar izole edilmistir (ODye: 40.6 ng/ul)
(Sekil 4.18).

Sekil 4.18 E.coli’den tekrar izole edilen Ochrobactrum sp.’ye ait plazmid
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5. TARTISMA ve SONUC

Proteinler aracilig1 ile mikrobiyel agir metal direng sistemlerinin agiklanmasinda, agir
metal iceren ortamlarda gelisen mikroorganizmalardan izole edilen proteinlerin
tanimlanmalar1 ¢ok biiyiik 6nem tasimaktadir. Krom(VI)’ya karst mikrobiyel direng
sistemlerinin arastirildig1 tez ¢alismasinda, Ochrobactrum sp., P. aeruginosa, B.
thuringiensis ve B. cereus mikroorganizmalarinin, bu kirleticinin bulundugu ortamda
irettikleri proteinler tanimlanarak, bu proteinlerin Cr(VI) diren¢ mekanizmalariyla

iligkisi belirlenmistir.

5.1 Ochrobactrum sp. i¢in Cr(VI) Giderim Mekanizmasi

Sadece Cr(VI) igeren ortamlarda Ochrobactrum sp. tarafindan {iretilen proteinler

islevlerine gore 5 grupta toplanmaktadir:

a)  Stres proteinleri (Molekiiler saperonlar)

b)  Protein biyosentezinde gorevli proteinler (Uzama faktor G, 50S ribozomal
protein, 30S ribozomal protein S1 ve 50S ribozomal protein L25)

c)  Tasiyict proteinler

d)  Enerji tiretiminde gorevli proteinler (Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, trioz
fosfat izomeraz, transketolaz, ATP sintaz, flavoprotein)

e)  Dis zar proteinleri

a) Stres proteinleri (Molekiiler saperonlar): Molekiiler saperonlar veya
saperoninler olarak bilinen bu proteinler, yiliksek derecede korunmus ve
prokaryotlardan 6karyotlara kadar olan canlilarda siklikla rastlanan biiyiik bir protein
ailesidir (Tosukhowong et al. 2005). Molekiiler saperonlar, heniiz olgunlagsmamis
proteinlerin dogru katlanmasina yardimci olup, aym1 zamanda denatiire olmus
proteinlerin yeniden katlanmalarin1 da saglayabilmektedir. Bu proteinlerin bagka bir
islevi de mikroorganizmalar i¢in istenmeyen kosullarda hiicre dengesini (homeostasis)

saglayabilen stres proteinleri olmalaridir.
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Ornegin, NaCl, H,0,, 1s1, alkol, safra tuzlar1 gibi kimyasallara ve pH degisimlerine
maruz kalan Enterecoccus faecalis bakterisinde DnaK ve GroEL gibi genel stres
proteinlerinin indiiklendigi goriilmistir (Rince et al. 2000). Stres kosullarinda
molekiiler  saperonlarm  E. coli ve  Tetragenococcus halophila  gibi
mikroorganizmalarda indiiklendigi goriilmistiir (Battistoni et al. 1993, Tosukhowong
et al. 2005).

Yapilan ¢alismada da molekiiler saperonlarin yiiksek konsantrasyonda Cr(VI) igeren
ortamda sentezinin artmasit Ochrobactrum sp. bakterisinin bu kirleticiye karsi verdigi
cevap olarak diisiiniilmektedir. Krom(VI) hiicre zarindan kolaylikla gecebilen bir
element oldugundan, hiicre i¢ine rahatca girip herhangi bir bilesene de rahatlikla
baglanabilmektedir. Bu 6zelligi ile Cr(VI) hiicrede sentezlenen proteinlere baglanip
yapilarint bozabilmektedir. Yapis1 bozulan veya denatiire olan bir proteinin yeniden ve
dogru bir sekilde katlanmasin1 saglamak da molekiiler saperonlarla miimkiin
olabilmektedir. Molekiiler saperonlarin katlanmadan sorumlu oluslar1 kadar,
proteinlerin hiicrenin zar kismina tasimmasinda da kullanildigi bilinmekmektedir
(http://en.wikipedia.org/wiki/heat shock protein, 2008). Bu nedenle Cr(VI) gibi bir
agir metale maruz birakilan Ochrobactrum sp. bu metalin proteinlerini denatiire etmesi
nedeniyle proteinlerinin yeniden katlanip dogru islev yapmasini saglamak amaciyla
daha fazla molekiiler saperon iiretmistir. Calismada, molekiiler saperonlarin hem
sitozol hem de toplam zar kisimda goriilmeleri denatiire olmus proteinlerin dogru
katlanmalarinin yapildigini bir yandan da proteinlerin zarda gerekli yerlere tasindigin

gostermektedir.

b) Protein biyosentezinde gorevli proteinler (Uzama faktor G, 50S ribozomal
protein, 30S ribozomal protein S1 ve 50S ribozomal protein L25): Ochrobactrum sp.
yiiksek konsantrasyonda Cr(VI) i¢eren ortama bazi proteinlerinin sentezini artirarak
veya yeni proteinler sentezleyerek adapte olmaktadir. Boylece, agir metale maruz
birakilan bakterinin protein biyosentezinde genel olarak bir artis olmaktadir. Bu
nedenle, protein biyosentezinden ¢ok yakindan sorumlu ribozomal proteinlere stres

ortaminda daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Protein sentezinin translasyon asamasinda goérevli olan ribozom, prokaryotlarda 70S
biiyiikliigiinde, 50S ve 30S olmak {izere iki alt birime sahip bir molekiiliistii bilesiktir.
Kiiciik alt birim (30S) yaklasik 22 farkli proteini icerirken (S1-S22), biiyiik alt birim
(50S) yaklasik 34 farkli proteini (L1-L34) barindirmaktadir. Bu alt birimlerden
yalnizca S1, 61.2 kDa agirliginda, diger alt birimler ise 4.4 kDa ve 29.7 kDa arasinda
degisen agirliklara sahiptir (Voet and Voet 1995;
http://en.wikipedia.org/wiki/Ribosomal_protein, 2008).

Calismada bakterinin sitozol kisminda 50S ribozomal protein (20.0 kDa) ve toplam zar
kisminda ise 50S ribozomal protein L25 (25.1 kDa) ve 30S ribozomal protein S1 (63.6
kDa) proteinlerinin daha fazla sentezlendigi bulunmustur. Ribozom, protein sentezi
sirasinda  bakterinin sitoplazmik zarmma oldukca yakin durdugundan ribozomal
proteinlerinin mikroorganizmanin her iki kisminda goriilmesi beklenmektedir. Bu
nedenle, bakterinin hem sitozol hem de toplam zar proteinleri kisimlarinda artan
protein ihtiyacin1 karsilamak {izere protein sentezi ile ilgili ribozomal proteinlerin

yapimini artirmasi olasi sonuglardan birisidir.

¢) Tasiyia proteinler: Tasiyici proteinler biitiin canli tiirlerinde sayisiz miktarda
bulunabilen ve zardan hiicre icine veya disina cesitli molekiilleri tasiyan proteinlerdir.
Agir metaller ise hiicre icine veya digina enerji harcanarak gesitli tasiyici proteinlerle
taginabilmektedirler. Metallerin bu sekilde aktif olarak tasinmalarina akig sistemi
(efflux system) adi1 da verilmektedir. Besin yoluyla hiicre i¢ine giren metaller, hiicre
disina, hizhi bir sekilde bu akis sistemi ile atilabilmektedir (Bruins et al. 2000).
Tasiyict proteinler agir metali hiicre disina atarken proton ittirme giicii ve ATP gibi
enerji kaynaklarina ihtiya¢c duymaktadirlar (Nies 2003). Demir(II), Mn(II), Zn(II),
Cu(II), As(II) ve Cd(II) gibi metaller Saccharomyces cerevisiae’de bdyle proteinler
tarafindan tasinmaktadir (Diffels et al. 2006). Bakir(IT) ve Ag(I) gibi agir metaller ise
P. putida, Enterococcus hirae, Streptococcus mutans ve E. coli gibi
mikroorganizmalarda tasiyict proteinler ile aktif olarak hiicre disina tasimmaktadir
(Nies 2003). P. aeruginosa bakterisinde Cr(VI)’y1 enerji harcayarak hiicre disina
tagiyan ChrA isimli bir tagtyici protein bulunmaktadir (Jimenez-Mejia et al. 2006).
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Yapilan ¢alismada da Ochrobactrum sp., metal stresinden kurtulmaya yardimei olan
tasiyict  proteinleri yiikksek konsantrasyonda Cr(VI) varliginda daha fazla

sentezlemistir.

Bu tip proteinlerin sentezinin agir metal iceren ortamda bakteri tarafindan daha fazla
sentezlenmesi, hiicre zarindan kolayca gecen Cr(VI) agir metalini mikroorganizmanin
tastyici proteinler araciligi ile hiicre disina pompalayip agir metalin kendi proteinlerine

zarar vermesini onlemeye calistigini gostermektedir.

d) Enerji iiretiminde gorevli proteinler (Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz,
trioz fosfat izomeraz, transketolaz, ATP sintaz, flavoprotein) Calismada, kromlu
ortamda kromsuz ortama gore gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH), trioz
fosfat izomeraz, ATP sintaz ve flavoproteinlerin daha fazla sentezlendigi tespit
edilmistir. GAPDH enzimi glikolizin altinc1 basamagini katalizleyen ve dolayisyla
glukozdan enerji elde etmeyi saglayan bir enzimdir. Bununla birlikte GAPDH
metabolik olaylar disinda transkripsiyon aktivasyonunda da goérev almaktadir (Voet
and Voet 1995). Trioz fosfat izomeraz enzimi, glikoliz yolundan enerji iiretiminde
onemli bir yere sahiptir. Bu enzim, tersinir olarak dihidroksiaseton fosfattan D-
gliseraldehit-3-fosfat doniisiimiinii  katalizlemektedir (Voet and Voet 1995).
Transketolaz enzimi ise pentoz fosfat yolunda is goren 6nemli bir enzimdir. Enerji
tretiminden sorumlu ATP sintaz ve flavoprotein (Madigan et al. 2003) gibi
proteinlerin de stres ortaminda daha fazla sentezlenmesi bakterinin artan protein

sentezini karsilamak iizere daha fazla enerjiye ihtiyaci oldugunu gostermektedir.

e) Dis zar proteinleri: Yapilan ¢alisma, dis zar proteinlerinin stres kosullarinda
stres olusturulmamis ortama goére daha fazla sentezledigini gostermistir. Daha Once
yapilan ¢aligmalar, agir metallerin oncelikle hiicre yiizeyine tutundugunu gostermistir

(Valls et al. 2000, Wang et al. 2004).

Gram-negatif bakterilerin anyonik lipopolisakkaritleri, fosfolipidleri iceren dis zarlari
ve peptidoglikan yapilar1 agir metallerin  baglanabilecegi anahtar yapilari
olusturmaktadir. D1s zarin biiylik bir kismin1 olusturan lipopolisakkarit tabakasi metal

iyonlart ile kelat bir yap1 olusturabilmektedir.
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Wang et al. (2004), agir metale maruz birakilan bakterilerin dis zarlarinin ve buna
bagli olarak da bu zara ait bilesenlerinin metali baglamak ve ortamdan uzaklastirmak

icin arttiginmi gostermislerdir.

Yapilan ¢alismada ortamdaki yiiksek konsantrasyonda agir metal varliginda
Ochrobactrum sp. bakterisinin dis zar proteinlerinin artmasi Cr(VI) agir metalini hiicre
yiizeyinde tutmak ve hiicre i¢ine girmesini engellemek amaciyla yapildigini
diistindiirmektedir. Bakteri agir metalin hiicre i¢ine girmesini 6nleyip hiicre digindaki
yapilarinda tutarak canliligmi devam ettirmek amaciyla boyle bir savunma

mekanizmasi gelistirmistir.

Calisma sonucunda Ochrobactrum sp. bakterisi, hiicre i¢ine giren toksik metali tasiyici
proteinler araciligi ile enerji harcayarak hiicre disina atmaktadir. Bu nedenle bakterinin
enerji ihtiyaci oldukc¢a arttifindan, enerji iiretimi ile proteinlerin yapimi da artmistir.
Ochrobactrum sp. bakterisi, metalin taginmasi igin gerekli olan hiicrenin dig

kismindaki bolgeleri olan Cr(VI) agir metalini baglayici proteinleri de igermektedir.

Krom(VI) direncinin biyobirikim ¢alismalariyla iliskisi incelendiginde, bakterinin
Cr(VI) biyobirikimi yapmadig, fakat agir metal iceren ortamda gelistigi goriilmiistiir.
Besiyerine uygulanan Cr(VI) konsantrasyonun inkiibasyon siiresi boyunca yaklasik

olarak ayni kaldigindan bakterinin agir metali hiicre disina attig1 kesinlik kazanmustir.
5.2 P. aeruginosa i¢in Cr(VI) Giderim Mekanizmasi

Stres kosullarinda ve stres olusturulmamis ortamlarda P.aeruginosa tarafindan tiretilen
proteinler karsilastirildiginda sadece Cr(VI) stresinde bakterinin {iretti§i proteinler
islevlerine gore baslica 6 grup altinda incelenmistir:

a) Stres proteinleri (Molekiiler saperonlar)

b) Protein biyosentezinde gorevli proteinler (30S ribozomal protein S1, 50S ribozomal

protein L1, inozin-5-monofosfat dehidrogenaz ve uzama faktor Tu)
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c¢) Enerji tiretiminde gorevli proteinler (ATP sintaz, flavoprotein, malat dehidrogenaz
ve fruktoz-1,6-bisfosfataz)

d) Serbest radikal olusumunu Onleyen proteinler (Glutatyon-S-transferaz ve GSH
sentetaz)

e) Dis zar proteinleri

f) Serin proteaz (MucD)

a) Stres proteinleri (molekiiler saperonlar):  Ochrobactrum sp. gibi P.
aeruginosa bakterisinde de Cr(VI) stresine karsi cevabi molekiiler saperonlarin
sentezini artirarak olmustur. Molekiiler saperonlarin bu sekilde daha fazla
sentezlenmesi bu bakterinin de stres kosullarinda denatiire olmus proteinlerini yeniden
ve dogru bir sekilde katlanmasi icin calistigini gdstermektedir. Bu yolla bakteri
proteinlerinin bozulmasini 6nleyip, tiim hiicre islevlerini saglikli bir sekilde yerine

getirmis ve canliligin1 devam ettirmis olacaktir.

b)  Protein biyosentezinde gorevli proteinler (30S ribozomal protein S1, 50S
ribozomal protein L1, inozin-5-monofosfat (IMP) dehidrogenaz, uzama faktor Tu):
Istenmeyen stres kosullarinda P. aeruginosa bakterisinin kendini savunmasi icin
protein sentezinde belirgin bir artis olmaktadir. Ayni sonu¢ Ochrobactrum sp. igin de
gozlemlenmistir. Bu nedenle, protein biyosentezinden c¢ok yakindan sorumlu 30S
ribozomal protein, 50S ribozomal protein ve uzama faktér Tu gibi proteinlere stres
ortaminda daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir ve ¢alismada da bu proteinlerin daha fazla

sentezlendigi goriilmiistiir.

IMP dehidrogenaz enzimi de piirin nukleotidlerin  biyosentezinde inozin
monofosfattan, ksantozin monofosfat (XMP) olusumunu katalizleyen bir enzimdir. Bu
reakisyon ~XMP  molekiiliiniin  guanozinmonofosfat  sintaz  enzimi ile
guanozinmonofosfata (GMP) doniistiiriilmesiyle devam etmektedir (Voet and Voet
1995). Yapilan deneylerde, protein sentezindeki artisi karsilamak tlizere daha fazla
protein liretilmesi i¢in niikleotidlere de ayn1 oranda ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle
piirin niikleotidlerin yapiminda goérev alan IMP dehidrogenaz enziminin de stres

kosullarinda fazla miktarda yapilmasi olast sonuglardan biridir.
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¢) Enerji iiretiminde gorevli proteinler (ATP sintaz, flavoprotein, malat
dehidrogenaz, fruktoz-1,6-bisfosfataz): P. aeruginosa’nin yiiksek konsantrasyonda
Cr(VI) igeren ortamda ATP sintaz ve flavoprotein gibi ATP iiretmekten sorumlu
proteinleri daha fazla sentezlemesi bu mikroorganizmanin da Ochrobactrum sp.
bakterisine benzer sekilde, daha fazla protein sentezlemek igin enerji ihtiyacinin
artmasi ile iliskilidir. P. aeruginosa bakterisi stres igeren ortamda artan enerji
ihtiyacin1 krebs dongiisiinden de karsilamaya ¢alismistir. Bu durum, bakterinin agir
metal iceren ortamda malat dehidrogenaz enziminin yapimini artirmasindan
kaynaklanmaktadir. Malat dehidrogenaz enziminin katalizledigi reaksiyon malatin
oksitlenip oksaloasetat olusumunu saglamaktir. Bu reaksiyon sonucu, 1 NADH
molekiilii de ortaya c¢ikmaktadir. (Voet and Voet 1995). Fruktoz-1,6-bisfosfataz
(FBPaz) enzimi de stres kosullarinda bakteri tarafindan daha fazla sentezlenmistir.
FBPaz, glukoneojenezde (Onciisii glukoz olmayan molekiillerden glukoz iiretimi)
fruktoz-1,6-bisfosfatin fruktoz-6-fosfata doiistimiinii katalizlemektedir. Ayrica bu
enzim glukoneojenezin ne kadar yapilacagi konusunda anahtar rolii almistir.
Glukoneojenez sonucunda da hiicre enerji kazanmaktadir (Voet and Voet 1995).
Calismada, FBPaz enziminin de agir metal igceren ortamda sentezinin daha fazla

yapimi bakterinin artan enerji ihtiyacini karsilamaya ¢alistigini gostermektedir.

d) Serbest radikal olusumunu o6nleyen proteinler (Glutatyon sentetaz (GSH
sentetaz) ve glutatyon-S-transferaz): P. aeruginosa ile yapilan g¢alismada bakteri,
Cr(VI) iceren ortamda GSH sentetaz enzimini daha fazla sentezlemistir. Bir tripeptid
olan glutatyon (GSH), peroksidaz reaksiyonlarinda perokistlerin par¢alanmasinda
olduk¢a yardimct bir molekiildiir. Bu gorevi ile serbest radikallerden canli
organizmay1 koruyarak antioksidan Ozellik kazanmaktadir. Glutatyonun sentezi,
glutamilsistein sentetaz ve GSH sentetazin ardisik calismalari ile glutamat, sistein ve
glisinden yapilmaktadir (Voet and Voet 1995). Demir(I), Cu(Il), Co(II) ve Cr(VI) gibi
agir metaller olduk¢a reaktif hidroksil radikallerinin olusumuna neden olmaktadir
(Lewinska and Bartosz 2007). Yapilan ¢aligmada serbest radikallerin hiicreye yapacagi
olumsuz etkiden kurtulmak isteyen P. aeruginosa bakterisinin serbest radikallerin
parcalanmasinda yardimeci olan glutatyonu daha fazla sentezlemesi olagan bir

sonugtur.
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Bununla birlikte, P. aeruginosa Cr(VI) igeren ortamda glutatyon-S-transferaz
enziminin iretimini de daha fazla yapmistir. Bu enzim, hiicresel detoksifikasyon ve
bircok elektrofilik bilesiklerin salgilanmasinda kullanilan 6karyotik ve prokaryotik
kaynakli bir dimerik enzimdir. Glutatyon-S-transferaz enzimi insan, hayvan, bitki,
balik, bocek, kiif, maya ve bakteri gibi organizmalardan izole edilmistir (McGuinness
et al. 2006). Daha onceki ¢alismalarda E.coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas sp. ve
Streptomyces griseus gibi mikroorganizmalarin bu enzime sahip oldugu belirlenmistir
(Travensolo et al. 2008). Enzim, metabolizma sonucu dogal olarak olusan toksinlerin
ve reaktif oksijen tlirevlerinin kontrolii ile insektisid, herbisid ve mikrobiyel
antibiyotikler gibi ajanlara karsi direncte gorevlidir. Enzimin dimer basina iki aktif
bolgesi bulunmaktadir. Her aktif bolge, iki baglayic1 kisma sahiptir. Birincisi,
glutatyona oldukca 6zel olan (G-bolgesi), ikincisi, elektrofilik substratin baglandigi
(H-bolgesi) ve toksik bilesiklerle reaksiyona giren kisimdir (Celli et al. 2003).
Mayalarda serbest radikallerin olusturdugu toksik etkiyi ortadan kaldiran enzimlerin
yoklugunda bu organizmalarda agir metallere duyarliligin arttig1 belirtilmistir (Bai et
al. 2004). Krom(VI) gibi bir agir metal olduk¢a reaktif hidroksil radikallerinin
olusumuna neden olacagindan toksik etkiden kurtulmaya c¢alisan bakteri glutatyon-S-
transferazi agir metal iceren ortamda daha fazla sentezlemektedir. Yapilan calisma, P.
aeruginosa bakterisinin agir metal etkisinden olusan serbest radikal olusumundan
kurtulmaya calistigini gostermektedir. Bakteri toksik etkiden kurtulmasina yardimei
olan iki farkli enzimi stres ortaminda daha fazla tireterek yiiksek konsantrasyondaki

Cr(VI) toksisitesine cevap vermistir.

e) Dis zar proteinleri: Ochrobactrum sp. i¢in mikrobiyel agir metal direncinin
aciklanmasinda dis zar proteinlerinin 6nemli bir yerde oldugu ve bakterinin agir metali
hiicre i¢ine almayip, hiicre disinda tutmasiyla canlhiligim1 devam ettirmesi
aciklanmustir. P. aeruginosa bakterisi de dig zar proteinlerinin ve bunlarin dnciilerinin
yapimini yiiksek miktarda Cr(VI) igeren ortamda artirarak agir metali hiicre igine

almamay1 basarmistir.
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Yapilan c¢alismada P. aeruginosa’da ozellikle LPS biyosentez proteinin,
peptidoglikanla ilgili lipoproteinlerin ve dig zarin yapiminin stres kosullarinda artmasi
kromu bakteri ylizeyinde tutmak ve hiicre i¢ine girmesini engellemek amaciyla
oldugunu gostermektedir. Bakteri bu sekilde bir savunma mekanizmasi kullanarak agir

metal stresinden kendini korumaktadir.

f) Serin proteaz onciisii (MucD): Yapilan c¢alismada, yiliksek konsantrasyonda
Cr(VI) igeren ortamda gelistirilen P. aeruginosa bakterisinin Cr(VI) igermeyen ortama
gore bir serin proteaz Onciisii olan MucD proteinini fazla sentezledigi gorilmiistiir.
MucD proteini, P. aeruginosa’da aljinat biyosentezinden sorumlu genlerin
transkripsiyonunu kontrol etmesiyle, stres kosullarina kars1 direngte dnemli bir gorevi
istlenmistir.  Aljinat ise birgok Pseudomonas cinsinin {retebildigi  bir
ekzopolisakkarittir (EPS). Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen EPS, bakterilerin
toplanarak floklasmasinda, biyofilm olusturmasinda ve bu biyofilm yapisinin kararlh
kalmasini saglamada adeta korucuyu bir bariyer gibi gérev alarak toksik kirleticilerin
endiistriyel sulardan giderimlerinde etkili olmaktadir (Aksu 2005, Khehra et al. 2006,
Zhang et al. 2006). EPS’nin, agir metallere karsi olusturuldugu ve metal kelasyonu
(Ozdemir et al. 2003, Iyer et al. 2004, Guibaud et al. 2005) ile ilgili oldugu
bilinmektedir. MucD proteini, periplazmik bir serin proteaz olan ve yiiksek sicakliga
maruz birakilan E. coli’deki hasar gérmiis proteinleri azaltabilen DegP proteini ile de
benzerlik gostermektedir. Bununla birlikte, bu protein Salmonella typhimurium’da da
oksidatif stres kosullarinda gerekmektedir (Gutsche et al. 2006). Biitiin bulgular,
MucD proteinin herhangi bir stres kosuluna cevap seklinde daha fazla {iretildigini
gostermektedir. Calismada da P. aeruginosa, olusturulan Cr(VI) stresine kars1 Cr(VI)
icermeyen ortama gore daha fazla miktarda MucD iireterek EPS iiretimini artirmis

Cr(VI) agir metalinin hiicre disinda kalmasini saglamistir.

Yapilan c¢alisma sonucunda, Ochrobactrum sp. bakterisinde bulunan tasiyict
proteinlere P. aeruginosa bakterisinde rastlanmamistir. Ancak, bu bakteride
Ochrobactrum sp. bakterisinde oldugu gibi Cr(VI) agir metalini hiicre disinda

baglayan dis zar proteinleri bulunmustur.
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Daha 6nce yapilan ¢alismalarda P. aeruginosa bakterisinin Cr(VI) agir metalini hiicre
disina enerji bagimh olarak tasiyan ChrA proteinine sahip oldugu gosterilmistir
(Jimenez-Mejia et al. 2006). Yapilan calismada ise boyle bir tasiyict proteine
rastlanmamistir. Ancak bakteri, agir metalli ortamda ekzopolisakkarit iiretimini
saglayacak serin proteaz &nciisii MucD protein sentezini artirmustir. {zole ettigimiz
bakterinin Cr(VI) igeren ortamda Cr(VI)’y1 aktif olarak hiicre disina atacak proteinler
iretmedigi, hiicre icine alman Cr(VI)’nin EPS iiretiminden sorumlu genleri
aktiflestirerek EPS diretim miktarin1 artirirarak bu metale direng gosterdigi
diisiiniilmektedir. Ekzopolisakkaritler hiicre disina salgilanarak metallerle kelat

bilesikler olusturup agir metali hiicre disinda tutmaktadirlar.

P. aeruginosa tarafindan kullanilan mikrobiyel direng sistemlerinin biyobirikim
caligmalar ile iliskisi incelendiginde, bakteri yiliksek konsantrasyonda Cr(VI) iceren
ortamda gelismesini slirdirmektedir. Calismada, bakterinin Cr(VI) agir metalini
ortamdan uzaklastirmadigi ve besiyerinde inkiibasyon siiresi boyunca Cr(VI)
konsantrasyonunun uygulanan ilk agir metal konsantrasyonu ile ayni oldugu

gorilmiistir.

5.3 B. thuringiensis I¢in Cr(VI) Giderim Mekanizmasi

Istenmeyen yiiksek konsantrasyonda kirletici olan ortamda ve kirletici olmayan
ortamda B. thuringiensis bakterisi tarafindan iretilen proteinler karsilastirildiginda
sadece Cr(VI) stresinde bakterilerin iirettigi proteinler iglevlerine gore baslica 4 grup

altinda incelenmistir:

a) Stres proteinleri (Peptidilprolil izomeraz)

b) Protein biyosentezinde gorevli proteinler (Ribozomal protein L10, uzama faktor
Tu)

c¢) Enerji iiretimininde gorevli proteinler (Piriivat dehidrogenaz, alanin dehidrogenaz,
transaldolaz)

d) Yiizey tabaka proteinleri
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a) Stres proteinleri (Peptidilprolil izomeraz): Peptidilprolil izomeraz enzimi,
molekiiler saperon olarak bilinmekle birlikte protein katlanmasinda 6énemli 6lgiide rol

oynamaktadir (Miele et al. 2003, Bell et al. 2006).

Daha once de aciklandigi gibi molekiiler saperonlar proteinlerin dogru
katlanmalarinda yardime1 olmaktadirlar. Stres kosullarinda hiicre dengesini saglayan
bu proteinler agir metale maruz birakilan B. thuringiensis tarafindan da daha fazla

sentezlenmistir.

b) Protein biyosentezinde gorevli proteinler (Ribozomal protein L10, 50S
ribozomal protein L1, uzama faktér Tu): Calismada agir metale maruz burakilan B.
thuringiensis, stres kosullarina proteinler araciligi ile direng olusturmaktadir. Bu
nedenle mikroorganizmalarin stres kosullarinda bazi proteinlerin sentezi daha fazla
yapilmaktadir. Artan protein sentezi ihtiyacim1 karsilamak icin de protein sentezinde
gorevli ribozomal proteinler daha fazla iiretilmektedir. Uzama faktor Tu (Ef-Tu)
proteini de protein sentezinin translasyon asamasinda GDP’den GTP degisiminde
prokaryotlarda, mitokondrilerde ve kloroplastlarda kullanilmaktadir (Karring et al.
2002). Bu kosullarda mikroorganizmalarin protein sentezinden sorumlu proteinlerin de

sentezinin artmasi olasit bir durum olarak goriilmektedir.

¢) Enerji iiretiminde gorevli proteinler (Piriivat dehidrogenaz, alanin
dehidrogenaz, transaldolaz): Gergeklestirilen calismada mikroorganizmalar olusan
stresten korunabilmeleri i¢in gelistirdikleri direng sistemleri proteinlerle ilgilidir. Bu

proteinlerin liretimi i¢in de normalden daha fazla enerjiye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bundan kaynaklanan enerji ihtiyact da enerji liretimi ile ilgili proteinlerin yapiminin
artmasina neden olmaktadir. Ochrobactrum sp. ve P. aeruginosa bakterilerinde
Cr(VI)’ya kars1 olusturulan diren¢ mekanizmalarinda daha fazla sentezlenen ATP
sintaz proteininden farkli olarak B. thuringiensis bakterisinde piirivat dehidrogenaz,
alanin dehidrogenaz ve transaldolaz gibi enerji liretiminde kullanilan proteinlerin

sentezlenmesi artmustir.
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Trikarboksilik asit dongiistinde (TCA dongiisii) ATP tiretiminde kullanilan asetil-CoA
bir ¢oklu enzim kompleksi olan piirivat dehidrogenaz tarafindan piirivatin oksidatif
karboksilasyonu sonucunda olusmaktadir (Voet and Voet 1995). Calismada da B.
thuringiensis bakterisinin TCA dongiisiinden bu enzim sayesinde enerji irettigi

diistiiniilmektedir.

Bakterinin stres ortaminda daha fazla iiretti§i proteinlerden bir tanesi de alanin
dehidrogenaz enzimidir. Enzim, karbon ve azot metabolizmasinda L-alaninin
doniisiimlii olarak piirivat ve amonyaga deanimasyonunu katalizlemektedir. Alanin
dehidrogenaz, Bacillus suslarinin sporulasyonu sirasinda TCA siklusu tizerinden enerji

kaynag1 olarak piirivat tiretiminde rol almaktadir (Kato et al. 2003).

Mikroorganzimalarda enerji liretiminden sorumlu ve pentoz fosfat yolunda gorev alan
transaldolaz, ii¢ karbonlu bir {initeyi sedoheptuloz-7-fosfattan gliseraldehit-3-fosfata
aktararak eritroz-4-fosfat ve fruktoz-6-fosfat olusumunu katalizlemektedir. (Voet and
Voet 1995). Bu enzimin ayn1 zamanda Xanthomonas campestris pv. Phaseoli gibi bir
mikroorganizmada reaktif oksijen tiirlerine karsi bakteriyi korumak amacli olarak da
sentezlendigi Vatanaviboon et al. tarafindan (2002) gosterilmistir. Yapilan ¢alismada
da agir metale maruz birakilan B. thuringiensis bakterisinin istenmeyen kosullarda bu

enzimi daha fazla {ireterek kendini koruma altina aldig1 diisiiniilmektedir.

d) Yiizey tabaka proteinleri (S-layer protein): Yiizey tabaka proteinleri, bakteri
hiicresi ile c¢evre arasinda bir koruyucu bolge gibi gorev yapmaktadir. Bu tabaka,
toksik agir metalleri tutma yeteneginde oldugundan mikroorganizmalari
koruyabilmektedir (Pollmann et al. 2006). Uranyum isleyen tesislerin atiklarindan
izole edilmis B. sphaericus bakterisinin agir metalleri yiizey tabaka proteinlerine

bagladig arastiricilar tarafindan gosterilmistir.

Ayni zamanda B. cereus bakterisinin de gama radyasyonundan bu tabakaya sahip

olmasi ile korundugu bulunmustur (Simon et al. 2004, Pollmann et al. 2006).
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Yapilan calismada da yiizey tabaka proteinlerinin yiiksek konsantrasyonda agir metal
iceren ortamda sentezinin artmasi B. thuringiensis bakterisinin bu tabakaya agir metali

bagladigini géstermektedir.

Calisma sonucunda, B. thuringiensis bakterisinde tasiyici proteinler bulunamamis
ancak agir metali baglayan yiizey tabaka proteinleri belirlenmistir. Metal igeren
ortamda bakteri protein sentezini artirmistir. Biyobirikim calismasinda bakterinin
metali hiicre icine almayarak direng gosterdigi belirlenmistir. Calismada, bakterinin
Cr(VI) agir metalini ortamdan uzaklastirmadigi ve besiyerinde inkiibasyon siiresi
boyunca Cr(VI) konsantrasyonunun uygulanan ilk agir metal konsantrasyonu ile ayni
oldugu goriilmiistiir. Krom(VI) igeren ortamda Ochrobactrum sp. ve P. aeruginosa
bakterilerinden daha az biyokiitle olusturan B. thuringiensis bakterisinin, EPS
tiretmedigi goriilmiistiir. Ancak bakterinin ¢aligmada kullanilan diger iki bakteride

oldugu gibi tastyici proteinlerle metali hiicre disinda tuttugu tahmin edilmektedir.

5.4 B. cereus i¢in Cr(VI) Giderim Mekanizmasi

Stres kosullarinda ve stres olusturulmamis ortamlarda B. cereus tarafindan iiretilen
proteinler karsilastirildiginda sadece Cr(VI) stresinde bakterilerin iirettigi proteinler

islevlerine gore baslica 3 grup altinda incelenmistir:

a) Protein biyosentezinde gdrevli proteinler (50S ribozomal protein L5, 50S ribozomal
protein L10, hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz, uzama faktor Tu)
b) Enerji iiretimininde gdrevli proteinler (ATP sintaz, biitirat kinaz; transaldolaz)

c) Stres proteinleri (Peptidilprolil izomeraz)

a)  Protein biyosentezinde gorevli proteinler (50S ribozomal protein LS5, 50S
ribozomal protein L10, hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz, uzama faktér Tu):
agir metal iceren ortamda bakteriler daha fazla protein sentezleyerek ortama adapte
olmaktadirlar. Artan protein ihtiyaci protein sentezlemek icin gereken proteinlerin de

sentezinin artirilmasiyla sonu¢lanmaktadir.
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Bu nedenle, B. cereus bakterisi, 50S ribozomal protein L5, 50S ribozomal protein L10
ve uzama faktor Tu gibi protein sentezinde gorevli diger molekiillerin yapimini

artirmistir.

Stres kosullarinda sentezi artan ve protein sentezinde gorevli proteinlerden baska bir
tanesi adenin, guanin ve hipoksantin gibi serbest halde bulunan piirinlerin yeniden
yapilanmasini saglayan hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz (HGPRT) enzimidir

(Voet and Voet 1995).

b) Enerji iiretimininde gorevli proteinler (ATP sintaz, biitirat kinaz;
transaldolaz): Caligmada, bakterilerin agir metal iceren ortamda daha fazla protein
irettikleri gortilmustiir. Bakteriler artan protein iiretimi nedeniyle daha fazla enerji
saglamak zorunda kalmaktadirlar. Bu nedenle kirletici bulunan ortamda enerji
iretiminden sorumlu proteinlerin yapimi da artmaktadir. ATP sintaz enzimi
Ochrobactrum sp. ve P. aeruginosa bakterilerinde, transaldolaz enzimi ise B.
thuringiensis bakterisinde stres kosullarinda daha fazla sentezlenmistir. Agir metal
iceren ortamda, B. cereus bakterisi bu proteinlerin disinda biitirat kinaz enzimini de
daha fazla {iretmistir. Bitirattan biitiril koenzim A {iretimini saglayip enerji
metabolizmasinda yer alan ve stres kosullarinda sentezi artan baska bir protein de
biitirat  kinaz  enzimidir. Enzim,  bitiril-fosfat  {iretimini  katalizlerken
mikroorganzimalar asetil-CoA’dan ATP {iretebilmektedirler (Cary et al. 1988).
Calismada, B. cereus bakterisi yiiksek konsantrasyonda Cr(VI) igeren kosullarda bu

enzimlerin yapimini artirarak enerji ihtiyacini karsilamaya calismistir.

¢) Stres proteinleri (Peptidilprolil izomeraz): Peptidil prolil izomeraz enzimi
protein katlanmasinda 6nemli 6l¢iide rol oynamaktadir. Ayni1 zamanda, bu proteinlerin
molekiiler saperon olarak da isimlendirildigi bilinmektedir (Miele et al. 2003, Bell et
al. 2000).

Daha once de agiklandigi gibi molekiiler saperonlar proteinlerin  dogru
katlanmalarinda yardimci olmaktadirlar. Istenmeyen kosullarda hiicre dengesini
saglayan bu proteinler agir metale maruz birakilan B. cereus tarafindan da stres

ortaminda daha fazla sentezlenmistir.
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B. cereus bakterisi ile yapilan denemelerde, ¢alisamada kullanilan diger bakterilerde
oldugu gibi bakteri yiizeyi ile ilgili proteinler veya tasiyici proteinler bulunamamis
ancak bakterinin metal iceren ortamda protein sentezini artirdigi gorilmiistiir.
Biyobirikim g¢aligmasinda, bakterinin Cr(VI) agir metalini ortamdan uzaklagtirmadigi
ve besiyerinde inkiibasyon siiresi boyunca Cr(VI) konsantrasyonunun uygulanan ilk
agir metal konsantrasyonu ile aymi oldugu goriilmiistiir. Krom(VI) igeren ortamda
Ochrobactrum sp., P. aeruginosa ve B. thuringiensis bakterilerinden ¢ok daha az
biyokiitle olusturan ve EPS fliretmeyen bakterinin ¢aligmada kullanilan diger {i¢
bakteride oldugu gibi tasiyici proteinlerle metali hiicre disinda tuttugu tahmin

edilmektedir.

5.5 Bakterilerden Izole Edilen Plazmidlerin Cr(VI) Direnc Sistemleri ile Iliskisi

Tez calismasinda denenen biitiin bakterilerin yalnizca Cr(VI) iceren ortamda bir
plazmide sahip oldugu goriilmiistiir. Bu plazmidlerin Cr(VI) direnci ile iliskisini
belirlemek amaciyla her plazmid E.coli DHSa bakterisine aktarilmis ve

transformatlarin Cr(VI) iceren ortamda gelisip gelismedigi kontrol edilmistir.

Yapilan ¢alismada, P. aeruginosa, B. thuringiensis ve B. cereus bakterilerinden izole
edilen plazmide sahip E.coli DH5a bakterisi Cr(VI) igeren ortamda gelismemistir.
Daha once gergeklestirilen c¢alismalarda, P. aeruginosa bakterisinde Cr(VI)
direncinden sorumlu oldugu bulunan bir plazmid izole edilmistir (Cervantes et al.
2001). Bu plazmid iizerinden kodlanan ve Chr A isimli bir proteinin Cr(VI) iyonlarini
hiicre digina tasidigi bulunmustur. CHR protein ailesine dahil olan ve P. aeuginosa
gibi bir mikroorganizmada bulunan ChrA proteininin, enerji bagimli olarak kromatin
hiicreden disar1 ¢ikarilmasini katalizledigi gosterilmistir (Alvarez et al. 1999, Nies
1999, Jiemez Mejia et al. 2006). Fakat P. aeruginosa plazmidi E.coli bakterisine
aktarildiginda konukg¢u Cr(VI) direnci gosterememistir. Bu durum, plazmidin
aktifligini baska konukgularda kaybettigini gostermistir (Cervantes et al. 2001).
Yapilan tez ¢alismasinda da P. aeruginosa bakterisinin de dahil oldugu ii¢ bakterinin
plazmidlerini bagka bir konuk¢uya aktardigimizda, bu plazmide sahip konuk¢u Cr(VI)

direnci gostermemistir.
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Denemelerde, Ochrobactrum sp. bakterisinden izole edilen plazmide sahip E.coli
DH5a, Cr(VI) igeren ortamda gelismistir. Bu durum, yalnizca Ochrobactrum sp.
bakterisinin sahip oldugu plazmid {izerinden kodlanan proteinlerin Cr(VI)’ya direngten

sorumlu oldugunu ve baska konukgularda da isleve sahip oldugunu gostermektedir.

Sonug¢ olarak, denenen dort bakterinin de Cr(VI) agir metalini hiicre iginde
biriktirmedigi, bu agir metali ne hiicre i¢inde ne de hiicre disinda kromat rediiktaz
enzimi ile Cr(Ill)’e cevirerek etkisiz hale getirmedigi bulunmustur. Tiim bakteriler
Cr(VI) stresine protein sentezini artirarak cevap vermistir. Ochrobactrum sp.
bakterisinde belirlendigi gibi tez ¢alismasinda kullanilan biitiin bakterilerde Cr(VI)

agir metalinin tastyici proteinler ile hiicre disina atildig1 diistiniilmektedir.
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