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OZET

Escherichia coli’de dis membran porin proteini olan OmpF ve OmpC farkl1 bir ¢ok c¢evresel
parametre tarafindan diizenlenmektedir. Bu calismada, zengin besiyerine ilave edilen cesitli
dezenfektan 6zellikli kimyasal maddelerin (Formaldehit, Etanol, SDS, Camasir suyu, Klor ve H,0,)
E. coli’nin porin protein sentez diizeyine etkisi ve sentez mekanizmasini kontrol eden faktorler

aragtiritlmisgtir.

Elde edilen sonuglara gore galisilmis olan biitiin kimyasal maddeler E. coli’'nin biiylimesini
azaltmistir. Etanol ve sodyum dedosil siilfatin (SDS)negatif etkisi diger kimyasal maddelerden
daha fazla olmustur. OmpC ve OmpF porin protein sentezi Formaldehit, Etanol, SDS, ¢amagir
suyu, Klor ve H202 varliginda degismistir. Bu ¢alisma ¢camasir suyu, formaldehit ve klorun OmpC
ve OmpF porin protein sentezini etkiledigini gosteren ilk rapordur. RpoS, H-NS, EnvZ ve Acp
(pta) m varlig1 veya yoklugunun dezenfektan maddeli stres sartlarinda E.coli’nin porin protein
sentez diizeyinin ayarlanmasinda 6nemli bir rol oynadiklari anlasilmistir. Porin protein sentez
mekanizmasinin daha agik bir sekilde aciklanabilmesi i¢in bu ¢alismanin ikili mutantlarla yapilmasi

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Dezenfektanlar, Porin proteinleri.



THE EFFECT OF SOME DISINFECTANT CHEMICALS ON OmpC and OmpF PORIN
PROTEINS SYNTHESIS LEVEL OF Escherichia coli IN THE RICH MEDIUM

Hiilya YILMAZ

Department of Biology, Master Degree Thesis, 2008
Thesis supervisor: Assist. Prof. Dr. Cihan DARCAN

SUMMARY

OmpF and OmpC porin which outer membrane protein in Esherichia coli are arranged by
many different environmental parameters. In this study, the effect of some disinfection chemicals
(Formaldehyde, sodium hypochlorite, chlorine, ethanol, SDS and H,0,) on E. coli’s porin protein

synthesis level and the factors that control the synthesis mechanism were determined.

Regarding to results, all of the chemicals reduced the growth of E. coli. The negative effect
of ethanol and SDS was more pronounced than formaldehyde, sodium hypochlorite, H,0, and
chlorine. OmpC and OmpF porin protein synthesis level were changed by formaldehyde, ethanol,
SDS, sodium hypochlorite (bleacher), chlorine and H,0,. This study is the first report that
demonstrates the effect of formaldehyde, chlorine and sodium hypochlorite on E. coli OmpC and
OmpF porin proteins synthesis level. It is understood that, presence or absence of RpoS, H-NS,
EnvZ ve Acp (pta) molecules play an important role in E. coli porin proteins synthesis under
disinfectant stress conditions. But in the future, this study be carried out using double mutants to

explain the mechanism of porin protein synthesis more clearly.

Keywords: Disinfetants, Porin proteins.
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TESEKKUR

Hepimiz insanoglu olarak fitratimiz geregi birer duygu harmanlariyiz. Hep sonsuzlugu
istiyoruz, hep sonsuzluga 6zlem duyuyoruz. Belki de sonsuz olan higbir seye sahip olamadigimiz
icindir. Mutlulugumuz sonsuz olsun, sevgimiz sonsuz olsun, dostlugumuz sonsuz olsun, basarimiz
sonsuz olsun gibi isteklerimiz var. Calismalarim siiresince bu sonsuz isteklerimi en derinden
hissettigim zamanlarda bana destek olan, hi¢bir yardimini esirgemeyen ve dahada 6nemlisi beni
hayata hazirlayan sayin danigsman hocam Yrd. Dog¢. Dr. Cihan DARCAN’ a emekleri i¢in sonsuz

tesekkiirlerimi sunuyorum.

Hiilya YILMAZ
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1. GIRIS

1.1 Escherichia coli’nin Karakteristik Ozellikleri

E. coli Enterobacteriaceae familyasina ait Gram (-), basit bilylime ortamlarinda kiiltiirii
yapilabilen, ¢ubuk seklinde fakiiltatif anaerob bir bakteridir [1]. E .coli spor meydana getirmez.
Genellikle tutunmak i¢in fimbrialar1 ve hareket etmek i¢in flagellasi vardir. E. coli laktozu fermente
ederek MacConkey agar iizerinde kirmizi koloniler olusturur [2]. E. coli’nin koloni sekli yuvarlak
ve yiizeyi diiz olmasina ragmen bazi suslar mukoid koloniler olusturur [3]. E. coli ilk olarak
memeli bagirsaginda tespit edilen fekal koliform bir bakteridir. Triptofandan indol yaparlar, metil
kirmizisi testi olumlu, Voges-Proskauer testi olumsuzdur. Simonun sitratli besiyerinde negatif
sonug verirler. E. coli uzun yillar boyunca sularin kirlilik indikatérii olarak kabul edilmistir. Ancak
son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda Salmonella typhimurium igin indikatdr olamayacagt ortaya

konmustur [4].
1.2 Dis Membranin Genel Ozellikleri

Bakterilerde (hiicre duvar1 olmayan bakteriler hari¢), membran yapisini kugatan ve koruma
gorevini daha giiclii olarak saglayan bir hiicre duvar1 mevcuttur. Gram boyama yontemi ile gram
(+) ve gram (-) olarak iki gruba ayrilan hiicre duvari, giiglii yapisi ile hiicrenin seklini saglayan,
sitoplazmay1 dis etkilerden koruyan bir tabakadir. Gram (-)’leri Gram (+)’lerden ayiran en temel
farklardan birisi dis membranin varhigidir. Dis membran, dis ylizeyi lipopolisakkaritlerle
kaplanmis, i¢ membran gibi polisakkarit ve proteinler igeren, ikinci bir fosfolipit tabakasidir. Dig
membran ile i¢ membran arasinda kimyasal kompozisyon ve fonksiyon bakimindan farkliliklar
vardir. Kimyasal kompozisyon agisindan, i¢ membranin lipit bilesigi yalnizca fosfolipitlerden
olusur. Buna ragmen dis membranin i¢ tabakasi, sitoplazmik membrandakine benzer olan
fosfotidiletanolamince zengin bir lipit kompozisyonu igerirken, dis tabakasi lipopolisakkaritlerden
olugmus bir tabakadir [5]. Fonksiyonlar ile ilgili temel farklilik dis membrandadir. Dig membran,
Gram (-) bakterilerin yasaminda oldukc¢a Onemli gorevleri olan bir yapi1 olup, hiicrenin dis
etkenlerden korunmasinda diger bakteri gruplarina gore Onemli bir avantaj saglamaktadir [6].
Sitoplazmik membrana gore daha fazla delikli olmasini saglayan, por olusturan proteinlerin varlig
olup, bu proteinlere porin adi verilir. Bu proteinlerin yapisal ve fonksiyonel olarak dnemli gorevleri

oldugu yapilan galigmalar ile ortaya konmustur [7, 8]



1.3 Porin Proteinlerinin Genel Ozellikleri

Porin proteinleri, gerekli besinlerin secici alimimi saglayan, ¢evresel degisimlere karsi
sentez orani degisen ve hiicreyi koruyan yapilardir. Dig membranda bu proteinlerin varligi ilk kez
1976 yilinda tanimlanmis ve porin ismi verilmis olup, ilk tanimlanan porinler Escherichia coli’deki
OmpF ve OmpC porin proteinleridir [9]. E. coli’deki bu proteinlerden OmpF nin kristal yapist ilk
kez 1980, anatomik yapist ise 1992 yilinda ortaya konmustur [10, 11].

Porin proteinleri, membran permeabilitesinde rolii olan, ortalarinda bulunan deliklerden 600
kDa’dan kiigiik hidrofilik bilesiklerin alinimini saglayan ve ¢aplart 0,6-2,3 nm arasinda degisen
spesifik yada spesifik olmayan gecirgenlik o6zelligi gosteren su dolu kanallardir [12]. Porin
proteinleri altta bulunan peptidoglikan tabakaya kovalent olmayan baglarla baglanmiglardir. Bu
proteinler spesifik ve spesifik olmayan proteinler olarak 2 gruba ayrilmistir. E. coli igin spesifik
porinlere LamB ve PhoE, spesifik olmayan porinlere ise OmpC ve OmpF 6rnek olarak verilebilir.
E. coli’de LamB porininin ortasindaki kanal maltoz ve maltodekstrini, PhoE porininin ise fosfat
molekiillerini gecirdigi i¢in spesifik kanal olarak kabul edilirler [5]. E. coli'de OmpA, OmpF,
OmpC, LamB, PhoE, Tsx olmak {izere 6 porin proteini tanimlanmistir. OmpF porin proteini 37,
OmpC ise 36 kDa molekiiler agirliga sahiptir [13]. OmpA porininin ise madde transferinden farkl
bir gorevi olup, membranda orani cevresel sartlar ile degismeyen, dis membrana saglamlik
kazandiran bir proteindir [14,15]. Enterik grup bakterilerde ve diger gram negatif bakterilerde
bulunan porin proteinleri farkli adlar ile adlandirilmistir. OmpC ve OmpF porin proteinleri ¢evresel

sartlardaki degisimlere gére hiicrede yaklasik olarak 10*-10° arasinda bulunmaktadir [5].
1.4 Porin Proteinlerinin Anatomik Yapisi

Porin proteinlerinin ortalarinda bulunan deliklerin anatomik yapilar1 birbirinden farklidir.
Porinler konformasyonel yapilar ve fizikokimyasal 6zelliklerine gore ya trimerik yada monomerik
organizasyona sahiptir. Ortalarinda tek kanal bulunan porinlere P. aeruginosa nin protein P porini,
3 ayrt kanal bulunanlara ise OmpC, LamB ve PhoE porinleri 6érnek olarak verilebilir. Bazi
porinlerde ise kanal dis ylizeyde 3 ayri delikten orijin aldiktan sonra ortaya yakin bir noktada
birlesir ve tek bir kanal olarak periplazmik bosluga ac¢ilir, bu tip porinlere en iyi 6rnek de E. coli’nin
OmpF porinidir [5]. 3 monomer iinitesi ylizeyde bulunan halkalarin yakin iliskileri ile birleserek

trimer yapiy1 olusturmaktadir. Yalnizca yiiksek sicaklikta, SDS gibi deterjanlarin bulundugu



ortamlarda ¢oziilebilen bu yapi, dis membran igine yerlesmis yogun bir molekiil organizasyonu

gerceklestirir [12].

Membranda bulunan porin proteinleri ¢ok sayida B-levha yapilar igerir [5]. Porinler
pseudosiklik B fi¢1 yapisi ortaya koyan antiparalel B ipliklerden olusur [10,16]. Spesifik porinler
18, spesifik olmayan porinler ise 16 iplikli B levhaya sahiptir [5]. Dis membranda bulunan
proteinlerin tamaminin 3 plakali tabakali protein yapisina, sitoplazmik membranda bulunan
proteinlerin ise o heliks protein yapisina sahip oldugu ifade edilmistir [S]. Bu farkliligin dig

membran proteinlerinin sentezinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir [17].

Porinlerin madde transferini nasil gergeklestirdikleri tam olarak ortaya konamamus, fakat
yapilan ¢aligmalar sonunda bazi hipotezler ortaya atilmigtir. Kanalin ortasinda L; loop olarak
adlandirilan, kanalin ortasindan daralmasini saglayan ve porine kum saati seklini kazandiran
fonksiyonel bir yapinin varligi tespit edilmistir [18]. Bu yapimnin, kanalin madde transferinde
onemli bir gorevi oldugu ortaya konmustur [19, 20]. Porinlerin madde transferi ile ilgili ortaya
atilan hipotezlerden birisi, genel porinler i¢in voltaj kapis1t mekanizmasi olup, bu mekanizma hala
tam olarak ¢oziilememistir [21]. Substrat spesifik porinlerde ise bu mekanizmanin olmadigi, madde
transferinin yagda kayma mekanizmasi olarak adlandirilan bagka bir mekanizma ile gerceklestigi

tespit edilmistir [22].
1.5 Porin Proteinlerinin Fonksiyonlar
1.5.1 Porin proteinlerinin a¢hk stresindeki fonksiyonu

Besin simirlamasi, biiyiime oraninin azalmasina neden olan ve bakterilerde fizyolojik ve
biyokimyasal diizenlemeleri igeren genis bir adaptasyon saglayan stres sartlarindan birisidir. Besin
sinirlamasindaki bu diizenlemelerin arasinda porin sentezinin de bakterilerde onemli bir rol
oynadig1 tespit edilmistir [23,24]. Aclik stresinde porinlerin diizenlenme mekanizmalar ile ilgili
olarak kapsamli ¢alismalar yapilmasina ragmen mekanizma heniiz tam olarak ¢oziilememistir [23,
25] E. coli’de glukoz smirlanmasinda OmpF, azot smirlanmasinda ise OmpC’nin daha fazla
sentezlendigi gosterilmigstir [25]. Liu ve Ferenci (2001) ¢alismalarinda, aglik stresi altinda porin
sentezinin OmpR’ye bagimli oldugunu ifade etmislerdir [25]. Kemostat kiiltiirler kullanarak,
achigin etkisi ile porin sentezini diizenleyen mekanizmalar1 ¢6zmeye yonelik ¢aligmalarinda, EnvZ

sensoril olmadan da porin transkripsiyonunun oldugunu gostermislerdir. Ancak bu faktorlerin aglik



stresindeki etkilerinin tam olarak bilinmedigini ifade etmislerdir [25]. Porinlerin madde
transferindeki rolleri diisiiniildiigiinde aclik stresinde bakterilerin besin maddelerini toplayabilmek

icin membran permeabilitesini porinler ile degistirdigi ifade edilmistir [26].

Ozkanca (1993, 2002)’nin ¢alismalarinda da achik stresinde porin sentezinin diizenlendigi
ortaya konulmustur [24,27]. Ozkanca ve Flint (2002) calismalarinda gél suyunda 38 giinliik aghk
stresine maruz birakilan E. coli’nin OmpF porin protein sentez diizeyinin 25 °C ve 37 °C’de artis
gosterdigini rapor etmislerdir [27]. OmpC’nin ise nisbi olarak fazla degisiklik gdstermedigi,

OmpA’nin miktarinda azalma oldugu belirlenmistir.
1.5.2 Porin proteinlerinin osmotik stresteki fonksiyonu

Ortam osmolaritesi degistigi zaman gram (-) bakteriler porin sentezlerini diizenleyerek dis
membran permeabilitesini adapte ederler. OmpC ve OmpF porin proteinlerinin gevresel sartlara
bagimli olarak degisimi, ilk olarak osmotik stres ile yapilan ¢aligmalarda ortaya konmus ve bu
nedenle osmolariteye karst kullanilan proteinler olarak ifade edilmistir. Direkt osmolarite ile
diizenlenen bu proteinlerden OmpF diisiik osmolariteli sartlarda sentezlenirken, yliksek osmolariteli
sartlarda ise OmpF baskilanarak OmpC porin proteini sentezlenmektedir [28]. EnvZ, osmosensor
olarak osmolaritedeki degisimi regiilatore iletmekle gorevlidir. Ancak EnvZ’nin osmolaritedeki

degisimleri nasil hissettigi heniiz tam olarak bilinmemektedir [29].
1.5.3 Porin proteinlerinin pH stresindeki fonksiyonu

Heyde ve Portalier (1987)’in bildirdigine gore, E. coli’nin ompF, ompC ve lamB porin
genleri notral ve asidik pH ile diizenlenmektedir [30]. Asidik pH’da E. coli nin OmpF, LamB
porininin ve 30 kDa’luk proteinlerinin sentezinde azalma, OmpC sentezinde ise artis oldugu
gozlenmistir [30]. EnvZ ile yapilan ¢alismalarda 2 farkli mutasyonun porin sentezindeki kontrolil
degistirdigi goriilmiis ve bu mutant suslardan birisinin ompF ve ompC genlerinin pH bagimh
diizenlenmesini oldukca etkiledigi ifade edilmistir. Ayni zamanda noétral pH’da ise her iki
mutasyonda da bir degisim olmadigi ve OmpR sentezinin pH’dan etkilenmedigi ortaya konmustur
[30]. pH bagimli porin diizenlenmesinin transkripsiyonel diizeyde oldugu, ayrica ompF’nin
posttranskripsiyonel diizenlenmesinin de varligi ifade edilmistir. Heyde ve Portalier (1987)
calismalarinda ompF ve ompC genlerinin sentezi lizerine hem transkripsiyonel hem de
posttranskripsiyonel diizeyde pH’ya bagl olarak regiilator etkinin EnvZ bagimli oldugunu ortaya

koymuslar, bunun yaninda ompF sentezi i¢in ayrica bir diizenlemenin de varligini vurgulamiglardir



[30]. Sato ve ark. (2000) ise galismalarinda asidik pH sartlarinda OmpC porin sentezinin
EnvZ’den bagimsiz bagka bir mekanizma ile ¢alistigin1 ortaya koymuslar, ancak mekanizmanin
bilinmedigini ifade etmislerdir [31]. Darcan (2005) OmpC nin asidik pH da EnvZ den bagimsiz
olarak gerceklesen sentezinde rol alan faktorleri tespit etmek i¢in yapmig oldugu ¢alismada RpoS,
H-Ns, Acp’1 ¢alismis ancak bu faktorlerin asidik pHdaki sentezden sorumlu olmadiklarini tespit

etmistir [32].

Thomas ve Booth (1992), sabit osmotik sartlarda pH 7.8 ve pH 6.0’da yaptiklari
calismalarinda, asidik pH’da {iretilen E. coli kiiltiirlerinde OmpC porin sentezinin arttigini, fakat
OmpF porininin ise pH 7.8’de daha fazla sentezlendigini ortaya koymuslardir [33]. Ortamin
osmolaritesi arttirildiginda OmpC’nin sentezinin her iki pH’da da, pH’dan bagimsiz olarak arttigini,
OmpC fizerine pH ve osmolaritenin farkli mekanizmalar ile etkiledigini gostermislerdir. Aym
calismada cAMP’nin pH 6.0’da OmpC sentezini arttirdigini, OmpF sentezine ise etkisinin
olmadigini ortaya koymuslardir. OmpC’nin osmotik diizenlemesinin ise ortamdaki karbon
kaynagindan bagimsiz oldugunu gostermislerdir. Daha Onceki ¢alismalarda kompleks ortamlarda
ireyen hiicrelerde pH bagimli porin diizenlenmesi ortaya konmusken [30, 33], sadece glukoz
karbon kaynag1 olarak kullanildigi zaman porin genlerinde pH bagimli bir diizenlemenin oldugunu

ifade etmislerdir.

Heyde ve ark. (2000) E. coli’de pH 6.0’da OmpC, pH 7.8’de ise OmpF’nin sentezlendigini,
EnvZ mutant E. coli’de ise pH 6.0’da OmpC ve OmpF’nin, pH 7.8’de ise OmpF nin sentezlendigini
ve OmpC’nin ise yok denecek kadar az oldugunu vurgulamislardir [34]. EnvZ yoklugunda ompF
ve ompC sentezinin pH ve AcP ile etkilendigini ifade etmisler, diisiitk pH’da daha yiliksek OmpR-P
miktarinin bu diizenlemeden sorumlu olabilecegini, pH vasitast ile AcP’m miktarinin degiserek
OmpR-P diizeyini degistirdigi, boylece EnvZ’nin karismadigi pH bagimli porin sentezini AcP’in
kontrol ettigini ortaya koymuslardir [34]. EnvZ aktivitesinin pH ile porin diizenlemesine
karismadigint ifade ederek AcP’in OmpR’yi nasil fosforladigmin bilinmedigini ifade etmislerdir
[34]. Ayrica Kim ve ark. (1996)’da AcP’in OmpF ve OmpC’nin osmotik diizenlenmesini EnvZ
olmadan gerceklestirdigini ortaya koymuslardir [35]. Buna ilaveten farkli karbon kaynaklarinda
porinlerin farkli diizenlemesini saglamada AcP’in rolii ifade edilmis, piriivat ile gerceklesen farkl
bir mekanizma ile diizenlenen porin sentez mekanizmasinin oldugu vurgulanmis, ancak heniiz bu

mekanizmanin nasil ¢alistiginin bilinmedigini ifade etmislerdir [34].



1.5.4 Porin proteinlerinin diger cevresel sartlardaki fonksiyonlari

Lugtenberg ve ark. (1976) caligmalarinda porin protein sentez diizeyinin biiyiime
sicakligina baglh olarak degistigini gostermislerdir [36]. Yine Andersen ve ark. (1989)
calismalarinda porinlerin sentezinin sicaklifa bagli olarak micF RNA ile kontrol edildigini tespit
etmiglerdir [37]. Baska bir ¢caligmada da OmpF sentezinin 37 °C’de diisiik sicakliklara gore daha
fazla azaldig1, OmpC sentezinin ise 5 ve 15 °C’de daha fazla azalma gosterdigi ifade edilmistir [24].
Bagirsaklarda bakterilerin safra tuzlar1 ve diger toksik bilesiklerden korunmasina yardimct olmak

icin yliksek sicakliklarda, OmpF miktarinin azaldig1 ifade edilmistir [38].

E. coli’nin biliyime ortamina salisilat veya etanol katildiginda OmpF sentezinin arttig1
yapilan ¢aligmalar ile ortaya konmustur [37, 39, 40]. Darcan ve ark. (2001) etanol ile muamele
edilen E. coli ve S. typhimurium’un OmpC ve OmpF porin proteinlerinin ve dis membran
proteinlerinin biiyiikk ¢ogunlugunun sentezinde dikkate deger artis oldugunu gostermislerdir [39].
Ayrica yapilan bir ¢aligma da salisilik asitin OmpF porin sentezini micF RNA ile bloke ettigi tespit
edilmigtir [41]. Darcan (1999) deniz suyunda yaptig1 c¢alismasinda, formaldehit ve SDS gibi
dezenfektan oOzellikli kimyasal maddelerin E. coli ve S. typhimurium’un dis membranindaki
proteinlerin, OmpC ve OmpF porin proteinlerinin sentez diizeyini azalttigim1 gostermistir [42].
Ozkanca (1993)’da gol suyunda yaptig1 bir alismada SDS gibi deterjanlara maruz kalmis E. coli’de
OmpC ve OmpF porin proteinlerinin neredeyse yok denecek kadar azaldigini belirtmistir [24].
Kimyasal kirletici maddelerden olan monoklorofenol, pentaklorofenol ve kadmiyum klorid
kimyasallariin da etkisi ile OmpF sentezinin azaldig1 gosterilmistir [43]. Mar regiilonun (kimyasal
maddelere direng¢ regiilonu) porin proteinlerinin sentezini, 6zellikle OmpF porinini kontrol ettigi
ortaya konmustur [44]. Mar regiilonunun kimyasal maddelerin hiicre digina atilmasi ve hiicrenin

korunmasinda 6nemli rolii vardir [45].

E. coli’de porinlerin ArcB ile diizenlenmesinin tespit edilmesiyle birlikte, porinlerin sentez
diizeyinin oksijen miktar1 ile de kontrol edildigi gosterilmistir [46]. ArcB, E coli’nin farkli oksijen
sartlarina adapte olmasmi saglamada kompleks regiilator aglarda hayati rol oynamaktadir.
Matsubara ve ark. (2000) calismalarinda OmpR’nin, farkli bir fosforlama sistemi olan ArcB-
ArcA’nin sensOrii ArcB ile fosforlandigini ortaya koymustur [46]. Ancak E. coli’nin neden
anaerobik sartlarda giiclii bir porin sentezine ihtiya¢ duydugunun heniiz bilinmedigini ifade

etmiglerdir. Ayrica anaerobik sartlar altinda porinlerin sentezini diizenleyen micF RNA, Lrp, HNS,



IHF, RpoS gibi faktorlerin olabilecegini ifade etmisler ve bu faktorler ile anaerobik sartlarda

caligmalarin olmadigini belirtmislerdir.
1.5.5 Porin proteinlerinin antibiyotik direncindeki fonksiyonu

Porinlerin 6nemli gorevlerinden biriside gram negatif bakterilere antibiyotik direnci
saglamalaridir. Neisseria meningitidis, K. pneumoniae ve Enterobacter aerogenes gibi bazi klinik
izolatlarda, membranda ortaya ¢ikan dikkat ¢ekici bir porin varyasyonu goriilmektedir [47]. Bu
varyasyon genel antibiyotik tedavilerine ragmen bakteriyal direnci agiklayan bir fenotipi ortaya
koymaktadir. Bu direngli klinik izolatlarda gézlenen durum porinin daralma bdlgesindeki degisken
pozisyonu ve kisa yan zincirlerdeki aminoasitler veya daralma alanindaki yiklerle ortaya
cikmaktadir. Bu ilave yiikler liimen i¢inde antibiyotiklerin normal difflizyonunu etkileyerek direnci

saglamaktadir [12].

Por yapisindaki diizenlemelere ilaveten, porin sentezindeki degiskenlikte antibiyotik
direncinde 6nemli rol oynar. Bu direng, bazi antibiyotiklerin varliginda bakteriyal patojenlerin
porinlerin sentezini azaltmasi veya kapatmast ile ger¢eklesmektedir. OmpC ve OmpF porin kayb1
ile antibiyotik direnci arasindaki iliski 6zellikle E. coli ve S. typhimurium’da ¢esitli caligmalar ile
gosterilmistir [48, 49]. K. pneumoniae’da porinlerin kaybinin cefoxitine dirence neden oldugu
gorlilmils, ayrica 3. nesil sefaalosporinler ve monobaktamlara direnci arttirdig1 ve floroquinolonlara
hassashig1 azalttig1 tespit edilmistir. K. pneumonia’da ayrica B-laktamaz iiretimi ile porin sentezi
arasinda bir iligki bulunmustur. Buna gore genis spektrumlu B-laktamaz sentezi yapamayan K.
pneumoniae’nin bir ¢ok izolatinda OmpK36 ve OmpK35 porinleri sentezlenirken, B-laktamaz
iireten bakterilerde yalnizca OmpK36 porininin sentezlendigi, OmpK35’in ya ¢ok diisiikk ya da
sentezlenmedigi gosterilmistir [S0]. Ayrica bir ¢ok B-laktam antibiyotigin dis membrani porinler
vasitast ile gectigi bilinmektedir [51]. Bu nedenle dis membranin permeabilitesi [-laktam
antibiyotiklere gram (-) bakteriyal direncin olusmasinda 6nemli mekanizmalardan birisidir [6].
Nitzan ve ark. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada farkli B-laktam antibiyotiklerin tasidiklari
yiik 6zelliklerine gore dis membrani porinlerden gecislerinde farkliliklar oldugunu gostermislerdir

[49].

Uzun siireli antibiyotik tedaviye maruz kalan hastalarda, ¢oklu antibiyotik direnci olan
bakterilerin ortaya ¢iktig1 goriilmistiir. Bu direngte OmpC porin proteini ve gen bolgesindeki

varyasyonlarin énemi Low ve ark. (2001) tarafindan E. coli lizerinde yapilan ¢aligmada ortaya



konmustur [48]. Ayrica De ve ark. (2001)’da caligmalarinda E. aerogenes’de yeni bir antibiyotik
direng mekanizmasinin dis membranda mevcut olan bir porin ile gerceklestigini ortaya koymustur
[52]. Ancak E. aerogenes’de antibiyotiklerin gecisinde bu porinin fonksiyonel ve molekiiler rolii
hakkinda bir bilgi olmadigi1 vurgulanmigtir. Li ve ark. (1997) calismalarinda porinleri eksik E. coli
mutant suslarinin giimiise direngli oldugunu ifade etmislerdir [53]. Yapilan ¢aligmada giimiis
direngli olarak gosterilen ve izole edilen E. colinin ya OmpF ya da OmpF-OmpC porin

proteinlerinin eksik oldugu, permeabilitenin yabani tipe gore 5 kat daha az oldugu tespit edilmistir.
1.5.6 Porin proteinlerinin reseptor fonksiyonu

Porinlerin fonksiyonlarindan birisi de reseptdr fonksiyonudur. Fajlar ve bakteriosinler i¢in
reseptor olarak gorevleri oldugu gibi farkli bilesiklerin tutunma alani olarak gorevleri de vardir.
Porinlerin bu rollerine hiicre dis yiizeyinde bulunan hiicre yiizey iplikleri karisir [12]. Lactoferrin E.
coli’ye tutunma alani olarak PhoE ve OmpC porinini kullanir [54]. S. typhimurium, K. pneumoniae
ve Aeromonas hydrophila gibi farkli bakterilerde Clq’nun, porin proteinlerine ¢esitli yollar ile
baglanmasmin komplementi aktive ederek hiicre yiizey alan1 {izerindeki obsonic proteinlerin (C3b
veya ic3b) dagilmasim sagladigi ifade edilmistir. Bu ylizden porin proteinleri bu 6liim zincirinde

stratejik rol oynar [55].

LamB porini ilk bulundugunda lamda faj1 reseptorii olarak tanimlanmis daha sonra maltoz
gibi sakkaritler i¢in gecis 0zelligi olan bir porin oldugu tespit edilmistir. Zaten LamB adi lamda
fajindan gelmektedir. Porin proteinlerinin virlislerin bakteriye tutunmasini saglayacak reseptor
olarak gorevleri de oldugu goriilmektedir. Tula, Tulb ve Mel adi1 verilen viriislerin de OmpF ve

OmpC porin proteinlerini reseptor olarak kullandiklar: ifade edilmistir [12].
1.5.7 Porin proteinlerinin patojenitedeki fonksiyonu

Bakterilerin bitki kdklerine tutunmasinda porinlerin rolii oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya
konmustur. Ornegin, in vitro sartlarda Rahnella aquatilis in bugday koklerine tutunmasinda OmpC
porininin rolii gosterilmistir [S6]. Baska bir ¢alismada da P. fluorescens ’in OmpF porin proteininin

tahil koklerine tutunmada rolii oldugu ortaya konmustur [57].

S. typhimurium’dan OmpD (Dorman ve ark., 1989) ve Shigella flexneri’den OmpC
(Bernardini ve ark., 1993) porinlerinin bakterilerin yayilma yollarinda virulans faktorii olarak

hareket ettigi tespit edilmistir [58, 59]. OmpB ve ompC genleri silinmis mutant suslarda virulans



fenotipleri olduk¢a azalmis, mutant susun hiicreden hiicreye yayilabilmesi ve epitel hiicrelerini
hasara ugratmasi ciddi sekilde etkilenmistir. Bu mutant suslarin virulansinin E. coli’nin OmpC
genini tastyan bir plazmitli rekombinantla tekrar eski haline geldigi tespit edilmistir [58]. Vibrio
cholerae’da ToxR transkripsiyonel aktivatoril, virulans faktoriiniin sentezini kontrol eder. Ayrica bu
aktivatoriin V. cholerae’nin OmpU ve OmpT porinlerinin sentezini de kontrol ettigi belirtilmistir

[60].

Porinler ile patojenite arasindaki en dikkat c¢ekici Orneklerden birisi de MNeisseria
gonorrhaeae’nin patojenitesini saglayan PorB porinidir. Bu porin bakterinin uretra, endoservix,
konjunktiva, fallopian tiipleri, rektum ve farinksin mukozasina kolonize olmasini saglar. Klasik bir
porin olan PorB, dis membranda iyon ve besin tagima kanali olarak gorev yapar. Ayni zamanda
bakterinin konak hiicre membranlar1 i¢ine yerlesmesine yardimci olur [61]. Membrana yerlesen
neisserial porinin, kalsiyum bagimli sistein proteaz calpaini ve merkezi apoptosis yapan molekiil
caspasi aktive ederek hizli bir kalsiyum akisini sagladigi ve boylece apoptosisi indiikledigi tespit

edilmistir [61].

Porinlerin ayn1 zamanda Gram (-) bakteriler ile goriilen kemik yikimina karistigi tespit
edilmistir. Kemik hastaliklarmin en temel gruplarindan birisi, diinya niifusunun %15’ini etkileyen
bakterial alveolar kemik hastaliklar1 gibi periodontal hastaliklardir [62]. Bu nedenle bakteriler ile
indiiklenen kemik yikim mekanizmasinin belirlenmesi ¢ok Onemlidir.  Son yillara kadar
lipopolisakkaritlerin kemik enfeksiyonlarindaki doku yikimimin sorumlusu oldugu bilinirdi. Meghji
ve ark. (1997) calismalarinda S. #yphimurium porinlerinin kemiklerden kalsiyum salinimini

indiikledigini gostermislerdir [62] .

S. typhimurium’da ompB lokusunda meydana gelen bir mutasyonun HeLa hiicrelerinde Sif
olusumunu etkiledigi tespit edilmis, ompR mutant suglarinin farelerde virulans 6zelliginin olmadigi
gosterilmistir  [59]. Sif olusumu, dolayisi ile virulansin olusmasinda OmpR gerektigi
vurgulanmistir.  Ayrica S. typhimurium ompR mutant suslarinin fare makrofaj hiicrelerinde
apoptosisi indiiklemedigi ve patojenegenezden sonraki adimi gerceklestiremedigi tespit edilmistir

[63].
1.6. OmpC ve OmpF Porin Proteinlerinin Sentez Mekanizmasi

E. coli gibi Enterobacteriaceae familyasi iiyeleri ve diger bakteriler topraktan bagirsak

alanlarina kadar ¢ok ¢esitli ¢evresel sartlarda bulunurlar. Bu farkli ¢evresel sartlar igerisinde
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oksijen miktari, organik ve inorganik elementlerin miktarindaki degisimler, toksinler, sicaklik, pH,
osmolarite gibi farkli sartlarin ekstrem degerleri ile karsilasabilmektedirler [64]. Bakteriyal
regiilator sistemleri, bu farkli sartlarda optimal biiylime orani ve yasamini saglamakla goérevlidirler.
Bakteriler meydana gelecek her tiirlii ¢cevresel degisimi algilayip, bu degisimlere gore metabolik
onlemler alabilen sistemlere sahiptirler. Bu sistemler iki bilesikli fosforlama sistemleri olarak
adlandirilir [65]. Porin proteinleri de iki bilesikli fosforlama sistemi ile ¢calismaktadir [66]. OmpC
ve OmpF porin proteinleri E. coli ve S. typhimurium’da ompB lokusu tarafindan diizenlenir [67, 68].
OmpB lokusu OmpR-EnvZ iki bilesikli regiilator sistemin genlerini kodlar, EnvZ bir histidin kinaz

sensOr, OmpR ise transkripsiyonel aktivatordiir [67].

Porin sentez mekanizmasinin ¢ok kompleks oldugu ve bir ¢ok faktdriin porin
transkripsiyonel ve translasyonel kontroliine karistigi bilinmektedir. EnvZ sensorii, OmpR
fosforilasyonu ve defosforilasyonu i¢in temel rol oynar [69]. Diisiik osmolarite, EnvZ fosfataz
aktivitesini indiikleyerek OmpR-P’in defosforilasyonunu saglarken OmpR miktarini arttirir.
Yiksek osmolarite ise EnvZ kinaz aktivitesini arttirir ve OmpR fosforilasyonunu saglayarak
OmpR-P miktarmi arttirir [28]. OmpR-P yiiksek diizeyde ise ompC genini uyarirken ompF genini
baskilar [70]. Ancak porin diizenlenmesinin tamamen EnvZ bagimli olmadig tespit edilmistir [71].
Cesitli alternatif histidin kinaz dondrleri [72] ve asetil fosfat (AcP) [34] fosforamidat, karbamyl
fosfat gibi baz1 yiiksek enerjili molekiillerinde OmpR’yi fosforladigi gosterilmistir [73]. EnvZ ve
OmpR ’nin yaninda bir ¢ok global regiilatorler ki bunlar alternatif sigma faktorii (RpoS) [74], histon
benzeri DNA baglama proteini (H-NS) [75] integrasyon konak faktorii (IHF) [76] gibi
molekiillerinde porin sentezini transkripsiyonel diizeyde diizenledigi tespit edilmistir. Porin
sentezini bilinmeyen bir yolla etkileyen diger bir sinyalde cAMP’dir [25]. Ayrica OmpF

translasyonunun kontroliinii saglayan bir faktoriinde micF RNA oldugu ortaya konmustur [77].

Sekil 1.1°de Liu ve Ferenci (2001)’nin makalesinde ¢izdigi, OmpC ve OmpF porin
proteinlerinin sentezini kontrol eden ve su ana kadar elde edilen bilgiler 1s18inda ortaya konan
tahmini mekanizma verilmistir [25]. Ancak burada senteze karisan mekanizmalar tam olarak kesin
bilgiler icermemekte ve ilave bagka faktorlerinde olabilecegi tahmin edilmektedir. Farkli ¢evresel
sartlar altinda bu mekanizmalarin nasil ¢alistig1 da tam olarak ortaya konamamistir. Osmotik streste
porinlerin ¢alisma mekanizmasi asag1 yukari bilinmekte olup yapilan literatiir arastirmalarinda diger

stres sartlar1 ile (pH, aclik, sicaklik, ¢esitli kimyasal maddeler vb) yeterli calismaya rastlanmamistir
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1.6.1 EnvZ-OmpR ikili fosforlama sistemi

EnvZ-OmpR sistemi, cevresel degisimleri algilayan bir sensér ve bu sensoriin sinyali
ilettigi bir regiilatorden olusan iki bilesikli fosforlama sistemlerinden birisidir [66]. Bu sistemlerde
bulunan iki bilesikten birisi korunmus aspartil alan1 gecici olarak fosforlanabilen cevap regiilatorii
olarak bilinir. Cevap regiilator proteinlerinin biiyiik ¢cogunlugu transkripsiyonel faktorlerdir ve
fosforlandiktan sonra transkripsiyon aktivitesini saglar [78] Iki bilesikli sistemlerin diger bilesigi
histidinkinaz proteindir. Bu protein ayni zamanda sensor veya transmitter protein olarakta ifade
edilir [79]. Histidin kinazlar ATP deki y-fosforil grubunu kendi iizerindeki histidin residiisinin
imidazol zincirindeki bir N’a transfer eder. Regiilator ise histidin kinazdan fosforil grubunu kendi
tizerindeki aspartat residiisiine aktarir [78]. Fosforile olmus regiilator proteinlerin hiicresel
konsantrasyonlarini diizenlemede, farkl transdiiksiyon sistemlerinde farklt mekanizmalar kullanilir.
Ornegin bazilarinda kontrol, histidin kinazin otofosforilasyonunun diizenlenmesi ile ortaya ¢ikarken
[73] baz1 durumlarda ise fosforile olmus cevap regiilatoriin hiicresel konsantrasyonunun fosfataz
aktivitesi ile diizenlenerek saglanir [79]. Baska bir durumda ise fosfataz aktivitesinin diizenlenmesi
histidin kinaz aktivitesini diizenleyen proteinden ayri bulunurken, bazi durumlarda ise fosfataz
aktivitesi ayni proteindedir. EnvZ’de sensdr yani g¢evresel uyartyl alan yapi histidin kinaz
aktivitesine sahip proteinin iizerinde yer almaktadir [79]. E. coli’de yaklasik olarak 30 farkli iki
bilesikli sistem oldugu tahmin edilmektedir [73].

iki bilesikli fosforlama sistemlerinin bir &rnegi olan EnvZ/OmpR sistemi porin proteini
olan ompF ve ompC gen bolgelerini diizenledigi tespit edilmistir [67, 80]. OmpR proteini segici
olarak ompF ve ompC genlerinin iist bolgelerine baglanarak sentezi kontrol eder [81, 82]. ompB
operonunda bulunan ompR geni 239 aminoasitten olusan ve 90 baz ¢ifti ompF ve ompC gen bolgesi
ile uyumlu bir DNA baglanma regiilatoriidiir [83]. EnvZ’nin toplam 450 aminoasitlik kisminin 115
aminoasitlik kismi periplazmik alanda, 270 aminoasitlik kismi ise sitoplazmik alanda oldugu
bulunmustur [84]. Bir hiicrede EnvZ’nin yaklagik 10 kopya [85], OmpR’nin ise 1000 kopya oldugu
tahmin edilmektedir [86]. EnvZ, ATP varliginda otofosforilasyona sahip osmosensordiir [84].
Osmolaritenin hissedilmesi ile ilgili olarak dis osmotik basingtaki degisim sonucunda ortaya ¢ikan
potasyum ve glutamatin sitoplazma konsantrasyonundaki artig ile EnvZ sensoriin fosfataz bilesigi

inaktive edilerek OmpR-P diizeyini yiikselttigi ifade edilmistir [87].
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Sekil 1.1 OmpC ve OmpF porin proteinlerinin sentez mekanizmasi ile ilgili tahmini model [25].

EnvZ’nin sitoplazmadan daha ¢ok periplazmadan veya dis membrandan gelen uyarilara
cevap olusturacagt vurgulanmis (Igo ve Silhavy, 1988), ancak Leonardo ve Forst, (1996)
caligmalarinda periplazmik kismin sensoriin gorevi i¢in gerekli olmadigini ortaya koymuslardir [88,
89]. Son olarak EnvZ’nin osmolariteye bagimli aktivitesinin diizenlenmesinde potasyumun rol
aldig1 tespit edilmistir [90]. In vitro deneylerde OmpR olmadan RNA polimerazin ompF ve ompC
transkripsiyonunu gerceklestiremedigi tespit edilmis ve saflagtirllmis OmpR ilave edildiginde
sentezin gerceklestigi goriilmiistiir [67]. Yapilan calismalardan hem ompF hem de ompC igin
OmpR-P gerekli oldugu ortaya konmus (Russo ve Silhavy, 1991) ve 2 farkli promotora farkli

konsantrasyonlarda, farkli baglanma affinitesi ile etki gosterdigi belirlenmistir [70, 69].

Bakterilerde EnvZ/OmpR gibi bir ¢ok iki bilesikli fosforlama sistemleri vardir. Bunlar
arasinda kemotaksis, nitrojen diizenlemesi, virulans, sporulasyonu kontrol eden mekanizmalar
sayilabilir [66]. Ayrica in vitro ¢aligmalardan birbiri ile ¢apraz diizenlemeler ortaya koyduklar

gosterilmistir [46]. ki bilesikli sistemlerin sensorlerinde otofosforilasyon alanlar1 evrimsel olarak
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oldukca iyi korunmustur. Ancak EnvZ diger sensorlere gore sahip oldugu fosfataz aktivitesi ile
farkli bir 6zellige sahiptir [79]. EnvZ, kinaz ve fosfataz aktiviteleri arasinda denge saglayarak

OmpR-P miktarini kontrol ile porin sentezini diizenler [70].

Baz1 in vivo sartlarda OmpR’nin fosforlanmasini saglayan EnvZ’den bagka alternatif
faktorlerin varligint ortaya koyan kanitlar vardir [31,70,71,72]. Fosforamidat (NH,POs3), acetyl
fosfat ve karbamyl fosfat ile 7 saflagtirilmis cevap regiilator proteininin (CheB, NR1, PhoB, CheY,
OmpR, ArcA ve AlgR) in vitro’da fosforlanabildigi ortaya konmustur [73]. Bu sonuglar cevap

regiilatorlerinin kendi otofosforilasyonlarini gergeklestirebildigini gostermektedir.

OmpR ile diizenlenen porinler disinda bagka genlerinde oldugu ortaya konmustur. Shin ve
Park, (1995) ¢alismalarinda E. coli’nin flagella sentezinin diizenlenmesinde AcP ile fosforlanan
OmpR’nin etkisi ortaya konmus, OmpR-P ile flagellar sentezin diizenlendigi gosterilmistir [91].
Ayrica S. typhimurium’un tripeptid permease kodlayan fppB, dis membran protease opr, pho
regiillonunun PhoA ve PhoE proteinleri, maltoz operonunun pozitif regiilatori MalT nin
OmpR/EnvZ ikili sistemi ile diizenlendigi tespit edilmistir [92]. Baska bir ¢alismada OmpR’nin S.
typhimurium’un virulansinda ¢ok oOnemli fonksiyonu olan SsrA-SsrB iki bilesikli regiilator
sisteminin ss¥4 promotoruna direkt olarak baglanabildigini ve pozitif olarak diizenledigi
gosterilmistir [93]. Ayrica OmpR’nin hiicre boliinmesi ve fatty asitlerin taginmasinda da rolii tespit

edilmistir [94, 95].

E. coli’de porin proteinlerinin arcB ile de diizenlendigi ifade edilmistir. Bdylece porin
sentezinin oksijen diizeyi ile de kontrol edildigi goriilmektedir. sdhCDAB operonu, siiksinat
dehidrogenaz enzimini kodlayan operon, ArcB-ArcA sistemi ile diizenlenir [46]. Matsubara ve ark.
(2000) calismalarinda anaerobik ve aerobik sartlarda biiyiitiilen E. coli’nin porin profillerinde
oldukga farkliliklar oldugunu gostermislerdir [46]. Dolayisi ile anaerobik sartlarda porin sentezinin
ArcB ile kontrol edildigi ortaya konmustur. Porinlerin anaerobik sartlarda diizenlenmesinin OmpR
bagimli oldugu, ArcA bagimsiz oldugu ifade edilmistir. Ayrica ArcB anaerosensoriin bagka bir
regiilatorii fosforlamas1 goéz Oniine alindiginda EnvZ osmosensoriinde baska regiilatorleri
fosforlayabilecegi belirtilebilir. Ancak su ana kadar bununla ilgili bir ¢calisma ortaya konmamustir.
Bu sonuclar E. coli’de mevcut oldugu tahmin edilen 30 fosforlama sistemi arasinda bir ag

olabilecegini gdsterir ve birbiri ile bilinmeyen ¢apraz diizenlemeler ortaya koyabibilir [46].



14

1.6.2. Porin protein sentezinde micF RNA’nin rolii

micF geni stres uyarilarina cevap olarak OmpF porin sentezini posttranskripsiyonel olarak
kontrol eden, E. coli ve benzeri organizmalarda bulunan bir antisense RNA’dir [38] micF geni 5
ucu 3 fosforlu olan ve 3  ucu transkripsiyon terminasyon sinyali tasiyan 93 niikleotidlik
translasyonu yapilmayan bir RNA kodlar [38]. OmpC porin geni ile bitisik olup, promotor
bolgesindeki bazi regiilator sekanslar ortak kullanilmaktadir [96].  OmpF’nin diizenlenmesi bu
sayede hem transkripsiyonel hem de translasyonel diizeyde olmaktadir. OmpF nin translasyonel
kontrolii, sentezlenmis OmpF mRNA’s1 ile micFF RNA’nin, OmpF mRNA’sinmn translasyon
baslangi¢ noktasini i¢ine alan 150 niikleotidlik kistmdan bir RNA-RNA dubleksi olusturarak porin
mRNA’sinin translasyonu engellenerek saglanir [38]. Osmolarite [37], oksidatif bilesikler [97],
Hidrojen peroksit [98], toksik bilesikler ve sicaklik [37], besin azalmasi [99], antibiyotikler [100]
micF RNA sentezini etkileyen ¢evresel faktorlerdir. Bu gen ekstrem c¢evresel sartlara geciste hizlh
bir cevap olarak hiicre yasaminin korunmasini saglamaktadir. micF RNA orant minimal mediumda
diisiik, zengin besiyerinde yiiksektir. micF RNA’nin sentezini HNS, [101], StpA [102], HU [103],
Lrp [99] gibi faktorlerin de etkiledigi gosterilmistir.

MicF mutant suglar ile yapilan calismalarda osmotik sartlarda OmpC miktarinin
etkilenmedigi, aksine OmpF sentezini diisiik osmolariteli sartlarda arttirdigi goriilmiistiir [104,105],
micF RNA geninin sentezinin osmolariteye cevapta OmpR ile kontrol edildigi ifade edilirken,

sicaklik degisimlerine kars1 ise sentezin farkli bir yol ile kontrol edildigi tespit edilmistir [96].
1.6.3 Porin protein sentezinde AcP’1n rolii

AcP, asetat metabolizmasinda glukozdan 2 enzim vasitasi ile asetat olugmasi sirasinda
ortaya ¢ikan bir ara liriindiir. Bu metabolizmada rol alan enzimlerden birincisi pfa geni {iriinii olan
Asetil coA’dan AcP iiretimini saglayan fosfotransasetilaz, ikincisi ise ack4 gen iiriinii olan AcP’dan
asetat olusumunu saglayan asetat kinazdir [73]. Dolayisi ile pta’da meydana gelecek bir mutasyon

AcP iiretimini keserken, ack4’daki mutasyon ise AcP iiretimini arttirir.

AcP’m, OmpR’yi fosforlayarak porin proteinlerinden OmpC’nin sentezinde artisa neden
oldugu tespit edilmistir [106]. Ayrica AcP’in diisiikk pH sartlarinda porin sentezini kontrol ettigi
gosterilmistir [34]. Yapilan bagka bir ¢calismada ise ack4 mutant suslarinda hem N hem de glukoz
sinirlamasinda OmpC sentezinin 4-5 kat, OmpF sentezinde ise N smirlamasinda 27 katlik bir artig

oldugu tespit edilmistir [25]. Ayrica AcP’m RpoS gibi baska mekanizmalar etkiledigi yapilan
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caligmalar ile ortaya konmugtur [107]. Glukoz sinirlt aglik sartlart ile yapilan bir ¢aligmada pta
mutant suslarinda OmpF sentezinin azaldigi, OmpC sentezinin ise oldukc¢a arttigi tespit edilmistir
[25]. AcP’in OmpF iizerine RpoS ile, OmpC sentezine ise EnvZ ve bilinmeyen baska bir yol ile
etkili oldugu ifade edilmistir [25]. Ayrica AcP’in DNA siiper sarmal olusumu arasinda OmpF ve
OmpC porin diizenlenmesine katilan kompleks bir mekanizmay1 tetikleyebilecegi ifade edilmistir
[25]. Bakterilerde AcP diizeyi, biiylime ortamindaki karbon kaynaklarina olduk¢a bagimlidir.
Fosfat siirh sartlar ve gliserol {izerinde iiretilen bakterilerde ¢ok diisiik (40 pM), glukoz iizerinde
iiretilenlerde orta diizeyde (300 uM) ve piriivat lizerinde iiretildigi zaman ise oldukea yiiksek (1.5
mM) AcP seviyesi tespit edilmistir [73]. ackA pta ikili mutant susunda AcP sentezi tamamen
kaybolurken, pta mutant suslarinda ortama asetat ilave edilmedik¢e AcP sentezi tamamen bloke
olmaktadir [73]. iki bilesikli cevap sistemlerinin bir cogunda AcP’1n fonksiyonu ortaya konmustur.
In vitro galismalarda farkli cevap regiilatorlerinin kiigiik fosfat molekiilleri ile fosforilasyona
hassasliklarinda farkliliklar oldugu, bu nedenle regiilatorlerin fosforile olmasi ve bu fosfatlardan
ayrilmasi ile kurulan denge sonucunda genlerin transkripsiyonunun kontrol edildigi ifade
edilmektedir [73]. McCleary ve ark. (1994) calismalarinda karbon kaynagi olarak gliserol i¢eren
MOPS minimal ortamda biiyiitiilen bakterilerin biiylime ortamina asetat ilave edildiginde OmpC
sentezinin artan AcP miktarma paralel olarak arttigini, OmpF miktarinin ise hafif¢e azaldigim
gostermistir [106]. Bu sonugla OmpR’nin AcP ile fosforlanarak OmpC sentezinde rol aldig:
goriilmektedir. Yapilan ¢alismalar ile AcP’in cAMP’nin diizenlenmesinde de rol oynadig: tespit
edilmistir [108]. AcP’1n porinler {izerideki rolii ortaya konmasina ragmen hangi ¢evresel sartlarda,

hangi mekanizmalar1 nasil etkiledigi hususunda kesin bilgiler yoktur [109]
1.6.4. Porin protein sentezinde RpoS’nin rolii

Bakteriler tarafindan c¢evresel sartlara cevap olarak ortaya konan bir ¢ok genin sentezi,
RpoS global stres faktorii olarak adlandirilan bir sigma faktoriin kontrolil ile ¢caligmaktadir [110].
rpoS geninin transkripsiyonel diizenlenmesi olduk¢a kompleks olup, RpoS regiilonu, genel stres
direnci, (UV, hiperosmolarite, asit soku, oxidatif ve sicaklik stresi), karbon metabolizmasi, hiicre
zarf ve morfolojisi gibi ¢ok farkli fonksiyonlarda goérev alan genleri igerir [110,111] Ancak bu
faktoriin karistig1 olaylar ve nasil diizenlendigi hala bir muamma olup hakkinda ¢ok fazla bilgi
bulunmamaktadir [110]. Ayrica RpoS regiilonu HNS, Lrp, CRP veya IHF gibi faktorlerin etkisi
altinda olup, RpoS proteininin degredasyonu da ATP bagimli ClpXP proteaz ile kontrol edilir.

Ayrica bu degredasyon sisteminin nasil ¢evresel sinyaller ile uyarilarak ¢alistigi heniiz tam olarak
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bilinmemektedir [110]. RpoS transkripsiyonu ve translasyonu osmolarite artigi, diisiik pH, diisiik
sicaklik ve yiiksek hiicre yogunlugu tarafindan arttirilir. RpoS’nin kontroliinde dnemi olan DsrA,
RprA [112] ve OxyS [113] ad1 verilen 3 kii¢iik RNA tespit edilmistir. Bu faktorler translasyonel
diizeyde kontrolii saglamaktadir, fakat etki mekanizmalar1 heniiz tam olarak tespit edilememistir
[110]. Ayni zamanda DsrA’nin asir1 sentezinin global regiilatér HNS’yi de diizenledigi tespit
edilmis, ancak bu etkinin 6nemi de heniiz tam olarak bilinmemektedir [114]. Liu ve Ferenci (2001)
calismalarinda hem glukoz hem de azot agliginda rpoS mutant E. coli’nin OmpF porin sentezinde
artis oldugunu gostermistir [25]. Bu sonuca gore RpoS’nin OmpF porin proteininin {izerinde
baskilayici etkisi oldugu ortaya ¢ikmaktadir. OmpC sentezi iizerine ise rpoS mutasyonunun etkisi
olmadigimi ifade etmistir. RpoS’nin hem OmpC hem de OmpF promotorlar1 iizerinden

transkripsiyonu nasil kontrol ettigi heniiz bilinmemektedir [25, 110].
1.6.5 Porin protein sentezinde H-NS’nin rolii

H-NS, E. coli DNA’sina birlesen proteinlerden birisi olarak bulunmustur [75]. Yapilan
cesitli arastirmalarda eukaryotik histonlara benzer bir tarzda in vitro ve in vivo’da DNA’y1
yogunlastirabilen bir DNA baglanma proteini oldugunu ortaya koymus, bu nedenle histon benzeri
niikleoit proteini (H-NS) olarak adlandirilmistir [115]. Fakat histonlar ile herhangi bir dizi
benzerligine sahip degildir. Bir ¢ok genin diizenlenmesine karigip genelde transkripsiyonu negatif
etkileyen proteinler oldugu tespit edilmistir [75]. H-NS bakterial niikleoidin temel bir bilesigidir ve
DNA rekombinasyonu, genom stabilitesi ve gen ekspresyonu iizerine farkli etkilere sahiptir [75,
115, 116]. Yaklasik olarak 30 genin diizenlenmesinde rolii oldugu tespit edilmis [75] ancak sentezi
nasil kontrol ettigi heniiz bilinmemektedir [102]. Cevresel sartlardan osmolarite, pH, sicaklik,
oksijen azalmasi ve biiyiime faz1 gibi faktorlerin tetikledigi genleri kontrol ettigi bilinmektedir [75].
Porin proteinlerinden OmpC ve micF RNA’nin diizenlenmesinde de rolii oldugu ¢esitli ¢aligmalar
ile ortaya konmustur [102]. micF RNA {izerine negatif etkisi ile OmpF’ nin sentezinde artisa neden
olurken, OmpC {izerine ise negatif etkisi ile sentezi azalttigi tespit edilmistir [101]. H-NS nin
ayrica sicaklik degisimlerine karsi porin diizenlenmesini micF RNA vasitast ile sagladig

bilinmektedir [75, 117]. Ancak H-NS mutant suslar1 ile bu ¢alismalar yapilmamustir [102].

H-NS, RpoS sentezini hem transkripsiyonel olarak hem de RpoS stabilitesini inhibe ederek
kontrol eder. Liu ve Ferenci (2001) aglik sartlarinda yaptig1 ¢aligmalarinda Lrp ve Fis mutantlarinda
porin sentezinde bir degisim olmadigini tespit etmislerdir [25]. Bagka bir calismada ise IHF nin

ompF ve ompC genlerinin transkripsiyonunda hafifce azalmaya sebep oldugunu gostermisler ve bu
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baglanma proteininin ompF ve ompC genlerinin promotorlarinin asagi bolgelerine baglanabildigi
ifade edilmislerdir [118]. H-NS, ompC ve micF arasindaki intergenik bolgeye baglanarak porin
sentezini diizenler. Liu ve Ferenci (2001) yaptig1 ¢alismalarinda 4ns mutasyonunun OmpC sentezi
iizerine pozitif bir etkisini, OmpF’nin ise oldukca baskilandigini tespit etmislerdir [25]. Ayrica
hnshim mutant sugunda sentezin arttigini, ancak yabani tip kadar olmadigin ifade etmisler, dolayis1

ile IHF ve H-NS’nin bilinmeyen bir iligkisini ortaya koymuslardir [25].

StpA yeni kesfedilmis, H-NS benzeri bir protein olup porinlerin sentezinde rolii oldugu
tespit edilmistir [102]. Bu proteinler E. coli’de yaklasik olarak 15 kDa agirliginda ve H-NS ile %58
aminoasit dizisi diizeyinde uyumlu yapilardir. Deighan ve ark. (2000) calismalarinda StpA’nin H-
NS ile birlikte OmpF sentezini kontrol ettigini ortaya koymuslar ve OmpF’nin StpA’ya bagimli
diizenlendigini ifade ederek yeni bir mekanizma ortaya ¢ikarmiglardir [102]. Bu mekanizma, micF
RNA stabilitesinin diizenlenmesidir. H-NS, transkripsiyonel diizeyde micF RNA’nin {iretimini
etkilerken sentezlenmis micF mRNA iizerine bir etkisi olmadig1 tespit edilmistir [101]. Aksine
StpA’nin ise OmpF sentezini micF RNA’nin kendisi ile iligkiye girerek diizenledigi ortaya
konmustur [102]. Yabani tip hiicrelerde StpA etkili bir RNA:RNA iliskisi ile, uygun olmayan bir
yap1 olusturarak OmpF mRNA ve micF RNA arasindaki iliskiye mani olarak OmpF sentezinin
gerceklesmesini saglar. Degisen micF RNA yapisi RNAase E ile pargalanarak ortamdan
uzaklastirilir [102]. StpA, HNS’nin represyon etkisini ortadan kaldiran sartlar altinda cevresel
uyarilara cevap olarak OmpF sentezini diizenlemede énemli bir rol oynadig1 goriilmektedir. Ayrica
Deighan ve ark. (2000) c¢alismalarinda H-NS ile diizenlemenin sadece micF RNA ile olmadigimi
ifade etmisler, bu durumda StpA’nin direkt olarak OmpF mRNA’s1 ile bir iliskisi olabilecegi
ihtimalini ortaya koymuslardir [102]. Ayni zamanda yapilan bir ¢ok c¢alisma ile DNA baglama
proteinlerinden SoxRS [97], Lrp [99], HNS [101], HU [103], Rob [119] ve MarA [120]’nin micF
promotor aktivitesini diizenledigi, dolayisi ile OmpF mRNA translasyonunu etkiledigi ortaya

konmustur. StpA’nin OmpC transkripsiyonunu etkilemedigi tespit edilmistir [102].
1.6.6 Porin protein sentez mekanizmasina karisan diger faktorler

E. coli’de HU proteinleri, bakteriyal kromozom ile birlesen, bol miktarda bulunan DNA
baglanma proteinlerinden birisidir. Bu kiigiik, bazik dimer protein, in vitro’da topoizomeraz I ile
birlikte gevsemis DNA molekiiliinde negatif siiper sarmal meydana getirme yetenegindeki histonlar
ile ayn1 6zelligi paylasir ve 2 alt {initeden olusur. HU proteini bu 6zelligi ile bakteriyal kromozomda

DNA siiper sarmal yapisint zorlayan en kuvvetli adaylardan birisidir. HU proteinleri E. coli’de
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stiper sarmalin global diizeyde diizenlenmesinde topoizomeraz ile birlikte ¢aligir [121]. Ayrica, HU
proteininin oriC bagimli DNA replikasyonu ve DNA tamirini igeren bir ¢cok metabolik yolda gorevi
oldugu gosterilmistir [122,123]. Painbeni ve ark. (1997) ¢alismalarinda AupAB mutant suslarinda
deterjan ve antibiyotiklere asir1 derecede hassasiyetin arttigini gostermislerdir [103]. Bunun nedeni
olarak OmpF porin proteininin asir1 sentezlenmesi olarak ifade edilmis, yiiksek miktarda OmpF
sentezinin bu porinin negatif diizenleyicisi olan micF RNA ile etkilesiminin bir sonucu olarak
ortaya c¢iktigim tespit etmislerdir [103]. HU proteinin iki alt {initesi eksik olan AupAB mutant
suglar1 direng genleri igerse bile anormal sekilde kloramfenikol antibiyotigine karsi hassastir. Bu
hassasligin membran permealitisinde meydana gelen degisim nedeni ile oldugu vurgulanmistir
[103]. Yabani tip E. coli’de OmpF sentezinin diisiik, OmpC sentezinin ise yiiksek oldugu
goriilitken, AupAB mutant suslarinda OmpF porin proteininin olduk¢a yiiksek diizeyde
sentezlendigi, OmpC porin proteininin ise sentezinde bir degisim olmadig1 tespit edilmistir [103].
Osmotik sartlarda hupAB mutant suslarinda OmpF sentezinin azaldig1 goriilmiis ve ayn1 zamanda
antibiyotiklere direngde artmistir. Ayrica osmolariteye ilaveten sicaklik faktoriiniinde bu mutant
suslarda porin sentezini etkiledigi ifade edilmistir [103]. HU yoklugunda diisiik osmolariteli
sartlarda bliyliyen hiicrelerde micF RNA konsantrasyonunda bir azalma goriilmektedir. Bu durum

da OmpF miktarin arttirir [103].

IHF’nin OmpC porininin upstream bolgesine baglanmasinin in  vitro’da OmpC
transkripsiyonu iizerine negatif bir etki yaptigi tespit edilmistir [124]. Yapilan bagka bir ¢aligmada
IHF mutant E. coli’nin OmpF diizeyinin ¢ok yiiksek oldugu bulunmus, yiiksek osmolariteli
ortamdaki OmpF sentezinin azalmasi i¢in IHF gerekli oldugu, HU proteininin ise gerekli olmadigi
tespit edilmistir [125]. Mar regiilonunun hem OmpF hem de micF RNA’da degisimlere sebep
oldugu yapilan ¢aligmalar ile ortaya konmustur [45]. E. coli’nin OmpF diizeyinde bir azalma ile
antibiyotiklere diren¢ gosterdigi bilinmektedir. Yapilan bir calismada mar mutant suslarinda micF
RNA sentezinin artis1 ile OmpF diizeyinin azaldig1 tespit edilmistir [126]. Hidrofobik B-laktam
antibiyotiklerin ve organik solvent molekiillerin OmpF porininden gectigi, dolayisi ile OmpF
sentezinin azalmasmin veya kaybmin antibiyotik ve solvent direncini ortaya ¢ikardigi tespit
edilmistir [127]. MarA, micF RNA sentezinin pozitif diizenleyicisidir ve bu RNA’nin asir1 sentezi
OmpF sentezinin azalmasini tetikler [120]. Asako ve ark. (1999)’nin ¢aligmalarinda MarA nin

OmpF sentezini osmolariteden bagimsiz olarak micF RNA ile baskiladigi, Rob nedeni ile osmotik
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stres olmadigi zaman OmpF sentezinin azaldigi ve SoxS ile osmotik stres varliginda OmpF

tiretiminin baskilandigi tespit edilmistir [126].

Porin sentezinin diizenlenmesinde cAMP’nin roliiniin olduguna iliskin caligmalar da
mevcuttur. cAMP diizeyinin N sinirlamasindan daha ¢ok glukoz simirlamasinda daha yiiksek oldugu
tespit edilmigtir [128]. Liu ve Ferenci, (2001) cya mutant suslarinda cAMP eksikliginin OmpF
sentezini glukoz smirlamasinda oldukca azaltmig, OmpC sentezini ise hem glukoz hem de N
sinirlamasi altinda oldukga arttirmigtir [25]. Bunun sebebi olarak, cAMP yoklugunda OmpR’nin
indiiklendigi ve daha fazla OmpR-P nedeni ile ompF’nin baskilandigi, ompC’nin ise sentezinin
arttig1 belirtilmistir. Diger bir olasilik ise cAMP’nin azalmasi RpoS diizeyini arttirir. cAMP nin
rpoS transkripsiyonunu negatif etkiledigi yapilan caligmalar ile tespit edilmistir . Ayrica Huang ve
ark. (1992) calismalarinda OmpC sentezi lizerine cAMP ilavesinin baskilayict bir etkisi oldugunu
gostermiglerdir [129]. Huang ve ark. (1992) calismalarinda porin transkripsiyonunda indirekt
olarak cAMP/crp’nin ompR/envZ promotorundan sentezi hem pozitif olarak hem de negatif olarak
etkiledigini ve ompB operonunun promotor bdlgesine baglanabildigini gdstermislerdir [129]. Ancak
Pratt ve ark. (1996) tarafindan yapilan bir c¢alismada ise direkt bir etkisinin olmadig: ileri
stiriilmiistiir [74]. Ancak cAMP’nin porin sentezindeki rolii ve mekanistik iligkisi tam olarak tespit

edilememistir [25].

Cevresel streslere adaptasyon yollarindan birisi de DNA siiper sarmal olusumudur [130].
Biiylime orani, osmolarite, sicaklik ve anaerobik sartlar gen ekspresyonlarinda adaptif degisimleri
saglayan DNA’nin negatif siiper sarmal derecesinde degisimlere sebep olur [131, 132]. DNA’da
negatif siiper sarmal ile meydana gelen degisim ile osmolarite ve anaerobik sartlarda OmpR-P ile

ortaya ¢ikan OmpC sentezindeki degisimin ayni oldugu ifade edilmistir [132].
1.6 Kimyasal Maddelerin Bakteriler Uzerine Etkileri

Camagir suyu ve Klor; Camasir suyunun etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir,

ancak yapilan deneyler sonucu elde edilen bilgiler 1s18inda baz1 goriisler ileri siiriilmiigtiir:

1. Klor hiicre membranindaki proteinler ile birleserek N-klor bilesikleri olusturur ve bu

son uriin hiicre metabolizmasini bozarak hiicrenin 6limiine neden olur.

2. Klor hiicre membranina etki ederek hiicre i¢indeki maddelerin disariya sizmasina ve

hiicrenin 6liimiine neden olur.
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3. Klor hiicre i¢inde anahtar rolii oynayan enzimleri etkileyerek hiicrenin 6liimiine neden
olur. Bu son goriis digerlerine gore daha gecerlilik kazanmig, bunun nedeni olarak

klorun hizli antimikrobiyal etkisi gdsterilmistir

Dezenfeksiyonda camasir suyu kullaniminin avantajlar::

—

. Genis spektrumlu antimikrobiyal madde olmasi,

2. Hizl1 bakterisidal 6zelligi sahip olmasi,

3. Kalic1 etki 6zelliginin olmast,

4. Kullaniminin kolay olmast,

5. Suda erime 6zelliginin olmasi,

6. Konsantre ve seyreltilmig formlarinda stabil olmasi,

7. Kullanim konsantrasyonunda toksik olmamasi,

oo

. Organik ve inorganik bilesikleri oksitleyerek ortaya ¢ikan klorun zehirleyici 6zelliginin

olmamasi,
9. Koku giderici, renksiz, yanici ve boyama 6zelliginin olmamasi ve ucuz olmasi
Dezavantajlan:
1. Mukoz membrana irritasyon etkisinin olmasi,
2. Baz1 kimyasal maddelerle reaksiyonlara girerek toksik klor gazinin olusmasi,
3. Konsantre olarak kullanildig1 zaman kokulu olmas,
4. Organik maddeler varliginda etkisinin azalmasi,
5. Bazi metallere kars1 olumsuz etki yapmasi

Klor; Klor bilesiklerinin en aktifi olan hipoklorit’in (HOCI), karbonhidrat
metabolizmasinda 6nemli bazi enzimleri siilfidril gruplariin klorla oksidasyonu vasitasiyla glikozu

inhibe ederek mikrobiyal hiicreyi 61diirdiigii gortistidiir [133].

Klorun dezenfektan bir etki gostermesi konusunda ileri siiriilen diger olasiliklar:
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1. Protein sentezini bozulmasi.

2. Aminoasitlerin nitritler ve aldehitlerle oksitatif dekarboksilasyonu.

3. Niikleik asitler, purinler ve primidinlerle olusturdugu reaksiyonlardir.

4. Anahtar enzimlerin tahrip olmasi sonucu metabolizmadaki sentezlenme bozukluklari.
5. DNA’da bozulma sonucunda DNA transformasyon yeteneginde azalmanin goriilmesi.

6. Oksijen kullanim1 ve oksidatif fosforilasyon ve inkiibasyonu ile beraber bazi makro

molekiillerin hiicre disina sizmasi.
7. Sitozin’in toksik N-klor tiirevlerinin olusumu
8. Kromozomal bozukluklarin olusumu [133].

Gida endiistrisinde organik temele veya anorganik temele dayali aktif klor bilesikleri

kullanilmaktadir [134]

Hidrojen peroksit; Hidrojen peroksit (H,O,) 6zellikle aseptik paketlemede kullanilan
plastikle kaplanmis mukavva kutular, teneke giligiimler, kaplar ve kaplarin ylizeylerini sterilize
etmek icin kullanilmaktadir. Sterilize edilecek yiizeyler, sorfektan iceren %15°1lik H,O, ¢ozeltisi ile
3-4 dakika temas ettirildikten sonra yiizey 105°C’ye 1sitilarak hidrojen peroksit buharlastirilir. Bir
baska yontem ise %35°lik hidrojen peroksit ¢ozeltisini 80°C’ de 8-9 saniye siire ile s6z konusu

yiizey ile temas ettirilmesidir [133].

Hidrojen peroksit Gram(+) ve Gram(-) mikroorganizmalar kars1 oldukea etkilidir. HO, su
ve oksijene parcalandiginda kullanim ile artik madde problemi de s6z konusu degildir. Hidrojen
peroksit, oksitatif etkisi nedeni ile mikroorganizmalarin biyolojik aktif sistemlerine doniisiimsiiz
sekilde zarar vermekte ve onlart boylelikle 6ldiirmektedir. HO, korozyona neden olmamaktadir. Bu
madde, dezenfektan olarak ornegin UHT siitiin aseptik dolumundan 6nce ambalaj materyalinin
sterilizasyonunda kullanilmaktadir. Burada yiiksek konsantrasyon (%25-50) ve yiiksek sicaklik (60-
100°C) ile calisilmakta ve boylelikle birka¢ saniyede Bacillus sporlari dahil, mikroorganizmalarin

tamamen Oldiiriilmesi miimkiin olmaktadir [134].

Formaldehit; Dezenfektan olarak en yaygin kullanilan aldehit; formaldehittir (HCHO).

Formaldehitin sudaki %35-40 lik ¢ozeltisini formalin adi verilmektedir. Aldehitler, bakterilere,
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viriislere, bakteri sporlarina, kiiflere ve mayalara kargi genis bir etki spektrumuna sahiptir.
Aldehitlerin mikrobisit etkisi mikroorganizmalarin hiicre proteinlerinin fonksiyonel gruplari ile
reaksiyonlaridan ileri gelmektedir. Etkili oldugu pH araligi genellikle hafif asidikten notral pH
degerine kadardir. Aldehitlerin asidik soliisyonlarla karigtirilmast miimkiindiir. Ancak, alkalilerle
karigtirmak miimkiin degildir. Stvi seklindeki formaldehid formol (formalin) %37-40 oraninda
formaldehid ihtiva eder. Formaldehid, proteinlerin karboksil, hidroksil, veya SH gibi fonksiyonel
gruplarmi alkile eder. Bu gruplarin alkile olmasi ile proteinler inaktive olurlar. Alkilasyon, hidrojen
atomlar1 yerine hidroksimetil grubunun girmesiyle meydana gelir. Formaldehid bakteriler ve sporlar
izerine etkilidir.Gaz halindeki formaldehit deri, mukoz membranlar ve goze yakici, agindirict etki

etmektedir [14].

SDS (Deterjanlar); Sentetik deterjanlar ylizey gerilimini diigiirme ve 1slatma yetenekleri
olmasi nedeniyle yiizey aktif maddeler olup, hidrofobik ve hidrofilik gruplara sahiptirler.
Hidrofobik kisim, uzun zincirli hidrokarbonlardan olusmustur. Sentetik deterjanlar kendilerinde

bulunan hidrofilik polar gruplarin kimyasal karakterlerine gore 3 kisma ayrilirlar [14].

a) Katyonik deterjanlar: Bunlar quaternar amonyum bilesiklerinden olugsmus ylizey aktif
maddelerdir. Kendilerinde bulunan hidrofobik kisim, pozitif elektrikle yiiklii olan hidrofilik kisimla
denge halindedir. Boyle bir madde bakteri ile kars1 karsiya gelirse pozitif yiikli kisim, bakterinin
negatif elektrikle yiiklenmis olan ve membranda bulunan fosfolipidlerin fosfat kokii ile reaksiyon
verir. Bu sirada deterjanin polar olmayan kismi da membranin hidrofobik olan porsiyonlarinin i¢ine
girerek etkisini siirdiirlir. Bu durum, bakterideki yar1 gegirgenlik 6zelligini bozar ve membranda
bulunan fosfor, nitrogen, protein, lipid ve diger Onemli substanslar arasindaki baglantilarda
kopmalar meydana getirir. Boylece, membrandaki maddeler arasindaki biitiinliikk bozulur.
Dezenfektan hiicre i¢ine girdikten sonra da etkisine devam ederek ¢ok onemli goreve sahip olan

enzimleri denatiire ve inaktive eder [14].

Katyonik deterjanlar, Gram pozitif ve negatif mikroplar i¢in bakterisidal etkiye sahiptirler.
Anyonik deterjanlarla aralarinda uyusmazlik bulundugundan, birbiriyle olan karisimlar etkisiz
kalir. Bu nedenle katyonik deterjanlar, anyonik olmayanlarla birlestirilebilirler. Alkali sular

aktivitelerini arttirir. Asidik ve sert sularda presipitasyon gostermezler [14].

b) Anyonik deterjanlar: Anyonik deterjanlar suda dissosiye olduklar1 zaman negatif

elektrikle yiikli iyonlar meydana getirirler ve diisiik pH'da bile aktivite gosterebilirler. Anyonik
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deterjanlar arasinda sabunlar 6nemli yer tutarlar. Bunlar yiliksek yag asitlerinin sodyum veya
potasyum tuzlaridir. Yumusak sabunlar KOH ile ve sert sabunlar da NaOH ile elde edilirler.
Sabunlar, ylizey gerilimini disiirlir ve suyun 1slatma kabiliyetini arttirirlar. Birgok maddeler
sabunlara katilarak kullanilabilirse de, ancak, bu maddelerin esas etkisi de azalabilir. Orn. kresol

ihtiva eden sabunun etkisi, sadece kresoldan daha azdir [14].

Anyonik deterjanlarin tesiri genellikle Gram pozitif etkenlere karsidir. Gram negatiflere
etkisi ¢ok zayiftir. S. preumoniae ve T. pallidum etkenleri lizerine bakterisidal tesire sahiptir.
Anyonik deterjanlar arasinda sabunlardan ayr1 olarak sodyum lauryl sulfate ve alkil benzen sulfonat

da bulunur [14].

¢) Iyonik olmayan deterjanlar: Iyonik olmayan deterjanlar arasinda polieter ve
poligliserol esterler vardir. Bunlar etkili bir antiseptik veya dezenfektan olmayip, derideki
bakterileri saponifikasyonla (mikroplarin i¢ine girerek lipoid maddeyi saponifiye ederek) giderirler.

Boylece, ellerin sabunla yikanmasi mikroplarin giderek azalmasina yol agar [14].

Etanol; Etil alkol (CH;-CH,OH, etanol): etil alkol, genellikle, mikrobiostatik etkiye sahip
olup derinin dezenfeksiyonunda kullanilan bir antiseptiktir. Dezenfeksiyon amaci ile %50-70

oraninda sulandirilarak kullanilir. Metil alkol (CH3.OH) etkisi etanoldan daha zayiftir [14].

Alkoller, genellikle, hiicre membranindaki hidrokarbon molekiilleri ile baglanti kurmus
lipidleri ayirarak bunlara etkilerler. Deri iizerinde lipoidal sekretlerde bulunan mikroplara da bu
sekretleri eritmek suretiyle tesir ederler. Organik solventlerin sporlar iizerine etkisi yoktur.
Mikroorganizmalar iizerine olan tesiri de zayif oldugundan dezenfeksiyon amaci ile kullanilamazlar

[14].
1.7 Cahismanin Amaci

Bir ¢ok kimyasal madde dogaya evsel yada fabrika atiklar1 ile karigmaktadir. Bu atiklar
dogal ortamalrda bakterielrin yasamina ¢esitli etkilerde bulundugu bilinmektedir. Bu etki bazi
durumlarda halk sagligi agisindan olduk¢a ciddi sonuglar ortaya koymaktadir. Bu sebeple
mikroorganizmalarin ¢esitli kimyasal maddelere kars1 gosterecekleridireng mekanizmalarinin tespit
edilmesi olduk¢a Onemlidir. Ayrica dogal ortam ile laboratuvar sartlar1 arasinda bazen farklar
gorlilmektedir. Halk saglhigi acisindan bakterilerin gelistirmis olduklar1 diren¢ mekanizmalarinin

bilinmesi gerekmektedir. Bu calismada farkli dezenfektan 6zellikli kimyasal maddelerden segilen
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formaldehit, klor, ¢amasir suyu, H,O,, deterjan (SDS), etanol’lin porin protein sentezine zengin
besiyeri olan nutrient brotta etkisine ve bu sentezdeki degisimde RpoS, H-NS, EnvZ ve Acp’in rolii
arastirilmis, boylece kimyasal maddelerin varliginda OmpC ve OmpF sentez mekanizmasi

cozlilmeye calismistir.
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2. MATERYAL METOD

2.1. Kullanilan E. coli Suslar

Bu calismada kullanilan E. coli yabani tip ve mutant suslari yurt digindan temin edilmis (H.
Kobayashi-Chiba Univ., Japonya; T. Ferenci-Sidney Univ., Avusturalya; R. G. Matthews-Michigan
Univ., USA; T. J. Silhavy-Princeton Univ., USA) ve Cizelge 2.1’de &zellikleri verilmistir.
Antibiyotik diren¢ 6zelliklerini koruyup korumadiklar1 test edilmistir. Daha sonra %20 gliserol
(Merck) igeren Nutrient brot’da (Merck) stoklar1 hazirlanmig ve derin dondurucuda -20 °C’de
saklanmigtir. Caligmalar sirasinda Nutrient agar besiyerinde iiretilmis ve taze Kkiiltiir olarak

kullanilmistir.

Cizelge 2.1 Calismada kullanilan E. coli strainleri ve 6zellikleri

Bakteri | Genotip Kaynak
MH225 MC4100 U(ompC-lacZ")10-25 (yabani tip) [25]
MH513 MC4100 araD+U(ompF -lacZ")16-13 (yabani tip) [25]
BW3343 | MH513 envZ60::Tnl0 [25]
BW3345 | MH225 envZ60::Tnl0 [25]
BW3303 | MH513 ompR::Tnl0 [25]
BW3304 | MH225 ompR::Tnl0 [25]
BW3301 MH513 rpoS::Tni0 [25]
BW3302 | MH225 rpoS::Tnl0 [25]
BW3305 MHS513 hns: :neo [25]
BW3306 MH225 hns: :neo [25]
BW3601 MHS513 pta: :kan [25]
BW3602 MH225 pta: :kan [25]

2.2. Besiyerleri

2.2.1. Nutrient agar besiyeri

Bu besiyeri bakterilerin stok olarak buzdolabinda saklanmasi ve koloni sayimlarinda
kullanilmistir. 20 g Nutrient agar (Merck) 1 L distile suda eritilerek otoklavda (Niive) 121 °C’de 15

dk steril edildi ve petrilere dokiilerek hazirlandi.
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2.2.2. Nutrient brot besiyeri

Nutrient brot besiyeri bakterilerin iiretilmesinde ve zengin besiyerinde porin protein
sentezinin arastirildigi deneylerde iireme ortami olarak kullanildi. 8 g Nutrient brot (Merck)

tartilarak 1 L suda eritildi. Daha sonra 121 °C’de 15 dk otoklav ile steril edildi.
2.3. Kimyasal Maddelerin besiyerine aktarilmasi

Yabani tip ve mutantlar 5 ml NB besiyerinde 24 saat 37 °C de 160 rpm ¢alkalama hizinda
inkiibe edildi. Daha sonra bu 6rneklerden 100 ul bakteri o6rnegi alinarak 50 ml NB bulunan
besiyerlerine aktarildi. 37 °C’de 160 rpm de 3 saat inkiibasyondan sonra 0.1-0.2 absorbansa gelince
belirlenen konsantrasyonlarda kimyasal maddeler ilave edildi. Final konsantrasyonlar1 H,O,
0,00576 M, Etanol 0,6 M, Formaldehit 0,004 M, SDS 0,012 M, ve Klor 1,96 ppm, Camasir suyu
olarak kullanilan kimyasal madde ise Domestos’un satisi olan tiriiniiniin %10 luk sulandirilmig stok
solusyonundan 35 pl/ml olacak sekilde kimyasal maddeler ilave edildikten sonra inkiibasyona

devam edildi.
2.4. p-Galaktosidaz Enzim Aktivitesi Ol¢iimleri

Zengin besiyerinde belirlenen dezenfektan oOzellikli kimyasal maddelerin yabani tip ve
mutant E. coli’nin OmpC ve OmpF porin sentezi iizerine etkisinin tespitinde raportér gen olan -
Galaktosidaz enzim aktivitesi kullamildi. B-Galaktosidaz aktivitesi Ol¢limleri Miller (1992)’1n
yontemine gore yapildi. Bu yonteme gore elde edilen veriler Miller Unitesi olarak
adlandirilmaktadir [135]. Miller iinitesi, Bakteri basmna dakikadaki o-nitrofenil deki artis1 ifade
etmektedir. f-Galaktosidaz’in bir {initesi 28 °C de 1 dakikada 1nmol ONPG’yi hidrolize eden enzim
miktar1 olarak ifade edilir. Spektrofotometrik olarak dl¢iimii yapilan, ONPG’nin enzim tarafindan
parcalanmasi sonucunda agiga ¢ikan o-nitrofenil miktaridir. Ortamda laktoz olmadik¢a normal f -
galaktosidaz aktivitesi gostermeyecegi i¢in, Olgiilen enzim aktivitesi mutasyonel olarak eklenen

raportor genin aktivitesidir.

5 ml Nutrient brot besiyerine ekimi yapilan yabani tip ve mutant suslar 37 °C de 160 rpm
de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 100 ul bakteri 6rnegi hazirlanan ve steril 50 ml NB
iceren 100 ml lik erlenlere aktarildi. Bu erlenler 37 °C de 160 rpm hizda inkiibasyona birakildi.
Yaklasik 3 saatlik inkiibasyon sonunda spektrofotometrik olarak OD 600 de 6l¢tim yapilarak bakteri
yogunlugunun 0.1-0.2 arasina gelip gelmedigi kontrol edildi. Bu yogunluk elde edildiginde etkisine
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bakilacak kimyasal maddelerin belirlenen konsantrasyonlari ilave edildi. Kimyasallar ilave
edilmeden 6nce B Galaktosidaz aktivitesi i¢in drnekler alindi. Ayrica bakteri yogunlugunu 6l¢mek
icin 1 ml bakteri iceren nutrient brot alindi. Bu 6rnek spektrofotometrede 600 nm’de bakteri
olmayan steril nutrient brota kars: okunarak bakteri yogunlugu 6l¢iildil. B -Galaktosidaz aktivitesi
icin alinan 100 pl 6rnek iizerine 900 pl Z tampon ilave edildi. Daha sonra {izerine pastor pipeti ile
bir damla konsantre toluen (Sigma) damlatildi. Kisa bir siire karigtirildiktan sonra 37 °C’de 45 dk
160 rpm de ¢alkalamali inkiibatérde inkiibasyona birakildi. 45 dk sonra alinan 6rnekler 28 °C’ye
ayarlanmis su banyosuna alinarak 5 dk bekletildi ve lizerine ONPG (Sigma) stogundan (4 mg/ml
ONPG) 200 pl ilave edilerek 10 dk su banyosunda inkiibasyona birakildi. 10 dk sonra 6rneklerin
iizerine 1 M Na,CO; (Carlo Erba) den 500 pl ilave edilerek enzimin reaksiyonu durduruldu. Daha

sonra 420 nm de o-nitrofenol miktar1 ve 550 nmde ise 151k dagilmasi spektrofotometrede Sl¢iildii.

Elde edilen degerler formiile gére hesaplandi.

1000% {00 g - 1.79%0D 550)
0D gog

Enzim Aktivites =

t = Inkiibasyon zamani (dk olarak)

V = Olgiimii yapilmak icin kullanilan &rnek miktar

ODyg0 = Olgiimii yapilan 6rnegin bakteri konsantrasyonu

ODyy0 ve ODssp= Numunelerin 550 ve 420 nm’de okunan degerleri

Z tamponu hazirlanmasi: 60 mM Na,HPO4 (Merck), 40 mM NaH,PO,2H,0 (Merck), 10
mM KCI (Merck), 1 mM MgSO,7H,0 (Merck), 50 mM B-Mercaptoetanol (Sigma), 1000 ml’de
hazirlanarak 4°C de saklandi.
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3. BULGULAR

3.1. Zengin Besiyerinde E. coli’nin OmpC ve OmpF Porin Protein Sentez Durumu

Bu caligmanin amaci besiyerine ilave edilen dezenfektan 6zellikli kimyasal maddelerin E.
coli OmpC ve OmpF porin protein sentezini nasil etkiledigini ve bu sentezi diizenleyen faktorleri
tespit etmektir. Sekil 3.1°de 9 saatlik 37 °C de 160 rpm calkalama hiz1 ile inkiibasyon siiresince
yabani tip (MH513) ve mutantlarin ireme grafikleri ¢ikarilmigtir. Yabani tip E. coli 5. saatte 600
absorbansa erigirken rpoS mutasyonunda 500 ve diger mutasyonlarda ise 220 absorbans yogunluga
ulasmigtir. Buradanda goriildiigii gibi Ans, pta ve envZ mutasyonlarinin E. coli’yi lireme agisindan
9 saatlik periyot iginde etkiledigi belirlenmistir. rpoS mutasyonunun ¢ok fazla etkilemedigi

goriilmektedir.

Aynmi sekilde Sekil 3.2 de MH225 yabani tip ve mutantlarinin yasam grafikleri
incelendiginde hns, pta ve envZ mutasyonlarinin 9 saatlik inkiibasyon siiresince yabani tip F.

coli’ye gore (MH225) daha yavas iireme gosterdigi belirlenmistir.

Her iki grafikteki sonuglarin yaklasik olarak ayni ¢ikmasi beklenen bir sonug olup E. coli
ilk 5 saat i¢inde eksponential bilylime periyodunda olup hizli bir sekilde boliinerek ¢cogalmaktadir.
Bu ¢ogalmanin yapilan mutasyonlardan Ans, pta ve envZ ile etkilendigi ve bu bdliinme siiresinin
uzamasi dolayisi ile ikiye katlanma zamanimin degismesine sebep oldugu goriilmektedir. 7. saatte
eksponential biiylimenin hemen hemen sonlandigi, ikiye katlanma zamaninin uzadigi ve bu

asamadan sonra durgunluk fazina girdigi soylenebilir.

Zengin besiyeri olarak kullanilan Nutrient Brot besiyerinde yabani tip E. coli ve mutantlar
iretildigi zaman iireme sirasinda OmpC ve OmpF porin proteinlerinin sentezi P-Galaktosidaz
aktiviteleri Olgiilerek tespit edilmistir. Sekil 3.3 ve 3.4 de goriildiigii gibi lireme sirasinda 3. saatte
OmpF sentezinin yaklasik 5 katlik bir artigla 1029 Miller iinitesine ulastig1 daha sonra yavas yavas
azaldig1 tespit edilmistir. OmpC sentezi ise (Sekil 3.4) zaman periyodu i¢inde 9. saate kadar yavag
yavag yiikselmis, beklendigi gibi OmpC ve OmpF porin protein sentezinin birbirine zit olarak
calistigr goriilmiistiir. Sekil 3.3 de goriildigii gibi E. coli’nin rpoS geni mutasyona ugratildiginda
baslangi¢c asamasindan itibaren yabani tip E. coli'ye gore oldukca yiliksek sentez oldugu
belirlenmistir. 3. saatte 900, 5. saatte yaklagik yabani tiple ayni, 7 ve 9. saatlerde ise yabani tipten
yiiksek sentez oldugu goriilmektedir. EnvZ sensoriiniin mutasyona ugratilmasi sonucunda hem

OmpC hemde OmpF sentezinin oldukg¢a azaldig1 ve bu sensoriin her iki porinin sentezinde ne kadar
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onemli oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.1 ve 3.2). Ancak envZ mutasyona ugratilmis olsada her iki
porinde belirli miktarda sentezlenmektedir. Buda EnvZ olmadan da OmpC ve OmpF nin bagka

faktorlerin kontrolii ile sentezlerinin gergeklesebildigini gostermektedir.

Absorbans (600 nm)

0 - T T 1 Zaman
3 5 7 9 (saat)

——OmpF —8—EnvZ ——pta —%—RpoS —%—H-NS

Sekil 3.1 Zengin besiyerinde yabani tip E. coli (MH513) ve mutant strainlerin iireme grafigi

Absorbans (600 nm)

Zaman
(saat)

——OmpC —®—EnvZ —a—pta —%—RpoS —¥—H-NS

Sekil 3.2 Zengin besiyerinde yabani tip E. coli (MH225) ve mutantlarin iireme grafigi
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B-Galaktosidaz Aktivitesi (Miller Unitesi

' Zaman
3 5 7 9 (saat)

——OmpC ——O—EnvZ ——pta —%—RpoS —%—H-NS

Sekil 3.3 Zengin besiyerinde yabani tip E. coli ve mutant strainlerin OmpC porin protein sentezi

Cizelge 3.1 Yabani tip E. coli (MH225) ve mutantlarin OmpC protein sentez diizeyi verileri

MH225 EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 175,24 11598 | 1251,15 110,31 211,31
5. saat 358,34 41,93 1589,09 148,91 306,27
7. saat 889,11 62,59 | 1190,38 369,19 654,30
9. saat 1016,02 106,87 | 1095,01 477,121 1059,66

Pta enziminin mutasyona ugratilmasi ile Acp sentezi ortama asetat ilave edilmedikge
ger¢eklesememektedir. Dolayisi ile Acp eksikligi ortaya ¢ikmaktadir. Acp eksikligine neden olan
pta mutasyonu sonucunda OmpC sentezinin oldukga arttig1 (Cizelge 3.1), 9. saatte yabani tip ile
yaklasik ayni miktarda oldugu goriilmektedir. OmpF sentezinin ise yabani tipe gore azaldig1 yada
yabani tipte goriilen artigin pfa mutasyonunda goriilmedigi tespit edilmistir (Cizelge 3.1). Dolayisi

ile Acp eksikliginin OmpF artisina engel oldugu ifade edilebilir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2 Yabani tip E. coli (MH513) ve mutantlarin OmpF protein sentez diizeyi verileri

MH513 EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 302,79 109,59 282,11 902,50 248,25
5. saat 1029,00 43,43 440,41 928,30 414,10
7. saat 829,88 66,90 541,97 | 1075,07 426,14
9. saat 600,23 73,73 251,22 978,75 266,19

—_ —_

o N

o o

o o
| |

800 -

600 -

400 -

—

3 5 7 9 Zaman
(saat)

B-Galaktosidaz Aktivitesi (Miller (initesi)

——OmpF —{——EnvZ ——pta ——RpoS —e—H-NS

Sekil 3.4 Yabani tip E. coli ve mutantlarin OmpF porin protein sentezi

3.2. Zengin Besiyerinde Kimyasal maddelerin E. coli’nin OmpC ve OmpF Porin Protein

Sentez Diizeyine Etkisi

Besiyerine mikroorganizmalarin ekimi yapildiktan sonra 3 saat 37 °C de 160 rpm de
inkiibasyona tabii tutuldu. 3 saat sonunda 1’er ml 6rnek almarak spektrofotometrik olarak 600
absorbans karsilig1 yogunluk dl¢iimleri gerceklestirildi. 0.1- 0.2 absorbans araliginda olan bakteri
orneklerinden B-Galaktosidaz aktivetesi dl¢limleri i¢in 0.1 ml 6rnek alindi. Daha sonra yabani tip

ve mutantlarin oldugu besiyerlerine belirlenen miktarlarda kimyasal maddeler ilave edildikten sonra
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ayni sartlarda tekrar inkiibasyona birakildi. 5, 7, ve 9. saatlerde 6rnekler alinarak B-Galaktosidaz
aktivitesi ve bakteri yogunlugu icin drnekler alindi ve OmpC ve OmpF porin protein sentezindeki

degisimler tespit edildi.

Elde edilen sonuglara gore Sekil 3.5 ve 3.6 daki grafikler incelendiginde yabani tip MH225
ve MHS513 kimyasal maddelerin ilave edilmesi ile iireme hizlarinda yavaglama oldugu agikca
goriilmektedir.  Ozellikle etanol ve SDS ilave edildiginde iiremenin oldukga yavasladig

goriilmektedir.

Sekil 3.7 deki verilerde OmpF porin sentezindeki degisime bakildigi zaman yabani tip E.
coli’nin (MH513) OmpF porin sentezi 5. saate kadar 1030 Miller iinitesine ulasirken daha sonra 7.
saatte 830, 9. saatte ise 600 Miller {initesine azalmistir. Besiyerine 3. saatte H,O,, Klor ve Camasir
suyu ilave edildiginde 5. saatte OmpF sentezinin yabani tip ile ayn1 oldugu hicbir degisim olmadig:
tespit edilmistir. Ancak 5. saatten sonra Camasir suyu ve H,O, ilave edilen 6rneklerin yabani tip
OmpF sentezine gore daha fazla sentezlendigi belirlenmistir. H,O, ilave edilen 6rnekler 898 Miller
tinitesi, Camasir suyu ilave edilen 6rneklerde ise 785 miller iinitesi OmpF sentezi belirlenmistir.
Kontrolde ise 600 iinite sentez olduguna goére bu iki kimyasal madde ilavesi OmpF sentezini
arttirmigtir.  Formaldehit, etanol ve SDS ilave edilen 6rneklerde ise OmpF sentezinin yabani tipe
gore oldukca azaldigi goriilmektedir. 5. saate kadar yabani tipte goriilen artisin ¢ok altinda
formaldehit ilavesinde 591, etanol ilavesinde 524 ve SDS ilavesinde ise 500 miller iinitesi sentez
elde edilmistir.  Yabani tipte ise 1030 {iinite sentez olmasi bu maddelerin sentezi oldukca

yavaslattigini1 gostermektedir (Cizelge 3.3).

OmpC sentezi iizerine kimyasal maddelerin etkisine bakildig1 zaman sekil 3.8 deki veriler
incelendiginde Etanol ilavesinin OmpC sentezini degistirmedigi goriilmiistiir. Yabani tip ile
yaklagik ayni sentez miktarma sahip olmasi etanol ilavesinin OmpC sentezini degistirmedigini
gostermektedir (sekil 3.8 ve c¢izelge 3.4). Ancak bilylime oranina bakildig1 zaman yabani tipten
daha yavas bir oran gosterdigi de goriilmektedir (sekil 3.6). Camasir suyu ve SDS ilavesi ise ilave
edildikten sonraki 5. saatte yabani tipten daha fazla OmpC sentezi saglarken 7. ve 9. saatlerde ise
yaklasik olarak yabani tip ile ayni sentez orani gosterdigi tespit edildi. (¢amasir suyu 1117, SDS
1152 Miller tinitesi, yabani tip ise 1016 Miller {initesidir).



Absorbans (OD 600)

0 T T T 1
3 5 7 9
—o—MH513 —a— Formaldehit —a—H202 —x—Klor
—x— Camasir suyu —o— Etanol ——SDS

Sekil 3.5 Farkli kimyasal maddelerin etkisinde yabani tip E. coli’nin (MH513) lireme grafigi

Absorbans (OD 600)

Zaman
0~ '(saat)
9

—— MH225 —a— Formaldehit —a— H202 —x— Klor —x— Camasir S —o— Etanol —— SDS

Sekil 3.6 Farkli kimyasal maddelerin etkisinde yabani tip E. coli’nin (MH225) lireme grafigi
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Sekil 3.7 Farkli kimyasal maddelerin yabani tip E. coli’nin (MH513) OmpF porin protein sentez

diizeyine etkisi

Cizelge 3.3 Farkli kimyasal maddeler ile biiyiiyen yabani tip E. coli nin OmpF sentez diizeyi

MHS513 | Formaldehit H,0, Klor Camasir Suyu Etanol SDS
3. saat 302,79 308,35 300,06 300,33 305,54 307,81 264,64
5. saat 1029,00 591,74 | 1015,33 921,83 928,96 524,43 499,10
7. saat 829,88 853,00 1033,98 583,54 908,96 404,36 495,61
9. saat 600,23 891,66 898,28 488,70 785,79 333,00 504,05

Cizelge 3.4 Farkli kimyasal maddeler ile biiyiiyen yabani tip £. coli nin OmpC sentez diizeyi

MH225 Formaldehit H202 Klor Camasir Suyu Etanol SDS
3. saat 175,24 114,50 | 114,54 81,87 277,19 201,74 186,54
5. saat 358,34 246,59 | 195,78 | 153,61 752,72 306,43 547,98
7. saat 889,11 276,78 | 419,99 | 462,23 925,79 877,68 921,95
9. saat 1016,02 308,99 | 490,80| 675,18 1117,04| 1051,10| 1152,73
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Sekil 3.8 den de agik¢a goriildiigi gibi test edilen kimyasal maddelerden Formaldehit, Klor
ve H,0, ilave edildigi zaman yabani tipte goriilen artisin olmadigi daha diisik OmpC sentezi
oldugu tespit edilmistir. Ozellikle 5. saatten sonraki inkiibasyon siirecinde yabani tipte OmpC

sentezi artarken bu 3 kimyasaldan formaldehitin sentezi durdurdugu goriilmektedir.

1400

1200 +

1000 +

800 +

600 -

400 +

200

Zaman
0+ ‘ ‘ . (saat)

3 5 7 9
—e— MH225 —a— Formaldehit —a— H202 —x«— Klor —x— Camasir S —o— Etanol —— SDS

B-Galaktosidaz Aktivitesi (Millewr Unitesi)

Sekil 3.8 Farkli kimyasal maddelerin yabani tip E. coli nin OmpC porin protein sentez diizeyine

etkisi

3.2.1 Formaldehitin OmpC ve OmpF porin protein sentez diizeyine etkisi ve sentezi kontrol

eden faktorler

Besiyerine 0.004 M formaldehit katilmasi sonucunda yabani tip ve mutantlarin lireme
grafiklerine bakildiginda (sekil 3.9 ve 3.10) kontrole gore azalma oldugu goriilmektedir.
Formaldehit bakterilerin iireme hizlarma ve ikiye katlanma siirelerini etkilemistir. Ozellikle sekil
3.9 dan gorildiigii gibi Ans, pta ve envZ mutasyonlarmin E. coli’nin formaldehit olan ortamda
iremesinde 6nemli gorevi oldugu soylenebilir. Ayni sekilde sekil 3.10 da da ayni mutasyonlarin
iremeyi olduk¢a etkiledigi goriilmektedir. 7poS mutasyonunun formaldehitli ortamda iireme
acisindan ¢ok 6nemli denilebilecek bir etkisi olmadig: tespit edilmistir. Hem sekil 3.9 hemde sekil

3.10 da rpoS mutasyonu agisindan benzer sonuglari yansitmaktadir.
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Yabani tip E. coli (MH513) normal besiyerinde {ireme sirasinda 5. saate kadar 1029 miller
tinitesi OmpF porin sentezine ulasirken daha sonra azalmaktadir. Ortama formaldehit ilave
edildiginde 5 saate kadar olan hizli artigin yerine yavas yavas bir artis sozkonusu oldugu
goriilmektedir. Kontrol 6rneginde 1029 {inite, formaldehit ilave edilmis yabani tipte ise 600 iinite
sentez oldugu belirlenmistir. Dolayis1 ile OmpF sentezini Formaldehit ilavesinin azalttig1 tespit
edilmistir. Ayn1 sekilde envZ, hns ve pta mutasyonlarindada 3. saat degerlerine gore azaldigi ancak
5 saatten sonra artmaya bagladig1 goriilmektedir. Burada dikkat ¢ekici bir sonug olarak rpoS
mutasyonunda formaldehit ilavesinin sentezi olduk¢a azaltmis olmasidir. Bu durum rpoS
mutasyonunun kontrol orneklerinde yabani tipten daha fazla bir sentez sagladigi goriiliirken
formaldehit ilavesinin yabani tipten daha diisik OmpF sentezi ortaya koymasi rpoS mutasyounun

formaldehit varliginda OmpF sentezi i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir (¢izelge 3.5).

Sekil 3.12°deki sonuglara gore OmpC sentezinde formaldehit ilave edildigi zaman dikkat
¢ekici bir degisim olmadigr goriillmektedir. Yaklagik olarak kontrol 6rnegi ile ayni oranda sentez
tespit edilmistir. 3. saaten sonra ilave edilen formaldehitin 5. saatte sentezde ¢ok az da olsa bir
azalmaya sebep olmasi adaptasyon siireci ig¢inde bu proteininde sentezinin ayarlandii ancak
sonradan kontrol Ornegindeki gibi bir sonu¢ verdigi goriilmektedir. envZ, hns ve rpoS

mutasyonlarida yabani tipten daha diisiik OmpC sentezi tespit edilmistir (¢izelge 3.6).
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Sekil 3.9 Formaldehit ilavesinde yabani tip E. coli (MH513) ve mutantlarin tireme grafigi
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Sekil 3.10 Formaldehit ilave edildiginde yabani tip E. coli (MH225) ve mutantlarin iireme grafigi
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Sekil 3.11 Formaldehit ilavesinin yabani tip E. coli ve mutantlarin OmpF porin protein sentez

diizeyine etkisi



Cizelge 3.5 Formaldehitli ve Formaldehitsiz yabani tip ve mutant E. coli’nin OmpF sentez diizeyi

verileri

Formaldehit | MH513 EnvZ pta RpoS H-NS

3. saat 308,35 124,51 266,03 922,93 | 236,82
5. saat 591,74 46,53 | 201,49 408,15| 155,57
7. saat 853,00 61,33 | 424,25 934,98 | 254,56
9. saat 891,66 | 122,03| 505221| 1023,38| 328,21
Kontrol MH513 EnvZ pta RpoS H-NS

3. saat 302,79 | 109,59 | 282,11 902,50 | 248,25
5. saat 1029,00 4343 | 440,41 928,30 | 414,10
7. saat 829,88 66,90 | 541,97| 1075,07| 426,14
9. saat 600,23 73,73 | 251,22 978,75 | 266,19

Cizelge 3.6 Formaldehitli ve Formaldehitsiz yabani tip ve mutant E. coli’nin OmpC sentez diizeyi

verileri

Formaldehit | MH225 EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 187,04 97,44 | 1021,23| 114,54| 221,87
5. saat 195,54 51,21 747,71 195,78 | 108,47
7. saat 979,63 52,15| 1053,09| 419,99 479,15
9. saat 1028,42| 135,89 | 1208,49| 490,80| 915,39

Kontrol OmpC EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 175,24 115,98 1251,15] 110,31 211,31
5. saat 358,34 41,93 | 1589,09| 14891 | 306,27
7. saat 889,11 62,59 | 1190,38| 369,19 654,30
9. saat 1016,02| 106,87 | 1095,01| 477,12| 1059,66
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Sekil 3.12 Formaldehit ilavesinin yabani tip E. coli ve mutantlarin OmpC porin protein sentez

diizeyine etkisi

3.2.2 H,0y’in E. coli’nin OmpC ve OmpF porin protein sentez diizeyine etkisi ve kontrol

mekanzimalar:

Besiyerine 5,76 mM H,0, ilave edildigi zaman pta, ins ve envZ mutant E. coli suslariin
RpoS ve yabani tip strainlere gore bilylime oranlarinin daha yavas oldugu tespit edilmistir. Yani
mutasyona ugrayan 3 gen bdlgesinin H,O, varlifinda E. coli’nin biiyiimesi i¢in dnemli oldugu

goriilmektedir.

H,0, ilavesinde elde edilen veriler OmpF porin protein sentez diizeyine nasil etkiledigine
bakmak i¢in Sekil 3.15 incelendiginde H,0O, ile olusturulan oksidatif stresin OmpF sentezini 5. saate
kadar kontrol ile karsilagtirildiginda degistirmedigi ancak 7. ve 9. saatlerde kontrolden daha fazla
OmpF sentezi oldugu goriilmistiir. Burada kontrol OmpF sentezi 600 iinite iken H,O, ilave
edildiginde 898 {inite sentez gerceklesmektedir. rpoS, envZ, hns ve pta mutant E. coli OmpF
sentezine H,O,’in nasil etkiledigine bakilacak olursa rpoS, pta ve envZ mutasyonlarmin énemli bir
etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Ans mutant E. coli’de ise H,O, ilavesinden sonra 5. saatte OmpF

sentez diizeyinde azalma olmaktadir. /ns mutant E. coli’de H,0, ilavesi olmayan kontrol 6rneginde
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OmpF sentezi 414.10 {inite iken H,0, ilave edilen ornekte 167.87 Miller {initesi olarak

gerceklesmistir (¢izelge 3.7).
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Sekil 3.13 H,0, ilavesinde yabani tip E. coli (MH513) ve mutantlarin iireme grafigi
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Sekil 3.14 H,0, ilavesinde yabani tip E. coli (MH225) ve mutantlarin iireme grafigi
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Sekil 3.15 H,0, ilavesinin yabani tip E. coli ve mutantlarin OmpF protein sentez diizeyine etkisi

Cizelge 3.7 H,0, li ve H,0; siz biiyllyen yabani tip ve mutant £. coli 'nin OmpF sentez diizeyi

verileri

H,0, MH513 EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 300,06 126,91 275,75 972,60 250,12
5. saat 1015,33 62,54 466,58 956,84 167,87
7. saat 1033,98 78,14 427,23 935,57 279,67
9. saat 898,28 80,42 384,78 | 1024,36 366,95
Kontrol MH513 EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 302,79 109,59 282,11 902,50 248,25
5. saat 1029,00 43,43 440,41 928,30 414,10
7. saat 829,88 66,90 541,97 | 1075,07 426,14
9. saat 600,23 73,73 251,22 978,75 266,19
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Cizelge 3.8 H,0O, li ve H,0; siz biiyliyen yabani tip ve mutant £. coli’nin OmpC sentez diizeyi

verileri

H,0, MH225 EnvZ Pta RpoS H-NS
3. saat 212,80 118,65 869,43 81,87 112,48
5. saat 192,69 74,78 | 114225 153,61 157,99
7. saat 772,61 64,30 1101,96 462,23 468,31
9. saat 1007,35 89,48 | 1079,85 675,18 | 1006,09
Kontrol MH225 EnvZ Pta RpoS H-NS
3. saat 175,24 11598 1251,15 110,31 211,31
5. saat 358,34 41,93 1589,09 148,91 306,27
7. saat 889,11 62,59 | 1190,38 369,19 654,30
9. saat 1016,02 106,87 | 1095,01 477,121 1059,66

OmpC sentez diizeyinde H,O, ilave edilmesinin kontrol ile karsilastirildiginda hafif bir
azalmaya sebep oldugu belirlenmistir (Sekil 3.16 ve Cizelge 3.8). Ancak dikkate deger bir fark
olmadig1 ifade edilebilir. envZ mutant E. coli’ nin OmpC sentezi H,O, ilave edilmesi ile
degismemistir. Yine rpoS mutant E. coli’de ise 7 ve 9. saatlerde ilave edilmemis 6rneklere gore
artis oldugu tespit edilmistir. Bu artisin H,O, ilavesi i¢in 6nemli oldugu ifade edilebilir. H-NS
mutant susun OmpC sentezi 5. ve 7. saatlerde kontrol drnegine gore azalma oldugu ancak 9. saatte

yabani tip ile ayn1 seviyede sentez gerceklestigi belirlenmistir.
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Sekil 3.16 H,0, ilavesinin yabani tip E. coli ve mutantlarin OmpC porin protein sentez diizeyine

etkisi

3.2.3 Klor’un E. coli’nin OmpC ve OmpF porin protein sentez diizeyine etKkisi

Klor besiyerine ilave edildiginde E. coli’nin iiremesini etkilemis oldugu Sekil 3.17 ve 3.18
den goriilmektedir. Mutantlardan pta, envZ ve hns, rpoS ye gore daha fazla etkilenmis olup klor

varliginda bu bolgelerin olduk¢a 6nemli oldugunu gostermektedir.

Yabani tip E. coli OmpF sentezi klor ilave edildiginde kontrole gore biraz azalma
gostermistir. 7poS ve envZ mutantlarda klor ilavesi OmpF sentezini degistirmemis ancak pta
mutant £ coli’de OmpF sentezin azalmasima neden olmustur. Kontrol pta mutantinda 7. saatte
541,97 Miller iinite sentez goriiliirken, klor ilave edilen E. coli de 241,68 {inite sentez tespit
edilmistir. /Ans mutant E. coli’de ise yabani tip E. colide ki kadar olmasada 5. saatte sentezde artiga
nende olmus, 7. saatten sonra OmpF diizeyi azalmistir (Cizelge 3.9 ve sekil 3.19). OmpC
sentezinde kontrole gore hafifce azalmasina neden olmus, pta ve envZ mutant E. coli’de
etkilememis, »poS mutasyonunda 5. saatten sonra azalmaya neden olmus, sns mutasyonunda ise

sentezi azaltmistir (Cizelge 3.10 ve Sekil 3.20).
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Sekil 3.17 Klor ilavesinde Yabani tip E. coli (MH513) ve mutantlarin lireme grafigi
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Sekil 3.18 Klor ilavesinde yabani tip E. coli (MH225) ve mutantlarin tireme grafigi
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Sekil 3.19 Klor ilavesinin yabani tip E. coli ve mutantlarin OmpF porin protein sentezine etkisi

Cizelge 3.9 Klorlu ve Klorsuz biiyliyen yabani tip ve mutant £. coli’'nin OmpF sentez diizeyi

verileri

Klor MH513 EnvZ Pta RpoS H-NS
3. saat 300,33 116,95 279,13 917,49 248,31
5. saat 921,83 33,19 311,49 899,61 704,31
7. saat 583,54 68,73 241,68 914,48 401,46
9. saat 488,70 70,28 199,22 817,18 258,81
Kontrol OmpF EnvZ Pta RpoS H-NS
3. saat 302,79 109,59 282,11 902,50 248,25
5. saat 1029,00 43,43 440,41 928,30 414,10
7. saat 829,88 66,90 541,97 | 1075,07 426,14
9. saat 600,23 73,73 251,22 978,75 266,19




Cizelge 3.10 Klorlu ve Klorsuz biiyiiyen yabani tip ve mutant E. coli’nin OmpC sentez diizeyi

verileri
Klor MH225 EnvZ Pta RpoS H-NS

3. saat 163,40 114,65 1135,59 114,50 224,57
5. saat 167,02 37,47 1168,04 246,59 141,65
7. saat 722,86 55,68 | 1080,47 276,78 329,50
9. saat 920,54 69,38 | 1178,89 308,99 | 1073,32
Kontrol OmpC EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 175,24 115,98 1251,15 110,31 211,31
5. saat 358,34 41,93 1589,09 148,91 306,27
7. saat 889,11 62,59 | 1190,38 369,19 654,30
9. saat 1016,02 106,87 | 1095,01 477,121 1059,66
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Sekil 3.20 Klor ilavesinin yabani tip E. coli ve mutantlarin OmpC porin protein sentezine etkisi
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3.2.4 Etanol’iin E. coli’nin OmpC ve OmpF porin protein sentez diizeyine etKisi

Nutrient brot besiyerinde E. coli lirerken 3. saatte etanol ilave edildiginde kontrole gore
(etanol ilave edilmemis Ornek) lireme hizinda dikkate deger bir azalma goriilmiistiir (sekil 3.21 ve
3.22). envZ, rpoS, pta ve hns mutasyonlarinin etanol varliginda iiremeyi etkiledigi ve yabani tip E.
coli’'ye gore daha yavas bir ilireme gosterdikleri tespit edilmistir. Bu mutasyonlarin porin
proteinlerinin yaninda bilinen ve bilinmeyen bagka bir¢ok faktorleride kontrol etmekte olduklar
tahmin edilmektedir. Ayrica diger kimyasal maddeler ile karsilastirildiginda etanoliin daha fazla
iremeyi etkiledigi goriilmektedir. Diger kimyasal maddelerde oldugu gibi en fazla etkilenen

mutasyonlar envZ ve pta mutasyonlar1 olmustur.

OmpF ve OmpC sentez diizeyine nasil etkiledigine bakilacak olursa ¢izelge 3.11 ve 3.12 ile
sekil 3.23 ve 3.24 incelendiginde OmpF sentezinin etanol ilave edildikten sonra yabani tip kontrole
gore oldukca azaldigi gorilmiistiir. Aymi sekilde ¢alismada kullanilan rpoS, envZ, pta ve hns
mutasyonlarinda da etanol ilave edilmesinin OmpF sentezini azalttigi belirlenmistir. EnvZ mutant
E. coli’de ise 5. saatte kontrole gore artig ve 7. ve 9. saatlerde hemen hemen kontrol 6rnegi ile ayni

sonuclar alinmustir.

OmpC sentezi lizerine etanol ilavesinin etkisine bakildigi zaman sekil 3.24 deki sonuglara
gore OmpC sentezinin etkilenmedigi tespit edilmistir. Hatta etanol ilave edilmemis yabani tip ile
etanol ilave edilmis yabani tip OmpC sentezinin hemen hemen ayni oldugu goériilmektedir. Ayrica
mutantlarla elde edilen sonuclarda gostermektedir ki etanoliin envz ve pta mutant E. coli’de OmpC
porin protein sentezi iizerine herhangi bir etkisi yoktur. Hns mutant E. coli’nin etanol ilave
edilmemis OmpC sentez diizeyi ile etanol ilave edilmis diizey karsilastirildiginda #Ans
mutasyonunda etanol ilavesinin azda olsa OmpC sentezini azalttig1 goriilmektedir. rpoS mutant E.
coli’de ise etanol bulunan ortamda biiyiitiilen E. coli’nin OmpC sentezinde 5. saatten itibaren artig

odugu belirlenmektedir (Cizelge 2.12 ve sekil 3.24).
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Sekil 3.21 Etanol ilavesinde yabani tip E. coli (MH513) ve mutantlarin {ireme grafigi
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Sekil 3.22 Etanol ilavesinde yabani tip £. coli (MH225) ve mutantlarin iireme grafigi

48



B-Galaktosidaz Aktivetesi (Miller Unitesi)

1200

1000

800

600

400

200

o

"
A
bl —A

Zaman
(saat)

—e— Yabani Tip —e— Etanol —a— EnvZ —¢«—pta —«— RpoS —o— H-NS

49

Sekil 3.23 Etanol ilavesinin yabani tip E. coli ve mutantlarin OmpF porin protein sentez diizeyine

etkisi

Cizelge 3.11 Etanol ilavesinin yabani tip ve mutant £. coli’nin OmpF sentez diizeyine etkisi

Etanol MHS513 EnvZ pta RpoS H-NS

3. saat 307,89 126,96 266,12 981,93 251,53
5. saat 524,43 100,54 95,71 835,03 278,70
7. saat 404,36 87,89 188,50 722,04 468,65
9. saat 333,00 77,69 272,61 511,25 175,99
Kontrol | OmpF EnvZ pta RpoS H-NS

3. saat 302,79 109,59 282,11 902,50 248,25
5. saat 1029,00 43,43 440,41 928,30 414,10
7. saat 829,88 66,90 541,97 | 1075,07 426,14
9. saat 600,23 73,73 251,22 978,75 266,19




Cizelge 3.12 Etanol ilavesinin yabani tip ve mutant . coli’nin OmpC sentez diizeyine etkisi

Etanol MH225 EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 201,74 117,14| 1046,46 112,57 164,49
5. saat 306,43 39,33 | 1305,72 240,89 279,93
7. saat 877,68 58,69 | 1418,50 516,71 533,38
9. saat 1051,10 66,03 | 1450,11 695,98 821,51
Kontrol | OmpC EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 175,24 11598 | 1251,15 110,31 211,31
5. saat 358,34 41,93| 1589,09 148,91 306,27
7. saat 889,11 62,59 1190,38 369,19 654,30
9. saat 1016,02 106,87 | 1095,01 477,12 1059,66
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Sekil 3.24 Etanol ilavesinin yabani tip E. coli ve mutantlarin OmpC porin protein sentez diizeyine

Etkisi
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3.2.5 SDS’nin E. coli’nin OmpC ve OmpF porin protein sentez diizeyine etkisi

Besi ortamina SDS ilave edilerek biiyiitiilen E. coli ve mutant bakterilerin lireme grafikleri
Sekil 3.25 ve 3.26 da incelendiginde, SDS’nin bakteri liremesini oldukc¢a azalttig1 tespit edilmistir.
Ozellikle envZ, pta ve hns mutantlariin 7poS mutantina gore daha fazla etkilendigi belirlenmistir.
Yabani tip E. coli’nin yogunlugu 862 iken SDS ilave edildiginde 786 envz mutant 360, pfa mutant
550, rpoS mutant 750, Ans mutant ise 340 OD600 absorbans degerine ulagmuistir.

SDS ilave edilmesi ile OmpC ve OmpF sentez diizeyinde meydana gelen degisiklik Sekil
3.27 ve 3.28 de incelendiginde OmpF sentezinin kontrole gore sentez artis hizinin daha yavas
oldugu tespit edilmistir. Ayrica Ans ve pta‘da sentezde kontrole gore % 50’ye yakin azalmaya
sebep olurken, envZ mutantta ise SDS ilavesi OmpF sentezinde dikkate deger bir degisim
gostermemistir. rpoS mutasyonunda ise SDS ilave edildiginde yabani tip E. coli’de meydana gelen
OmpF sentezindeki azalma olmamaktadir. Dolayisi ile SDS ilavesinin rpoS mutasyonunda sentez
diizeyini etkilemedigi soylenebilir (Cizelge 3.13 ve 3.27).0mpC sentezine SDS ilavesinin etkisine
Sekil 3.28 ve ¢izelge 3.14’deki verilere gore, SDS ilavesi yabani tip E. coli’de OmpC diizeyini
arttirmig ve 9. saate kadar devam etmistir. tpos mutant E. coli’de iseolduk¢a Onemli bir artig
gorliilmektedir. 9. saatte SDS ilaveli 6rneklerde 1005.50 iinite, SDS ilavesi olmayan rpos
mutantlarda 477.12 Miller iinite sentez goriilmektedir. HNS mutant E. coli’dede ayni sekilde bir
artts olmaktadir. Ancak yabani tiptede ayni diizeyde artis olmasi bu artisin mutasyondan

kaynaklanmadigi SDS’nin etkisi ile ger¢eklesen bir artis oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.25 SDS ilavesinde yabani tip E. coli (MH513) ve mutantlarin {ireme grafigi
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Sekil 3.26 SDS ilavesinde yabani tip E. coli (MH225) ve mutantlarin {ireme grafigi
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Sekil 3.27 SDS ilavesinin yabani tip E. coli ve mutantlarin OmpF porin protein sentezine etkisi

Cizelge 3.13 SDS’li ve SDS’siz bilyiiyen yabani tip ve mutant E. coli’nin OmpF sentez diizeyi

verileri

SDS MH513 EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 264,64 120,52 271,00 936,88 236,24
5. saat 499,10 62,78 196,38 904,29 254,42
7. saat 495,61 75,25 355,121 1022,37 261,88
9. saat 504,05 57,59 388,541 1217,09 268,82
Kontrol OmpF EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 302,79 109,59 282,11 902,50 248,25
5. saat 1029,00 43,43 440,41 928,30 414,10
7. saat 829,88 66,90 541,97 | 1075,07 426,14
9. saat 600,23 73,73 251,22 978,75 266,19




Cizelge 3.14 SDS’li ve SDS’siz biiyiiyen yabani tip ve mutant E£. coli’nin OmpC sentez diizeyi

verileri
SDS MH225 EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 186,54 123,721 1046,46 146,14 208,80
5. saat 547,98 76,45| 1305,72 275,94 508,77
7. saat 921,95 65,26 | 1418,50 697,48 868,69
9. saat 1152,73 33,81 1450,11 1005,50 | 1233,21
Kontrol OmpC EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 175,24 11598 | 1251,15 110,31 211,31
5. saat 358,34 41,93 | 1589,09 148,91 306,27
7. saat 889,11 62,59 | 1190,38 369,19 654,30
9. saat 1016,02 106,87 | 1095,01 477,121 1059,66
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Sekil 3.28 SDS ilavesinin yabani tip E. coli ve mutantlarin OmpC porin protein sentezine etkisi
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3.2.6 Camasir suyu’nun E. coli’nin OmpC ve OmpF porin protein sentez diizeyine etKisi

Biiylime ortamina ¢amasir suyu ilave edildiginde yabani tip E. coli’nin biiylimesinde ¢ok az
yavaglama oldugu goriilmektedir. Ancak envZ, pta ve hns mutant E. coli’nin larmn ¢amasir suyu
varligindan etkilendigi ve ikiye katlanma zamaninin oldukga uzadig tespit edilmistir (Sekil 3.29 ve

3.30).

Yabani tip E. coli OmpF sentezinin ¢amagir suyu ilave edilmesi ile ¢cok fazla degismedigi
gorlilmektedir (sekil 3.31 ve ¢izelge 3.15). hns, pta ve rpoS mutant E. coli’de OmpF sentezi
azalmistir. Bu mutasyonlarda azalmaya sebep olduguna gore yaba tip ile karsilastirildiginda

molekdillerin rollerini gostermektedir.

Camagir suyu ilave edilmesi sonucunda OmpC sentezinde ise yabani tip E. coli’de 5. saatte
oldukga artis oldugu goriilmektedir. Hns ve pta mutant £. colide Ompc sentezi 5. saatlerde oldukca
ciddi azalma gosterirken daha sonraki inkiibasyon siirecinde artis gostermistir. Ancak rpoS
mutasyonunda OmpC sentezinde yabani tipte oldugu gibi bir artig oldugu goriilmektedir. En ilging
ve beklenmedik sonu¢ envZ mutant E. coli’de tespit edilmistir. Diger kimyasallarda goériilmeyen

oldukca yiiksek bir sentez elde edilmistir (¢izelge 3.16).
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Sekil 3.29 Camasir suyu ilavesinde yabani tip E. coli (MH513) ve mutantlarin {ireme grafigi
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Sekil 3.30 Camasir suyu ilavesinde yabani tip E. coli (MH225) ve mutantlarin tireme grafigi
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Sekil 3.31 Camasir suyu ilavesinin yabani tip E. coli ve mutantlarin OmpF porin protein sentezine

etkisi



Cizelge 3.15 Camagir suyu ilavesinin yabani tip ve mutant E. co/i’nin OmpF sentez diizeyi

Camagir Suyu | MHS513 EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 305,54 120,52 276,81 929,28 | 256,46
5. saat 928,96 62,78 316,12 706,57 | 263,28
7. saat 908,96 75,25 487,93 858,20 | 289,62
9. saat 785,79 57,59 685,23 | 1130,96| 388,49
Kontrol OmpF EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 302,79 109,59 282,11 902,50 | 248,25
5. saat 1029,00 43,43 440,41 928,30 | 414,10
7. saat 829,88 66,90 541,97 | 1075,07| 426,14
9. saat 600,23 73,73 251,22 978,75 | 266,19

Cizelge 3.16 Camasir suyu ilave edilmis ve edilmemis biiyiitiilen yabani tip ve mutant £. coli’nin

OmpC sentez diizeyi verileri

Camagir suyu | MH225 EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 277,19 131,86| 1250,74 103,39 192,37
5. saat 752,72 | 218,69 839,80 | 210,01 136,26
7. saat 925,79 | 263,00 1334,79 317,44 563,41
9. saat 1117,04| 408,74| 1641,89 530,47 777,10
Kontrol OmpC EnvZ pta RpoS H-NS
3. saat 175,24 11598| 1251,15 110,31 211,31
5. saat 358,34 41,93 | 1589,09 148,91 306,27
7. saat 889,11 62,59 | 1190,38 369,19 654,30
9. saat 1016,02| 106,87 | 1095,01 477,12 | 1059,66
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Sekil 3.32 Camasir suyu ilavesinin yabani tip E. coli ve mutantlarin OmpC porin protein sentezine

etkisi
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4. TARTISMA VE SONUC

E. coli gibi gram negatif enterik bakteriler farkli ¢evrelerde, olduke¢a farkli stres sartlari ile
bas etmek zorudadirlar. Bu sartlar arasinda pH, osmolarite, sicaklik, cesitli toksik kimyasal
maddeler, antibiyotikler, oksidatif stres sayilabilir.  Oldukg¢a farkli stres sartlar1 arasinda
organizmalarin yasami uygun gen setlerinin gerekli miktarlarda dogru sentezi ile miimkiindiir. Bir
cok cevresel stres cevap genleri ¢oklu regiilator mekanizmalar ile olduk¢a karmagik korunma
islemleri icerir. Bu networkler ile hiicre kendini stres faktorlerinden korumaya ¢alismaktadir. Bu
¢oklu regiilator mekanizmalar arasindaki iligkilerin anlagilmasi bakterilerin dogal hayata adaptasyon
yeteneklerinin anlagilmasina yardimci olacaktir. Buda hem c¢evre sagligi hemde insan sagligi

acisindan oldukc¢a 6nemlidir.

D1s membran gram negatif bakterilerde dogal hayata adaptasyon ve madde transferi i¢in
oldukga dnemli bir bariyerdir. Burada yer alan OmpC ve OmpF porin proteinleri basta olmak iizere
bir ¢ok spesifik ve spesifik olmayan porinler stres kosullarina adaptasyon ve besin aliminda oldukga
onemlidir. OmpC ve OmpF porin proteinlerinin bir ¢ok stres kosulunda sentezlerinin degistigi
ortaya konmustur. Ancak bu proteinlerin farkli stres sartlarinda sentezlerini kontrol eden faktorler
ve c¢aligma mekanzimalar1 tam olarak agiga cikarilabilmis degildir. pH, osmolarite, sicaklik,
oksidatif stres, aclik, toksik bilesikler ve antibiyotikler OmpC ve OmpF sentez diizeyini degistirdigi
tespit edilen faktorlerdir [74]. Bu caligmada dezenfektan Ozellikli kimyasal maddeler arasinda
gecen formaldehit, etanol, ¢amasir suyu, klor, sodyum dodesil siilfat (SDS) ve H,O, calisma konusu
olarak belirlenmistir. Nutrient brot zengin besiyeri olarak bilinen bir besi ortamidir. E. coli,
inkiibasyon siiresi ilerledik¢e besin miktariin azalmasi ve bakteri yogunlugunun artisi ile yaklasik

10-12. saatler arasinda durgunluk fazina girer.

Yapilan ¢alismada lireme grafiklerine bakildig1 zaman nutrient brot besiyerinde yabani tip
E. coli’nin gelisim hizinin 9 saatlik periyotta mutantlara gore oldukg¢a yiiksek oldugu ve rpoS
mutasyonunun yaklasik yabani tip ile ayni oldugu tespit edilmistir. Hns ve pta mutasyonuna
ugratilmis E. coli’nin ise yabani tipten daha yavas biiyiime gosterdigi goriilmektedir. Bu farklilik
yalniz 5. ve 7 saatlerde goriilmekte olup, 9. saatte yabani tip ile ayn1 miktarda biiylime oranina
ulagsmaktadirlar. Porin proteinleri eksik E. coli mutant suglariin besince yiiksek besiyerlerinde
biiyiime oranlarmin yabani tip E. coli gibi normal, fakat besin konsantrasyonu diisiik oldugu zaman

ise biliylime oranlarmin diisik oldugu ortaya konmustur [136]. Ancak envz, pta ve hns
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mutasyonlarinda biiylime orani azalmistir. Mutasyona ugratilan bu boélgeler E. coli’nin bagka
onemli metabolik yollarint da kontrol etmektedir [45,75,122,123]. Dolayist ile mutasyona
ugratilmalar1 sonucunda ikiye katlanma zamanlarinda azalma olmas1 dogaldir. Ancak ¢ok dnemli

bir azalma degildir.

Biiyiime ortamina kimyasal maddelerin ilavesi biiyiime oranlarimi azaltmistir. Ozellikle
SDS ve Etanol ikiye katlanma zamanini olduk¢a diigiirmiistir. Mutantlarda bu etki daha fazla
goriilmektedir.  Zararli toksik kimyasal maddelerle karsilasan mikroorganzimalar metabolik

hizlarini azaltir, adaptasyon siireci gegirir ve bu nedenle tireme hizlar1 yavaslamaktadir [12,45,14]

Darcan ve ark. (2001) deniz suyunda etanol ile muamele edilen E. coli ve S.
typhimurium un OmpC ve OmpF porin proteinlerinin ve dis membran proteinlerinin biiyiik
cogunlugunun sentezinde dikkate deger artis oldugunu gostermislerdir [39]. Ancak E. coli zengin
besiyeri ortamlarinda {iretildiginde ortama ilave edilen etanol ile OmpF sentezinin azaldigi
gosterilmistir [137].  Yapilan bu ¢alismada da nutrient brotta iiretilen E. coli’nin etanol ilave
edilmesi ile OmpF sentezinin azaldig1 tespit edilmistir. Yapilan c¢alismalarda Etanol ilavesinin
MicF RNA miktarinda 17 katlik bir artisa neden oldugu tespit edilmistir [137]. MicF RNA ompF
mRNa’sina baglanarak onun okunmasini (translasyonu) olmasini engelleyen dolayisi ile OmpF
sentez diizeyini azaltan bir gérevi vardir 104,37,97,96,77]. Bu sonuglara gére OmpF sentezinin
etanol nedeni ile azalmasinda MicF RNA nin roli oldugu goriilmektedir. Calismamizda OmpF
sentezinde goriilen azalmada RpoS, H-NS, EnvZ ve Acp’m rolil olup olmadigina bakilmistir. EnvZ
ve H-NS mutasyonunun herhangi bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Pta ve rpoS mutant E.
coli’de etanol ilavesi ile OmpF sentezinin azaldig1 belirlenmistir. Her iki mutasyondada azalmanin
mekanizmas1 hakkinda heniiz bir bilgi tespit edilememistir. Etanol ilavesinin OmpC sentezi {izerine
etkisine bakildig1 zaman yabani tip E. colide herhangi bir degisime sebep olmamistir. Dolayisi ile
etanol ilave edilmesi ompC sentezi diizeyini degistirmemistir. Mutantlarla yapilan caligmalar
sonucundada etanol ilavesinin Onemli bir degisime sebep olmadigi goriilmektedir. Ancak
calismamizda ilging bir sonug olarak hns mutant E. coli’'nin OmpC sentezinde azalma oldugu tespit
edildi. Hns mutasyonu normal sartlarda OmpC sentezinin artisina neden oldugu belirlenmigtir
[132]. H-NS indirekt tarzda hem OmpF ve OmpC sentezini diizenlemektedir. Ancak ¢alismamizda
yabani tip E. coli’de bir degisime sebep olmayan etanol Ans mutant E. coli’de azalmaya sebep

olmustur. Bu azalmay1 nasil sagladigi heniiz bilinmemektedir.
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Darcan ve ark. deniz suyuna etanol ilave ettiklerinde E. coli ve Salmonella typhimurium’un
porin sentezinde artis oldugunu gdstermiglerdir. Ancak nutrient brot besiyerinde yapilan ¢alismada
ise OmpF sentezinde azalma oldugu goriilmektedir. Zengin besiyeri ve minimal medium gibi besi
ortamlar1 ile yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglardan dogal ortam olarak gol, nehir, toprak ve
deniz suyu gibi ortamlarda elde edilen sonuglar farkli olabilmektedir [32]. Dolayist ile etanol ilave

edildiginde dogal ortamlarda OmpF sentezi artarken zengin besi ortamlarinda azalmaktadir.

Darcan (1999), deniz suyunda yaptig1 caligmasinda, formaldehit ve SDS gibi dezenfektan
ozellikli kimyasal maddelerin E. coli ve S. typhimurium’un dis membranindaki proteinlerin, OmpC
ve OmpF porin proteinlerinin sentez diizeyini azalttigin1 gostermistir [42]. Ozkanca (1993)’da gél
suyunda yaptig1 bir ¢alismada SDS gibi deterjanlara maruz kalmis E. coli’de OmpC ve OmpF porin
proteinlerinin neredeyse yok denecek kadar azaldigimi belirtmistir [24]. Kimyasal Kkirletici
maddelerden olan monoklorofenol, pentaklorofenol ve kadmiyum klorid kimyasallarinin da etkisi
ile OmpF sentezinin azaldigi gosterilmistir [43]. Mar regiilonun (kimyasal maddelere direng
regiilonu) porin proteinlerinin sentezini, 6zellikle OmpF porinini kontrol ettigi ortaya konmustur
[44]. Mar regiilonunun kimyasal maddelerin hiicre disina atilmasit ve hiicrenin korunmasinda
onemli rolii vardir [45]. Calismamizda Formaldehit ilavesinin zengin besiyerinde liretilen E.
coli’nin OmpF sentezini 5. saatte azalttig1 tespit edilmistir. Ancak 7. saatten sonra yabani tip E.
coli’de elde edilen ompF sentezinden daha fazla Ompf sentezi elde edilmistir. Bu sentezde envZ
nin bir rolii olmadigi tespit edilmistir. 3. saatte Formaldehit ilave edilmis besiyerinde iiretilen E.
coli mutantlarinda da 5. saatte alinan orneklerde OmpF sentezinde azalma oldugu, inkiibasyon
siirecinin devaminda artis oldugu tespit edilmistir. Ilging bir sonug olarak 7poS mutant E. coli’de
formaldehit ilavesinden sonra OmpF sentezinde olduk¢a dnemli bir azalma goriilmiistiir. Ancak 7.
saatte alinan orneklerde tekrar 3. saatteki degerine donmiistiir. Ompf sentezinin toksik kimyasal
maddelerin varliginda 6zellikle MicF, MicF nin sentezinin diizenlenmesinde rol alan MarA, SoxS,
tolC, Lrp gibi bir ¢ok faktdr tespit edilmistir [119, 137, 99, 71, 120]. Bu azalmanin altinda yatan
sebebinde muhtemelen bu faktorler oldugu vurgulanabilir. Formaldehit ilave edilen E. coli’nin
OmpC sentez diizeyine bakildigi zaman ciddi anlamda bir degisim olmadig1 goriilmiistiir. Envz ve
rpoS mutant E. coli’nin OmpC sentezine herhangi bir etkisi olmamistir. H-NS mutant ve pta
mutant E. coli’'nin OmpC sentezi ise 5. saatte azalmis ancak ilerleyen saatlerde sentez tekrar
ylikselmistir. Formaldehit ve SDS ilave edilmesi sonucunda Ompf sentezinin azalmasi OmpC

sentezinin ise degismemesi beklenen bir sonuctur. Ciinkii hizli biiylime sonucunda bakteriler besin
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ihtiyaglarini ¢abuk karsilayabilmek i¢in biiyilik por ¢apina sahip olan OmpF porin proteinin tercih
ederken kiiciik por ¢apli OmpC yi ¢ok diisiik diizeyde sentezlemektedirler (Sekil 3.3 ve 3.4) ve
kimyasal maddeler ilave edildiginde maddelerin igeri alinimini azaltmak i¢in biiyiik por capli OmpF
porin sentez diizeyini azaltmalar1 gerecektir. OmpC sentezi zaten az oldugu i¢in burada sentezde
degisim olmamasi beklenir. Dolayist ile OmpF sentezini azaltmak i¢in hangi faktorlerin devreye
girdigini tespit etmek i¢in mutantlarla yapilan calismalarda elde edilen sonuglardan RpoS ve
EnvZ’nin bir roliinlin olmadig1 goriilmiistiir. Bouche ve ark. (1998) calismalarinda AcP in RpoS
diizeyini negatif olarak etkiledigini tespit etmislerdir [107]. Bu bilginin 1518inda elde ettigimiz
sonucun nedeni olarak AcP’in ortamda olmamasi nedeni ile RpoS’nin miktarindaki artigin yabani
tip E. coli’ye gore OmpF sentezinin azalmasina neden oldugunu séyleyebiliriz. RpoS global stres
faktorii olarak toksik maddelerin varliginda gereklidir. Ancak rpoS mutant E. coli’de meydana

gelen azalmanin nasil oldugunu ifade etmek su anki bilgiler ile miimkiin gériinmemektedir.

SDS ilave edildiginde de OmpF sentezinin oldukga azaldigi, OmpC sentezinin ise
etkilenmedigi tespit edilmigtir. Mutantlar arasinda envZ ve rpoS mutant E. coli’de OmpF sentezi
SDS nedeni ile degismemistir. pfa ve hns mutantlarda ise yabani tip E. coli’de oldugu gibi sentezde
azalma belirlenmistir. Ompc sentezi agisinda ise sadece rpoS mutant E. coli’de OmpC sentezinin

arttig1 tespit edilmistir.

H,0, ilave edilerek meydana getirilen oksidatif stres sonucunda OmpF sentezinin 5. saatte
yabani tip ile ayni sonucu verirken 7. ve 9. saatlerde ise yabani tip E. coli’den daha fazla sentez
belirlenmistir.  EnvZ, pta ve rpoS mutant E. coli’nin OmpF sentezinin etkilenmedigi tespit
edilmigtir. H-NS yoklugunda ise OmpF nin azaldig1 goriilmektedir. H,O,; ilavesi OmpC sentezinde
az da olsa azalmaya sebep olmustur. Bu azalmada envZ nin bir etkisi olmadigi belirlenmistir. Li ve
Demple (1994) yaptiklar1 ¢alismada oksidatif strese ugramis E. coli’'nin MicF RNA miktarinin 10
kat arttigin tespit etmiglerdir [53]. Bu sonuca gére MicF de ki artis OmpF sentezinin azalmasi
demektir. H,0, ilave edilen 6rneklerde literatiirlerden farkli olarak elde dilen sonuglar ile ilgili
olarak neden boyle bir deger elde edildigini heniiz bilmiyoruz. Ileri diizeyde farkli acilardan ve

tekniklerle yapilacak ¢aligmalar sonucunda aydinlatilabilecegini diisiinmekteyiz.

Camagir suyu ve klor ile yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglar literatiire ilk kazandirilan
sonuglardir. Bu kimyasal maddeler ile yapilmis OmpC ve OmpF sentezi ile ilgili bir yayina
rastlanmamustir. Klor ilavesi ile hem OmpC hemde OmpF sentezi kontrol 6rneklerine gore hafifge

azalmistir. Her iki porin i¢inde envZ mutantlarda sentezde bir degisim olmamigtir. Pta mutant F.
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colide OmpC ve rpos mutant £. coli’de ise OmpF etkilenmemistir. Pta mutantlarda OmpF azalmus,
hns mutantlarda ise sentezde artis belirlenmistir. Darcan (1999) deniz suyu ile yapmis oldugu
caligmalarda klor ilave edilen 6rneklerde protein sentezinin oldukca azaldigini tespit etmistir [42] .
Sentezde goriilen bu azalmay1 saglayan faktoriin bu c¢alismada test edilen rpoS, hns, envZ ve Acp
olmadig1 soylenebilir. Ayrica literatiirde ¢amasir suyu veya icerigi olan hipoklorit ile klorun porin

sentezi lizerine etkisi ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Her iki porinin sentezinde EnvZ sensdriiniin dnemli rolii oldugu envZ mutant E. coli ile elde
edilen sonuglardan goriilmektedir. ompR mutant E. coli’de ise daha dnce belirtildigi gibi porin
protein sentezinin olmadigi goriilmiistiir. Literatiirde verilen bilgiler ile uyumlu sonuglar elde
edilmistir [69, 28]. Ancak envZ mutant E. coli’de ortaya konan OmpC ve OmpF sentez diizeyi
OmpR’yi diizenleyen bagka faktorlerin varligin1 gostermektedir. Daha 6nceki sonuglarda oldugu
gibi pta mutant E. coli’de OmpC, rpoS mutant E. coli’de OmpF’nin oldukga yiiksek sentezlendigi
ortaya konmustur [32]. rpoS mutant E. coli’de OmpC porin protein sentezinin ise yabani tip OmpC
porin sentezine gore %60 daha az sentezlendigi, pta mutant E. coli’de ise OmpF sentezinin yabani
tip ile ayn1 oranda sentezlendigi goriilmiistiir. Ans mutant E. coli’de ise yabani tip E coli’deki

senteze gore OmpC sentezinin %17 ve OmpF sentezinin ise %40 daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Bakteriler, besinlerin bol ve gevresel sartlarin tamamen optimum oldugu durumlarda,
besinlerin daha hizli kullanilabilmesi i¢gin OmpF gibi biiyiik por ¢apina sahip porin proteinlerinin
sentezini arttirdigi ortaya konmustur [7]. Literatiirdeki bulgulardan her iki porinin sentezinde

EnvZ’nin 6énemli rolii oldugu bilinmektedir [71, 69, 28].

Literatiirde HNS’nin micF ve ompC genleri arasina baglanarak sentezlerini baskilayici
ozellik gosterdigi ortaya konmustur [101]. Bu nedenle mutasyon nedeni ile HNS’nin olmamasinin
OmpC sentezini arttirdig1 belirtilebilir. H-NS’nin zengin besiyerine aktarilmis olan logaritmik
fazdaki bakterilerde yiiksek oranda sentezlendigi bilinmektedir [138]. Dolayis1 ile Ans mutant E.
coli’de micFF RNA’nin zengin besiyerinde oldukca yiiksek oranda sentezlenmesi [38] nedeni ile
OmpF sentezinin yabani tipe gore sentezinin azalmasinin gerekgesi olarak gosterilebilir. Ayrica hns
mutant E. coli’de osmolaritesiz sartlarda eksponential olarak biiylimesi sirasinda yabani tip E.
coli’ye gore 10 kat daha yliksek RpoS miktar tespit edilmistir [139]. HNS nin hem RpoS mRNA
translasyonunu hem de RpoS stabilitesini etkileyerek diizenleme yaptigi ve RpoS degredasyonunu
saglayan faktorleri etkiledigi bilinmektedir. Liu ve Ferenci (2001) ¢aligmalarinda 4ns mutantlarinda

RpoS’nin OmpF sentezini direkt olarak azaltmadigini, agiklanamamis bir yol ile OmpF sentezini
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azalttigimi ifade etmistir [25]. Bu nedenle yabani tip E. coli’ye gore hns mutant E. coli’de sentezin

azalmasina indirekt olarak RpoS veya micF RNA’nin sebep oldugunu soyleyebiliriz.

Yabani tipe gore 0.65 absorbanstan sonra OmpF sentezinin azalmasini durgunluk fazina
dogru RpoS miktarmin artmasi ve dolayisi ile yabani tipte bunun neden oldugu negatif etkinin 7poS
mutant E. coli’de goriilmemesinden kaynaklandigi ifade edilebilir. Bu bulguyu destekleyecek
bilgiler ile uyumlu oldugu goriilmiistiir [74]. RpoS su ana kadar sentez mekanizmalar1 ve gevresel
sartlardaki diizenlenmesi tam olarak bilinmeyen, hala bir ¢ok soru isaretlerine sahip kompleks bir

mekanizmadir [110].

RpoS mutant E. coli’de yabani tipe gore oldukea diisik OmpC sentezi oldugu ve bu sentez
diizeyinin inkiibasyon periyodunca degismedigi goriilmiistiir. RpoS’nin OmpC promotoru iizerine
bir etkisinin olmadig1 belirtilmesine ragmen bdyle bir diizenlemenin olabilecegi, porin sentezini
etkileyen diger faktorlerle olan iliskileri veya heniiz tespit edilememis baska mekanizmalarin bu
sentezde rol alabilecegini ifade edebiliriz [25]. AcP’in yada pta enziminin bilinmeyen faktorler ile
iligkileri olabilecegi tahmin edilmektedir. OmpC sentezinin ortaya ¢ikmasi i¢in OmpR’nin
fosforlanmasini saglayacak bagka faktorlerin oldugunu ya da Liu ve Ferenci (2001)’nin ifade ettigi
gibi AcP eksikliginin bilinmeyen bir mekanizma ile EnvZ kinaz aktivitesini arttirarak OmpR-P
miktarm yiikseltebilecegi, dolayisi ile OmpC sentezini saglayabilecegini ifade edebiliriz [25].

Ancak heniiz bu sonucu tam olarak agiklayabilecek bulgular bulunmamaktadir.

Sonug olarak E. coli dogal cevresel ortamlarda karsilagtiklar1 gesitli stres faktorlerinden
kurtulabilmek ve o ortamlarda yasamlarini devam ettirebilmek igin ¢esitli = stratejiler
geligtirmektedirler. Kimyasal maddelerin hiicre i¢ine almmi azaltmak i¢in membran
permeabilitesini degistirmek bu stratejilerden birisi olup OmpC ve OmpF porin proteinleri bu
permeabiliteyi degistirmenin en temel yoludur. Kimyasal maddelerin igeri girisini azaltmak i¢in
genelde daha biiyiik por capmna sahip olan OmpF sentezini azaltmakta, OmpC sentezini ise
arttirmaktadir. OmpC ve OmpF porin protein sentez mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasi oldukca
zordur. Sekil 1.1 de goriildiigii gibi bir ¢cok faktor sentez mekanizmasina karigmaktadir. Bilinen
faktorlerin yaninda bilinmeyen faktorlerin varligi da séz konusu olup, molekiiler mekanzimalarin
ortaya ¢ikarilmasi i¢in kullanilan mutasyonlar bagska mekanzimalar1 da etkileyecegi icin istenilen
net sonuclarin alinmasint engellemekte ve elde edilen son ucglarin agiklanmasi oldukga zor
olmaktadir. Bu calismada da elde dilen sonuglarin agiklanmasinda hem kompleks mekanizmadan

hem de yeni bulunan verilerin bulunmasi nedeni zorluk ¢ekilmistir. Calismanin ilerki asamalari
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baska faktorler kullanilarak calisilmalidir. Kimyasal maddelere karsi direng mekanizmalarinin

ortaya c¢ikarilmasi bakteriyal enfeksiyonlarla miicadele etmek i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Bu ¢alismada kullamilan H-NS, RpoS, ve Acp molekiilleri ayr1 ayr1 OmpC ve OmpF
porin protein sentezini kontrol ettikleri gibi birbirlerini etkileyerekte bu sentezi kontrol
etmektedirler. Dolayis1 ile bu calismanin daha anlamh ve mekanizmay1 ortaya koyucu
sonugclarin elde edilebilmesi icin ikili mutantlar (rpos-hns, rpoS-pta, hns-pta gibi) ile ¢alisilmasi

gerekmektedir.
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