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ABSTRACT

Although OmpC and OmpF porin proteins have important role to play in the survival of Escherichia coli under
different environmental conditions, mechanisms and the influence of different environmental conditions on porin
expression is not as well known. In this study, we tried to investigate the role of EnvZ, OmpR, H-NS, AcP and
RpoS molecules on control of E. coli OmpC and OmpF porin expression to grown in nutrient broth as a rich
medium. It were determined that E. coli strains carrying mutations in the envZ, ompR, rpoS, pta and hns genes
showed not significant difference according to wild type point of view grown at nutrient broth. During grown in
nutrient broth, While wild type E. coli OmpC expression was increased, OmpF expression was greatly reduced. It
were determined that especially increased OmpF porin expression in rpoS mutant E. coli and OmpC porin
expression in pta mutant E. coli according to wild type E. coli. There was no expression of ompC and ompF in the
ompR mutant. The expression of ompC and ompF in the hns mutant was inconsiderably increased compared to the
wild type E. coli.
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NUTRIENT BROT BESiYERiNDE Escherichia c.oli’NiN
OmpC-OmpF PORIN PROTEIN SENTEZI,
BU SENTEZDE EnvZ, OmpR, H-NS, AcP ve RpoS’NiN ROLU

OZET

OmpC ve OmpF porin proteinlerinin farkli ¢evresel sartlarda Escherichia coli’nin yasaminda 6nemli bir rol
oynamasina ragmen sentezi iizerine farkli g¢evresel sartlarin etkisi ve mekanizmasi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Bu ¢alisgmada zengin besiyeri olarak nutrient brot besiyerinde tiretilen E. coli’nin OmpC ve
OmpF porin sentez diizeyi ve bu sentezin kontroliinde EnvZ, OmpR, H-NS, AcP ve RpoS’nin rolii aragtirilmistir.
E. coli’nin envZ, ompR, hns, pta ve rpoS gen bodlgelerinin mutasyona ugratilmasinin besiyerinde tireme agisindan
yabani tipe gore bir degisim gostermedigi belirlenmistir. Protein sentezinde ise lireme siiresince OmpC sentezi
artarken, OmpF sentezi oldukga azalmustir. Yabani tip E. coli’ye goére 6zellikle rpoS mutantinda OmpF, pta
mutantinda ise OmpC nin oldukga yiiksek oldugu tespit edilmistir. EnvZ’nin porin sentezi ig¢in olduk¢a 6nemli
oldugu, OmpR’nin olmadig1 durumda sentezin gergeklesmedigi belirlenmistir. hns mutasyonunda ise OmpC ve
OmpF sentezinin hafifce arttig1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, Porin, H-NS, RpoS, AcP

1-GIRIS

Bakteriler, dogal ¢evrelerde pH, osmolarite, sicaklik, aglik gibi yasamlarini sinirlandiran bir ¢ok stres faktoriine
maruz kalmaktadirlar (1). Bu sartlar altinda yasam sanslarmi arttirabilmek icin gesitli yasam stratejileri
gelistirmektedirler. Membran permeabilitesinin degistirilmesi bu stratejilerden birisi olup, bu degisimi porin
protein diizeyi ile saglamaktadirlar (2). Porin proteinleri, gram negatif bakterilerin dig membraninda 600 kDa
dan kiigiik hidrofilik molekiillerin gegisini kontrol eden, su dolu kanallar olarak tanimlanir. Bu proteinlerden E.
coli’de bulunan OmpC ve OmpF porin proteinleri yaklagik olarak 35 ve 36 kDa molekiiler agirlhiga sahiptirler
(3). Porin proteinlerinin sentezi pH, aglik, osmolarite, ¢esitli kimyasal maddeler gibi ¢evresel sartlar tarafindan
diizenlenir (4, 5, 6). Normal sartlar altinda toplam OmpF ve OmpC porin protein miktar1 sabitken, osmolarite,
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sicaklik, pH gibi stres sartlar1 nedeni ile sentez oranlart degismektedir (7). Herhangi bir indiiksiyon olmaksizin
zengin ortamda biiyiitiilen E. coli’de ompA, ompC, ve ompF mRNA diizeylerinin, biitiin genom sentez analizi
ile incelendiginde, translasyonel kontrolii saglayan ribozomal protein mesajlari ile birlikte sentezi en yiiksek olan
100 mRNA arasinda oldugu tespit edilmistir (8).

OmpC and OmpF porin protein sentezini diizenleme mekanizmasi olduk¢a komplekstir. Bir ¢cok faktdr porin
sentezinin transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde kontroliine karismaktadir. OmpC ve OmpF porin sentezinin
diizenlenmesindeki en iyi bilinen sistem EnvZ/OmpR iki bilesikli fosforlama sistemidir (9). Yiksek diizeyde
OmpR-P, OmpC sentezini uyarir ve OmpF sentezini baskilar. Ancak diisiik diizeyde OmpR-P, OmpF sentezini
indiiklemektedir. Bir hiicrede OmpR-P miktar1 diisiik ozmolarite ile azalirken, yiiksek ozmolarite ile artis
gostermektedir. Bu artista en 6nemli faktor olarak EnvZ osmosensorii tespit edilmistir. Ancak OmpC ve OmpF
porin sentezinin diizenlenmesi tamamen EnvZ bagimli degildir (10, 11). Bir ¢ok faktdr bu senteze gesitli
kademelerde karigmaktadir. Ancak bu faktorlerin hangi stres kosullarinda nasil etki gosterdikleri tam olarak
bilinmemektedir. Cesitli alternatif histidin kinaz dondrleri (12), asetil fosfat (AcP), fosforamidat ve karbamil
fosfat OmpR’yi fosforlayabilmektedir (13, 14). Ayrica alternatif sigma faktorii (RpoS) (4), integration konak
faktor (IHF) (15), histon benzeri DNA baglanma proteini (H-NS) (16) ve AcP (14) gibi bir ¢ok global
regiilatoriin, transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel diizeyde porin sentezini diizenledigi bilinmektedir. OmpC
ve OmpF sentezini kontrol eden EnvZ/OmpR iki-bilesikli regiilator sistem ile iliskili olarak calisan bu
molekiillerin yaninda hala tespit edilememis olan bir ¢ok molekiiliin oldugu tahmin edilmektedir. OmpC ve
OmpF porin protein sentezine karigan molekiillere son olarak RybB MicC, MicA, RseX ve IpeX gibi kiiciik
RNA molekiilleri katilmistir (17, 18, 19, 20, 21). Dolayis1 ile bu faktorlerin farkli ¢evresel stres sartlarinda
OmpC ve OmpF porin sentezini nasil kontrol ettiklerine dair molekiiler mekanizmalar1 tam olarak
aciklanamamigtir. Hangi stres faktoriinde hangi molekiill tam olarak rol almakta heniiz tam olarak
bilinmemektedir.

Bu ¢aligmada, E. coli’nin zengin besiyerinde OmpC and OmpF porin sentezi ve bu sentez iizerine EnvZ, OmpR,
RpoS, H-NS ve AcP’m etkisi arastirilmistir. Bu molekiillerin zengin besiyerinde tiretilen E. coli’nin OmpC ve
OmpF sentez mekanizmasi lizerindeki etkileri ortaya konulmaya galisiimistir.

2- MATERYAL VE METOD
2.1- Kullanilan Bakteriyal Strainler )
Bu c¢alismada kullanilan Escherichia coli yabani tip ve mutant strainler Sydney Universitesi (Avustralya)

Molekiiler ve Mikrobiyal Bilimler Okulu aboratuar1 gretim {iyesi Thomas Ferenci’den (22) temin edilmistir ve
ozellikleri Cizelge 2.1 de gosterilmistir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan E. coli strainleri ve 6zellikleri

Bakteri Genotip Kaynak
MH225 MC4100 U(ompC-lacZ")10-25 (yabani tip) (22)
MHS513 MC4100 araD+U(ompF -lacZ")16-13 (yabani tip) (22)
BW3343 MHS513 envZ60::Tn10 (22)
BW3345 MH225 envZ60::Tn10 (22)
BW3303 MH513 ompR::Tn10 (22)
BW3304 MH225 ompR::Tn10 (22)
BW3301 MH513 rpoS::Tn10 (22)
BW3302 MH225 rpoS::Tn10 (22)
BW3305 MH513 hns: :neo (22)
BW3306 MH225 hns: :neo (22)
BW3601 MH513 pta: :kan (22)
BW3602 MH225 pta: :kan (22)
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2.2 Protein sentezinin olciilmesi

Bakteri kiiltiirleri 5 mI’lik nutrient brot iceren deney tiiplerinde 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek tretilmistir.
Daha sonra bu tiiplerden 100 pl bakteri 6rnegi 50 ml nutrient brot igeren 100 ml’lik erlenlere aktarilarak 37
°C’de 72 saat calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresince iireme grafigi icin 6rnek
almarak spektrofotometrede ODgyy de absorbansi dl¢iilmiistiir. Ayrica absorbansa ve saate gore yapilan drnek
alimlar ile lacZ aktivitesi ol¢iilmiistiir. Bunun i¢in Miller (1992)’1n yontemi kullanilmigtir (23). Buna gére 100
pl 6rnek alinmig ve iizerine 900 ul Z tamponu {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)} ilave edilmistir. Daha sonra
pastor pipeti ile bir damla toluen (Merck) damlatilmis ve kisa bir siire karigtirildiktan sonra tiiplerin agz1 agik
olarak 37 °C’de 45 dk inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir. Ornekler inkiibasyondan sonra su banyosunda 28
°C de 5 dk birakilmis ve ONPG (Sigma) stok soliisyonundan 200 pl ilave edilerek 10 dk bekletilmistir. 10 dk
sonra drneklere 1 M Na,COj5 (Sigma) den 0.5 ml ilave edilerek reaksiyon durdurulmustur. Orneklerin 420 nm ve
550 nm de spektrofotometrede Olgiimleri yapilmis ve degerler asagidaki formiile gére hesaplanmistir (23).
Veriler 4 tekrar sonucunda elde edilen ortalamalari yansitmaktadir.
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3- SONUC VE TARTISMA

3.1 Yabani tip E. coli ve mutantlarin besiyerinde iireme grafikleri

Zengin besiyerinde iireme sirasinda porin protein sentezi ve mekanizmasiin nasil oldugunun, inkiibasyon
siiresinin uzatilarak bakterinin aglik sartlarina girmesi durumunda porin sentezinin nasil degistigini ve degisimi
kontrol eden faktorleri tespit etmek amaci ile nutrient brot besiyerinde deneyler yapilmistir. envZ, ompR, rposS,
hns ve pta gen bolgeleri antibiyotik kaset veya transpozon ile mutasyona ugratilmig ve ayn1 zamanda OmpC ve
OmpF gen bolgelerine fonksiyonel lacZ geni ilave edilerek hazirlanmig E. coli strainleri kullanilmigtir. AcP’in
etkisine bakmak icin bu molekiilin sentezini saglayan pta (Asetil-CoA’dan AcP {iretimini saglayan
fosfotransasetilaz enzimi) gen bolgesi mutasyona ugratilmistir. Boylece ortama asetat ilave edilmedikge AcP
sentezi bloke edilmistir. Dolayisi ile B-galaktosidaz aktivitesi OmpC ve OmpF porin protein sentez miktariin
Ol¢limii i¢in kullanilmustir. Bu deneylerde yabani tip E. coli ve mutantlar 72 saat siire ile 37 °C de inkiibasyona
birakilmuigtir. Inkiibasyon siiresince 3’er saatlik zaman araliklari ile &rnekler alinmustir. Ayrica bakteri
yogunluguna gore de belirli yogunluklarda 6rnekler alinarak porin protein sentez diizeyindeki degisimler takip
edildi ve lireme grafikleri ¢ikarildi.

Sekil 1 ve 2’deki iireme grafiklerinde mutantlar arasinda belirgin bir farkin olmadig: goriilmektedir. Dolayisi ile
mutasyonlarin E. coli’nin {iremesinde bir farklilik meydana getirmedigi gériilmektedir. Porin proteinleri eksik E.
coli mutant strainlerinin besince yiiksek besiyerlerinde biiyiime oranlarinin yabani tip E. coli gibi normal, fakat
besin konsantrasyonu diisiik oldugu zaman ise biiylime oranlarmin diisiik oldugu ortaya konmustur (24).

3.2 Nutrient Brot besiyerinde OmpC ve OmpF porin sentezi ve bu sentezde EnvZ, RpoS, H-NS, AcP’n
rolii

Inkiibasyon periyodunun 18. saatinde alinan &rnekler incelendiginde Sekil 3 de goriildiigii gibi yabani tip E.
coli’ye gore mutantlarda farkli diizeylerde porin sentezinin oldugu ortaya konmustur. 18. saatte yabani tip E.
coli’de OmpF porin proteini 175 inite iken, OmpC porin proteini 681 iinite sentezlenmistir. envZ mutant E.
coli’de ise OmpC porin proteini 150, OmpF porin proteininin ise 117 iinite sentezlendigi tespit edilmistir. Sensor
mutasyonunun 18. saatte OmpC sentezi i¢in ¢ok 6nemli oldugu goriilmektedir. Bu sonuca gore envZ mutant E.
coli’de yiiksek OmpR-P saglanamadig i¢in OmpC oldukga diigiik sentezlendigi gériilmektedir. rpos mutant E.
coli’de OmpF porin proteini 1138 iinite, OmpC porin proteini ise 280 iinite sentezlenmis, pta mutantinda ise
OmpF porin proteini 256 {inite, OmpC porin proteini ise 1654 iinite sentezlendigi tespit edilmistir. Bu sonuglara
gbre rpoS mutasyonu nedeni ile yabani tip E. coli’ye gére OmpF porin protein sentezinin 6.5 kat daha fazla
oldugu goriilmektedir. Dolayisi ile RpoS sigma faktoriiniin OmpF sentezi {izerine oldukga baskilayici etkisinin
oldugunu ifade edebiliriz. Aym sekilde pta mutasyonunda OmpC sentezinde yabani tip E. coli’ye gore 2.42 kat
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daha fazla sentezlenmesi AcP eksikliginin OmpC sentezi {izerine pozitif etkisini gdstermekte, yabani tipte
AcP’m OmpC sentezini baskiladigini ifade etmektedir. Yabani tip E. coli’de rpoS mutant E. coli’ye gore OmpC
sentezinin 2.4 kat, pta mutasyonunun da ise OmpF sentezi yabani tipe gore 1,4 kat daha fazla sentezlendigi
goriilmektedir. Bu sonuglara gére RpoS’nin OmpC porin proteininin sentezi iizerine pozitif etkisi, AcP’in ise
OmpF porin proteininin sentezi iizerine negatif etkisi oldugu sdylenebilir. hns mutant E. coli’nin OmpF porin
proteini 238 {inite, OmpC porin proteini ise 814 iinite sentezlendigi tespit edilmistir. Buna gore her iki porinin
sentezinin H-NS olmadig1 zaman yabani tip E. coli’ye gore arttig1 goriilmektedir. Bu sonuca gére H-NS’nin
yabani tip E. coli’de her iki porinin sentezi tizerine baskilayici bir etkisinin oldugunu ifade edebiliriz. ompR
mutant E. coli’de ise iki porininde sentezlenmedigi goriilmiistir. OmpR, bu porinlerin sentezinde merkezi rol
alan regiilator protein oldugu goriilmektedir. Her iki porinin sentezinde EnvZ sensoriiniin 6nemli rolii oldugu
envZ mutant E. coli ile elde edilen sonuglardan goriilmektedir. Slauch ve ark. (1988) da ¢aligmalarinda OmpC ve
OmpF porin protein sentezinde EnvZ sensoriiniin ¢gok 6nemli oldugunu ifade etmislerdir (25, 26). rpoS mutant E.
coli (BW3301)’de OmpF sentezi, pta mutant E. coli (BW3602)’de ise OmpC sentezi oldukg¢a yiiksek ¢ikmustir.
Bu durumu daha detayli analiz edebilmek i¢in nutrient brota ekim yapildiktan sonra iireme siiresince hem
absorbansa hem de saate gore dlgtimler yapilmistir.

Nutrient brotta iiretilen E. coli, optimum sartlar saglandigi i¢in hizli biiylime durumunda, 0. saatten itibaren
OmpF porin proteinini olduk¢a yiiksek oranda sentezledigi tespit edilmistir. (Sekil 4). Ekim yapildig1 andan 0.15
absorbans bakteri yogunluguna ulasilana kadar OmpF sentezinin yabani tipte oldukg¢a yiiksek oranda oldugu
belirlenmistir. Bakteriler, besinlerin bol ve gevresel sartlarin tamamen optimum oldugu durumlarda, besinlerin
daha hizli kullanilabilmesi i¢in OmpF gibi biiylikk por capima sahip porin proteinlerinin sentezini arttirdigt
bilinmektedir (27). Yabani tip E. coli’de 0.15 absorbansdan 0.65 absorbans bakteri yogunluguna ulagildigi ana
kadar mutantlara gore daha yiiksek OmpF sentezi gerceklestigi ve bu bakteri yogunlugundan sonra OmpF
sentezinin kademeli olarak azaldig: tespit edilmistir.

OmpF sentezinde 0.15 absorbansdan 1.25 absorbans (15. saat) bakteri yogunluguna ulasilana kadar sentez
yaklagik 5 kat azalmistir. Bu yogunlugun goriildiigii yaklasik 15. saatten itibaren 72. saate kadar ayni seviyede
sentez oldugu Sekil 6 da goriilmektedir. Yabani tip E. coli’de inkiibasyon siiresince bakteri yogunlugu arttik¢a
OmpC sentezinin arttifn goriilmektedir. envZ mutant E. coli den elde edilen sonuglar yabani tip E. coli’deki
OmpF sentezinin sensorden kaynaklandigini gostermektedir. Ciinkii envZ mutant E. coli’de OmpF sentezi en
diisiik senteze sahip olan ve yabani tipteki sentez artig1 ve azalmasini géstermeyen bir sonug ortaya koymustur.
OmpC sentezinde de EnvZ’nin ¢ok 6nemli rolii oldugu goriilmektedir. Literatiirdeki bulgulardan her iki porinin
sentezinde EnvZ’nin 6nemli rolii oldugu bilinmektedir (10, 25, 26). Ancak EnvZ olmadan da OmpC ve OmpF
sentezi oldugu bilinmekle birlikte (11, 12, 14, 28), EnvZ olmadan farkli ¢cevresel stres sartlarinda sentezde hangi
molekiiliin rol aldig1 ve nasil etkiledigi tam olarak bilinmemektedir.

hns mutant E. coli’de 0.95 absorbans bakteri yogunluguna ulasilana kadar yabani tip E. coli’den daha az OmpF
sentezi oldugu goriildii. OmpC’nin ise 0.65 absorbanstan sonra sentezinin bu mutasyonda arttigi tespit edilmistir.
Yapilan ¢aligmalarla H-NS’nin micF ve ompC genleri arasima baglanarak OmpF sentezini baskilayici 6zellik
gosterdigi ortaya konmustur (16). Bu nedenle mutasyon nedeni ile H-NS’nin olmamasinin OmpC sentezini
arttirdigr belirtilebilir. H-NS’nin zengin besiyerine aktarilmis olan logaritmik fazdaki bakterilerde ytiksek oranda
sentezlendigi bilinmektedir (29). Dolayisi ile hns mutant E. coli’de micF RNA’nin zengin besiyerinde oldukga
yiiksek oranda sentezlenmesi (30) nedeni ile OmpF sentezinin yabani tipe gore azaldig1 diisiiniilmektedir. Ayrica
hns mutant E. coli’de osmolaritesiz sartlarda biiyiime sirasinda yabani tip E. coli’ye gére 10 kat daha yiiksek
RpoS miktar1 tespit edilmistir (31). H-NS nin hem RpoS mRNA translasyonunu hem de RpoS stabilitesini
etkileyerek diizenleme yaptig1 ve RpoS degredasyonunu saglayan faktorleri etkiledigi bilinmektedir (32). Liu ve
Ferenci (2001) aglik stresi ile ilgili yaptiklari ¢aligmalarinda hns mutantlarinda RpoS’nin OmpF sentezini direkt
olarak azaltmadigini, agiklanamamis bir yol ile OmpF sentezini azalttigini ifade etmislerdir (22). Bu nedenle
yabani tip E. coli’ye gore hns mutant E. coli’de sentezin azalmasina indirekt olarak RpoS veya MicF RNA’nin
sebep oldugu sdylenebilir. 0.95 absorbanstan sonraki periyodda ve 72. saate kadar yabani tip ile ayni diizeyde
sentez gerceklesmistir.
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Sekil 3. Nutrient brotta yabani tip ve mutantlarin 18. saatteki OmpC ve OmpF porin protein sentez diizeyi.
MH513 ve MH225 (yabani tip ompF ve ompC) BW3343 (envZ ompF-lacZ), BW3344 (envZ ompC-lacz),
BW3301 (rpoS” ompF-lacZ), BW3302 (rpoS  ompC-lacZ), BW3601 (pta ompF-lacZ), BW3602 (pta- ompC-
lacZ), BW3305 (hns” ompF-lacZ), BW3306 (hns  ompC-lacZ), BW3303 (ompR™ ompF-lacZ), BW3304 (ompR
ompC-lacz).

rpoS mutant E. coli’de ilging sonuglar elde edilmistir. 0.65 absorbansa kadar yabani tipten daha diisik OmpF
sentezi elde edilmis, 0.65 absorbanstan 1.25 absorbansa ve 72. saate kadar ise yabani tipten daha yiiksek oranda
sentez oldugu goriilmistiir (Sekil 4 ve 6). Yabani tipe gore 0.65 absorbanstan sonra OmpF sentezinin azalmasint
durgunluk fazina dogru RpoS miktarinin artmasi ve dolayisi ile yabani tipte bunun neden oldugu negatif etkinin
rpoS mutant E. coli’de goriilmemesinden kaynaklandigi ifade edilebilir. Pratt ve ark. (1996), ¢aligmalarinda
RpoS miktarinin E. coli’de durgunluk fazina dogru arttigin1 gosterdikleri bulguya gore bu sonuglarin uyumlu
oldugu goriilmiistiir (4). Ancak 0.65 absorbanstan dnceki yabani tipe gore daha az sentezin olmasini agiklamak
su anki bilgilerimiz 15181nda kolay olmamaktadir. RpoS’nin zengin besiyerinde mutant olmasinin OmpF sentezi
iizerinde pozitif etkisi oldugu goriilmektedir. RpoS kontrol mekanizmalari su ana kadar ¢evresel sartlardaki
diizenlenmesi tam olarak bilinmeyen hala bir ¢ok soru isaretlerine sahip kompleks bir mekanizmadir (33). rpoS
mutant E. coli’de yabani tipe gore olduk¢a diisik OmpC sentezi oldugu ve bu sentez diizeyinin inkiibasyon
periyodunca degismedigi goriilmiistiir. RpoS’nin OmpC promotoru ilizerine bir etkisinin olmadig1 belirtilmesine
ragmen (4) boyle bir diizenlemenin olabilecegi, porin sentezini etkileyen diger faktdrlerle olan iliskileri veya
heniiz tespit edilememis bagka mekanizmalarin bu sentezde rol alabilecegini ifade edebiliriz. Sonugta bu ¢aligma
ile RpoS nin zengin besiyerinde E. coli’nin OmpC promotoru ile iligkisi oldugu ortaya konmusgtur. Darcan ayrica
deniz suyunda E. coli’nin yasaminda da OmpC porin protein sentezi i¢gin RpoS nin ¢ok 6nemli oldugunu ifade
etmigtir (34).

pta mutant E. coli’de yabani tipe gére 0.95 absorbans bakteri yogunluguna kadar OmpF sentezinin oldukca
diisiik oldugu goriilmekte, ancak 0.95 absorbanstan sonra yabani tip ile ayn1 oranda sentezin gergeklestigi ortaya
konmustur. Bouche ve ark. (1998) calismalarinda AcP 1 RpoS diizeyini negatif olarak etkiledigini tespit
etmislerdir (35). Bu bilginin 1s18inda elde ettigimiz sonucun nedeni olarak AcP’in ortamda olmamasi nedeni ile
RpoS’nin miktarindaki artigin yabani tip E. coli’ye gbére OmpF sentezinin azalmasina neden oldugunu
sOylenebilir. 0.95 absorbanstan sonra ise yabani tip ile benzer diizeyde sentez gerceklestigi goriilmiistiir. Bu
caligmada elde edilen en ilging sonuglardan birisi de Darcan (2005) nin yapmis oldugu minimal medium ve
deniz suyu ¢alismalarinda da ortaya koydugu pta mutant E. coli’deki yabani tip E. coli’ye gore oldukga yiiksek
OmpC sentezinin goriilmesidir (34). Bu sonu¢ beklenmeyen bir sonugtur. Ciinkii literatiirdeki bulgulara gore
AcP, OmpR regiilatoriiniin fosforlanmasini saglayarak OmpC sentezinin artisinda énemli bir role sahiptir (14).
AcP eksikliginde dogal olarak OmpC sentezinin azalmasi beklenirken, OmpC sentezinin oldukg¢a yiiksek
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miktarda artig gdstermesi beklenmeyen bir sonugtur. Buna gére AcP’in yada pta enziminin bilinmeyen faktorler
ile iligkileri olabilecegi tahmin edilmektedir. OmpC sentezinin ortaya ¢ikmasi i¢in OmpR’nin
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Sekil 4. Yabani tip E. coli ve mutantlarda absorbansa gére OmpF porin protein sentez diizeyi. MH513 (yabani
tip), BW3343 (envZ’), BW3301 (rpoS’), BW3601 (pta’), BW3305 (hns’).

R-Galaktosidaz Aktivitesi (Miller 1 Tnitesi)

1800

1500

1200

900

600

300

0

I T Y O . VS |

—

‘ ‘ ‘ ‘ ' Absorbans

0,15 0,25 0,65 0,85 0,95 1 1,25 (600 nm)

—e—MH225 —8—BW3344 —a—BW3302 —=—BW3602 —x—BW3306

Sekil 5. Yabani tip E. coli ve mutantlarda absorbansa gére OmpC porin protein sentez diizeyi. MH225 (yabani
tip), BW3344 (envZ’), BW3302 (rpoS’), BW3602 (pta’) BW3306 (hns’).
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Sekil 6. Yabani tip E. coli ve mutantlarin 72 saatlik inkiibasyon siiresince OmpF porin protein sentez diizeyi.
MH513 (yabani tip), BW3343 (envZ’), BW3301 (rpoS’), BW3601 (pta’), BW3305 (hns).
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Sekil 7. Yabani tip E. coli ve mutantlarin 72 saatlik inkiibasyon siiresince OmpC porin protein sentez diizeyi.
MH225 (yabani tip), BW3344 (envZ’), BW3302 (rpoS’), BW3602 (pta)) BW3306 (hns").

fosforlanmasini saglayacak baska faktorlerin oldugunu ya da AcP eksikliginin bilinmeyen bir mekanizma ile
EnvZ kinaz aktivitesini arttirarak OmpR-P miktarint yiikseltebilecegi, dolayisi ile OmpC sentezini
saglayabilecegini ifade edebiliriz. Ancak heniiz bu sonucu tam olarak agiklayabilecek bulgular
bulunmamaktadir.

72 saat inkiibasyona tabii tutulan yabani tip ve mutantlarda porin sentezinde Sekil 6 ve 7 de goriildiigii gibi
durgunluk ve o6liim fazina gectikten sonra OmpF sentezinde sadece RpoS mutantinin, OmpC sentezinde ise pta
ve hns mutantlarinda yabani tip E. coli’den daha yiiksek oldugu goriiliirken, envZ ve rpoS mutantlarinda ise daha
az oldugu belirlenmistir.
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Sonug olarak, bu ¢alisma ile zengin besiyerinde iireyen E. coli’nin porin protein sentezinde meydana gelen
degisimler ve bu degisimlerde EnvZ, RpoS, H-NS ve AcP’1n rolii arastirilmis olup, porin proteinlerinden OmpC
ve OmpF’nin sentez mekanizmasinin ¢éziimiine katkida bulunulmaya galisilmistir. RpoS’nin OmpF iizerine ve
AcP’1n ise OmpC iizerine heniiz bilinmeyen mekanizmalar ile oldukga yiiksek oranda baskilayict 6zelliklerinin
oldugu ortaya konmustur. Ayrica literatiirde RpoS’nin OmpC promotoruna etkisinin olmadigi yoniindeki
bulgularin aksine ¢alismamizda mutasyonun negatif etkiledigi yani sigma alt faktoriiniin pozitif diizenleyici bir
etkisinin oldugu tespit edilmistir.
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