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Anahtar Kelimeler 0z: Bu galismada, insan MT1 geninin Escherichia coli (E. coli) BL21 yabanil susuna
Ni}fel. klonlanmasiyla elde edilen rekombinant E. coli hMT1 susunun Ni ve Al'ye karsi
Aliminyum diren¢ Kkapasitesinin belirlenmesi amaglanmigtir. Yabanil E. coli BL21 ve

Minimum inhibisyon
konsantrasyonu

Genetigi degistirilmis bakteri
Atiksularin biyolojik aritimi

rekombinant E. coli hMT1 bakterilerine farkli Ni2* ve Al*3 konsantrasyonlari
uygulanarak hiicrelerin bilyiime potansiyelleri ve Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonlar1 (MiK) belirlenmistir. E. coli BL21 ve E. coli hMT1 suslarinin Ni ve
Alicin MiK degerleri sirasiyla 200 mg/L ve 425 mg/L, 275 mg/L ve 650 mg/L olarak
belirlenmistir. Sonu¢ olarak, rekombinant susun Ni ve Al toleransinin yabanil susa
gore daha ytliksek oldugu tespit edilmistir. Metaller arasi bir kiyaslama yapildiginda
ise Al'ye olan tolerans Ni'den daha yiiksek bulunmustur. E. coli hMT1 susunun diisiik
konsantrasyonlarda bile bu metalleri adsorbe etmesinin, ¢evrede kullanilabilirligi
acisindan, yabanil susa gore daha yararli oldugu sdylenebilir. Bu ¢alisma, E. coli
hMT1 susunun Ni ve Al metallerinin sulardan biyolojik aritiminda kullanilmasi i¢in
bir 6n fikir saglayabilir.

Determination of Minimum Inhibition Concentrations of Escherichia coli hMT1
Recombinant Strain against Nickel and Aluminum

Keywords Abstract: The aim of this study was to determinate the resistance capacity of the
Nickel recombinant Escherichia coli (E. coli) hMT1 strain against Ni and Al, obtained by
Aluminum

cloning the human MT1 gene into E. coli BL21 wild strain. Growth potentials and
Minimum Inhibition Concentrations (MIC) of cells were determined by applying
Genetically engineered bacteria different Ni2+- and Al+3 concentrgtions to wild E coli BL21 and .recombinar.lt E. coli
Biological treatment of waste hMT1 bacteria. MIC values for Ni and Al of E. coli BL21 and E. coli hMT1 strains were
waters determined as 200 mg/L and 425 mg/L, 275 mg/L and 650 mg/L, respectively. As a
result, Ni and Al tolerance of the recombinant strain was found to be higher than the
wild strain. When a comparison was made between metals, the tolerance for Al was
found to be higher than for Ni. It can be said that the E. coli hMT1 strain adsorbing
these metals even at low concentrations is more beneficial than the wild strain in
terms of its availability in the environment. This study may provide a preliminary
idea for the use of the E. coli hMT1 strain in the biological treatment of Ni and Al
metals from waters.

Minimum inhibition
concentration

*1gili Yazar: sakkurt@adiyaman.edu.tr

557


https://orcid.org/0000-0002-0135-1975
https://orcid.org/0000-0002-8957-7476

Escherichia colihMT1 Rekombinant Susunun Nikel ve Aliminyuma Karsi Minimum inhibisyon Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi
1. Giris

Endiistriyel faaliyetlerin yogunlasmasiyla birlikte su kirliligi katlanarak artmaktadir. Uygun aritma yapilmadan
toksik metallerle kirlenmis atiksularin salinmasi c¢evreye biiyiik zarar verir. Madencilik, galvanizleme ve
pigmentasyon gibi endiistriyel islemler krom (Cr), kursun (Pb), arsenik (As), kadmiyum (Cd), nikel (Ni) ve
aliminyum (Al) gibi toksik metallerden olusan 6nemli miktarlarda atik tiretir [1]. Metal igeren atiksular1 aritmak
icin geleneksel yontemlerden (kimyasal ¢oktiirme, elektrokimyasal aritma, filtrasyon) ileri teknolojilere (iyon
degistirme, ters 0ozmoz ve membran teknolojileri) kadar ¢esitli fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilmaktadir [2-
3]. Bununla birlikte, bu yontemlerin ilk kurulum maliyeti yiiksektir ve yiiksek konsantrasyonda metal iyonlarinin
varligindan dolayi diisiik verimde aritim yapilmaktadir [2]. Etkili bir alternatif, biyosorpsiyon gibi diisiik maliyetli
adsorbanlarla biyolojik yontemlerin kullanilmasidir. Biyosorpsiyon, belirli biyokiitlenin kirleticilere baglanmasina
izin veren dogal bir fiziko-kimyasal mekanizmadir. Bir diger deyisle, metal ve fonksiyonel gruplarin biyokiitle
tizerine hizli bir sekilde baglanmasi islemidir [2]. Baslica avantajlar1 arasinda, diisiik maliyet, diisik
konsantrasyonlardaki metalleri giderme etkinligi, iyi secicilik ve adsorban biyomateryalini yeniden
olusturma/yeniden kullanma yetenegi yer alir [4].

Ni, insan saglig1 ve cevre lizerinde toksik etkisi olan agir metallerden biridir [5]. Atom numarasi 28 ve atom kiitlesi
58,69 olan, besin agisindan 6nemli bir eser metal tiirtidiir. pH’ya bagh olarak, ¢esitli kimyasal formlarda (Ni2,
Ni(OH)z2, Ni3(0)s4, Ni2Os vb.) bulunabilir [6]. Ni, kadmiyum-nikel piller, boya ve pigmentler, giibre, galvanik
endiistrileri, paslanmaz celik icin ferronikel iliretiminden alasim elementlerine, tibbi ekipmanlara, enerji liretim
endiistrilerine kadar genis endiistriyel uygulamalara sahip agir metallerden biridir [7-8]. Ni; esneklik, mukavemet
ve yalitim o6zellikleri nedeniyle alasim hazirlamada biiyiik 6l¢iide kullanilmaktadir. Ayrica yiiksek sicakliklara
dayanabilmesi nedeniyle gaz tiirbinlerinde ve roket motorlarinda da kullanilmaktadir [8]. Ni2* iyonlari, Ulusal
Toksikoloji Programi (NTP), ABD Saghk ve Insan Hizmetleri Departmam (HHS) ve Uluslararasi Kanser
Arastirmalari Ajansi (IARC) tarafindan insanlar i¢in kanserojen olarak kabul edilmektedir [9]. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan belirlenen izin verilen i¢me suyu sinir degeri Ni i¢in 0,07 mg/L’dir [10]. Ni’ye uzun siire maruz
kalinmasi, insanlarda alerji, DNA hasari, norolojik bozukluklar, kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklari, akciger
fibrozisi ve burun kanserine neden olabilir [11].

Calismamiza konu olan bir diger ¢cevresel kirletici metallerden Al, yerkabugunda dogal haliyle yliksek miktarlarda
bulunur. 2019 yilinda diinya ¢apinda yaklasik 63 milyon ton Al iretilmistir [12]. Al, yliksek iletkenlik,
dovilebilirlik ve korozyon direnci gibi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolay: bir¢ok endiistriyel sektoérde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Makine ve insaat endiistrilerinde Al, esas olarak metal alasimlarini olusturmak i¢in
kullanilir. ilag endiistrisinde ise paketleme, antasitler ve asilarda kullanilmaktadir. Tekstil endiistrisinde deri icin
tabaklama maddesi olarak da kullanilmaktadir. Ayrica aliiminyum stlfat (Al2(SO4)3) ve polialiiminyum kloriir
(PAC), su aritma tesislerinde kullanilan baslica pihtilastirici maddelerdir [13-14]. Al'nin farkli enddstriyel
sektorlerde yaygin kullanimi, bu metal tarafindan kirlenmis yiiksek miktarda atik tiretir. Bu atiklarin su
kitlelerinden yetersiz bertarafi, su sistemlerini, topraklari, bitkileri ve canlilar1 etkileyen ¢esitli cevresel sorunlara
neden olur [15]. Noétr pH'larda Al'nin ¢éziinmemesi nedeniyle [16-17], bu metal nadiren dogal olarak suda litre
basina miligramin birka¢ onda birinden daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur [18]. Bununla birlikte, igme
suyunda Al'in biiytiik bir kismi, inorganik ve organik ligandlarla iliskili ¢6ziinebilir, monomerik Al olarak mevcut
olabilir [18-19], bu da 6liimciil sonuglar olan ciddi saglik sorunlarinin nedeni olabilir. Sucul ortamlarda yasayan
organizmalar da Al*3 formundaki Al'nin varligindan etkilenir. Baliklar iizerindeki etkileri literatiirde en ¢ok ele
alinan konudur. Arastirmacilar, bu iyon formunun 0,5 mg/L’nin tizerindeki konsantrasyonlarinin, bir¢ok tiirde
yuksek bir 6liim oranina neden olabilecegini ve esas olarak ozmoregiilasyon ve solunum sistemini etkiledigini
bildirmektedir. DSO, Al'nin igme suyunda maksimum tolere edilme miktarini 0,2 mg/L olarak belirlemistir [20].
Al, organizmalarin islevi icin gerekli olan kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), demir (Fe) ve diger elementlerin
emilimini azaltabilir ve bdylece normal metabolik siire¢lerine miidahale edebilir. Hayvanlar i¢in iyi bilinen bir
norotoksindir ve cesitli nérodejeneratif hastaliklarla iligkili oldugundan siiphelenilmektedir [21]. 3 mM’dan diisiik
Al konsantrasyonunun E. colimin biiyiimesini inhibe ettigi [22] ve 1 mM’dan yiiksek dozunun Desulfovibrio
desulfuricans lizerinde toksik etki yarattig1 rapor edilmistir [23]. Toksisitesine ragmen, bazi tiirler metabolik
yollarin degistirerek Al'ye direngli olabilir. Oksaloasetat ve oksalat gibi organik asitler, mikroorganizmalarin Al'yi
disar1 atmasina izin verir [22]. Bugline kadar Al toleransi lizerine yapilan ¢alismalarin ¢ogu bitkiler ve mantarlar
lizerinde yapilmistir ve ¢ok az bakterinin Al toleransi gosterdigi rapor edilmistir [22-23].
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Cokeltme, oksidasyon/indirgeme, iyon degisimi, filtrasyon, elektrokimyasal islem, membran ayirma ve
buharlastirma dahil olmak tizere metal giderimi i¢in ¢esitli yontemler kullanilmistir. Bu yontemlerin ¢ogu, metal
konsantrasyonlar1 100 mg/L'den diisiik oldugunda etkisizdir veya asir1 pahalidir [24]. Bu nedenle, yeni
teknolojilerin arastirilmast son zamanlarda tesvik edilmistir. Mikroorganizmalarin kullanimina dayali
biyoremediasyon stratejileri potansiyel bir alternatif olarak kabul edilmistir [25]. Agir metallere direncli
mikroorganizmalar endistriyel atiksularin aritilmasinda o6nemli bir rol oynamaktadir. Bu direngli
mikroorganizmalarin detoksifiye etme yetenegi, atiksu sistemlerindeki agir metallerin biyoremediasyonu i¢in
kullanilmaktadir [26]. Bakteriler her yerde bulunur, kontrolli kosullar altinda yayilabilir ve ortamdaki
degisikliklere karsi oldukca direnclidir. Bu nedenle, bakteri biyokiitlesi avantajli bir biyosorbenttir [27].
Bakterilerin hiicre duvarlarinda enzimler, lipopolisakkaritler, peptidoglikan ve lipoproteinler gibi karboksil,
stilfat, fosfat ve amino gruplar gibi islevsellik acisindan zengin makromolekiiller bulunur. Katyonik ve anyonik
gruplarin bir arada bulunmasi, bakteri hiicre duvarina amfoterik bir davranis kazandirir. Bununla birlikte, Van Der
Wal ve arkadaslar1 [28] anyonik gruplarin katyonik gruplara iistiin oldugunu ve bu nedenle ¢ogu bakteri
biyokiitlesinin izoelektrik noktasinin pH 4'ii ge¢gmedigini dogruladi. Sonug olarak, bakteriler ve Ni%*, Al*3 gibi
pozitif ytkli kirleticiler arasindaki elektrostatik etkilesimler biyosorpsiyon siirecini destekleyebilir.

Genetigi degistirilmis mikroorganizmalar, kirleticilerin biyoremediasyonu ve biyodegradasyonunu arttirmak igin
farkli canlilardan (bakteri, maya, o6karyotlar vb.) Kirleticileri gidermede etkili oldugu bilinen genlerin
mikroorganizmalara aktarilmasi sonucunda iiretilmektedir [29]. Fitoselatinleri (PC’ler) ve metallotiyoneinleri
(MT) kodlayan genler, agir metallerin gideriminde metal baglayici proteinler olarak kullanilmaktadir [30]. MT'ler
mayalar da dahil olmak iizere bakterilerden insanlara kadar ¢ogu organizmada bulunan diisiik molekiiler agirlikh
proteinlerdir [31]. MT'ler, metal iyon koordinasyonunda ortaya ¢ikan metal-tiyolat komplekslerini olusturan,
sistein agisindan zengin proteinlerin (amino asit igeriginin %30’una yakin) heterojen bir ailesini olusturur.
MT’lerin toksik metallere karsi koruma, fizyolojik metallerin homeostazi, serbest radikal temizleme ve
antioksidatif stres korumasi, hiicrenin oksidatif durumunun kontrolii, antiapoptotik savunma gibi bir¢ok rolii
oldugu diistiniilmektedir. Baz1 6zellikleri hala bilinmiyor olsa da tiim MT’lerin metal iyonlarini, 6zellikle Zn2* ve
Cu'*’yu hiicre icine alma kapasitelerinin yiiksek oldugu bilinmektedir [32]. Insan MT’leri dért farkli izoformdan
olusur. insan viicudunda metal toksisitesine karsi en c¢ok sentezlenen MT izoformu MT1’dir [33]. Metal
toksisitesine karsi koruma, dncelikle MT1 ve MT2’ye indirilirken, MT3’lin néronlarda Zn homeostazinda rol
oynadig1 diistintilmektedir ve MT4’iin islevi tam olarak bilinmemektedir [34]. Memeli ve mikrobiyal MT’lerin
metal biyosorpsiyonundaki etkinlikleri agisindan incelendigi bir ¢alismada genel olarak, insan MT’sini (MT1A)
eksprese eden hiicrelerin en iyi metal (Cd, Cu, Zn, Pb) adsorpsiyon performansini sergiledigi tespit edilmistir [35].
Bu bilgiler gz oniine alinarak, insan MT 1 geni yabanil E. coli BL21 susunun Ni ve Al metal iyonlarina karsi
toleransini arttirmak i¢in tercih edilmistir. Bakterilerin metallere karsi direng kapasiteleri, minimum inhibisyon
konsantrasyon (MiK) testi ile belirlenir [36]. Bakterilerin MiK'inin belirlenmesi, o bakteri tiirleri tarafindan tolere
edilebilecek en yiiksek metal konsantrasyonunu gosterir [37]. Ayrica MiK degerinin belirlenmesi, biyosorpsiyon
calismalarinda, ne kadar konsantrasyonda metal giderilebilecegi hakkinda bir 6n fikir vermesi agisindan
faydalidir. Literatiirde, rekombinant bakterilerin yabanil bakterilerden hem metal direng kapasitelerinin hem de
metal giderim oranlarinin daha fazla oldugunu bildiren bir¢ok calisma bulunmaktadir [38-39-40].

Bu calismanin amaci, yabanil E. coli BL21 susuna, insan MT 1 geni klonlanarak Ni ve Al metal iyonlarina karsi
direncg kapasitesinin arttirilmasidir. Calismada, yabanil E. coli BL21 ve rekombinant E. coli hMT1 suslarinin Ni ve
Al metal iyonlari icin MiK degerleri belirlenmistir. Belirlenen bu MiK degerleri, atiksulardan Ni ve Al metallerinin
gideriminde, klonlanan insan MT 1 (hMT1) geninin etkinligi hakkinda 6n fikir vermesi agisindan oldukg¢a
onemlidir. Rekombinant E. coli hMT1 susunun Ni ve Al'ye karsi MiK degerlerinin belirlenmesi ilk defa bu calismada
yapilmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bakteri kiiltiirlerinin yetistirilmesi

Calismada E. coli BL21(kontrol grubu) ve E. coli hMT1 rekombinant suslar1 kullanilmistir. Hiicreler, sigir 6zii (10
g/L), pepton 6zii (10 g/L) ve sodyum kloriir NaCl (3 g/L) iceren Luria Bertani (LB) ortaminda 120 rpm ¢alkalama

hizinda (MS, Major Science orbital ¢alkalayici) 37 °C'de biiyiitiilmiistiir. Rekombinant bakterilerin biiyiimesi i¢in
gerekli olan amfisilin antibiyotigi (Sigma-Aldrich) besiyeri ortamina eklenmistir.
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2.2. Ni ve Al soliisyonlarinin hazirlanmasi

MIK tayininde kullamilan metal soliisyonlari, Ni(NO3)2 (Sigma-Aldrich) ve Alz(S04)3.18H:0 (Sigma-Aldrich) metal
tuzlar1 kullanilarak hazirlanmistir. Ni ve Al stok c¢ozeltileri 1000 mg/L konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. Bu
stok ¢ozeltiler distile su ile seyreltilerek deneysel ¢alismalarda kullanilmistir.

2.3. Gen sentezi ve klonlama

insan MT1 gen dizisi (genbank erisim numarasi: NM_005946), Twist Bioscience’dan temin edilmistir. MT1 gen
pargasi ve pET21 plazmidi, EcoRI ve Notl kesme enzimleri (Thermo Scientifc) ile cift sindirilmistir. Bu gen daha
sonra pET21 plazmitine baglanmistir. Konakel E. coli BL21 susu kimyasal CaClz protokoliine (Sigma-Aldrich) gore
geni almaya hazir hale getirilmistir. Rekombinant pET21 plazmitleri (Sigma-Aldrich), konake1 E. coli BL21
hiicrelerine aktarilmistir. Daha sonra rekombinant E. coli hMT1 susu, amfisilin (50 ug/mL), X-gal (mavi/beyaz
hiicre taramasi icin) ve IPTG ile takviye edilmis LB agar plakalarina ekildi ve gece boyunca 37 °C'de inkiibe
edilmistir. Plazmidi izole etmek icin QIAGEN Qiaprep Spin Miniprep Kiti (Kat no: 27104) kullanilmis ve klonlamay1
dogrulamak i¢in PCR kullanilmistir. Ek genleri dogrulamak icin, izole edilmis plazmitlerin dizileme kiitiiphaneleri
hazirlanmis ve Miseq platformu kullanilarak dizilenmistir.

2.4. Hiicrelerin bilyiime egrisi

Yabanil E. coli BL21 ve rekombinant E. coli hMT1 suslarina belirli konsantrasyonlarda Ni (0-800 mg/L) ve Al (0-
1000 mg/L) metalleri uygulanarak hiicrelerin biiytimeleri tizerindeki etkileri tespit edilmistir. Hiicreler, belirlenen
Ni ve Al konsantrasyonlarini iceren LB besiyerinde 120 rpm karistirma hizinda, 37 °C’de 48 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Belirli araliklarda (6., 12., 18., 24., 36., ve 48. saatlerde) erlenlerden 6rnekler alinarak biiytimenin en iyi
gozlendigi optimum deger olan 600 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda (Thermo Varioscan Flash 2000)
6lciilen absorbans degerleri kaydedilmistir. Bu verilere gore hiicrelerin biiytime egrileri ¢izilmistir (Sekil 1-2).

2.5. Minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MiK) belirlenmesi

E. coli BL21 susu kontrol olarak kullanilmistir. E. coli hMT1 rekombinant susu ile E. coli BL21 yabanil susunun Ni
ve Al'ye direng kapasiteleri, MiK testi ile mikro seyreltme yontemi kullanilarak belirlenmistir. Ni ve Al'nin farkh
konsantrasyonlar1 (0-1000 mg/L) i¢in MIK analizi yapilmistir. 50 mL LB besiyeri iceren 100 mL’lik erlenmayer
siselerine belirlenen Ni ve Al konsantrasyonlar1 (0-1000 mg/L) ilave edilmistir. 600 nm dalga boyunda optik
yogunlugu (OD) 0,5'e ulasan hiicreler, bir mikropipet ile konik siselere eklenmistir. Rekombinant hiicreler iceren
erlenlere amfisilin (50 pg/mL) eklenmistir. Erlenler 120 rpm’de ¢alkalanarak 37 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir.
Hiicrelerin MIK degeri, mikroplaka okuyucuda (Thermo Varioscan Flash 2000) 600 nm absorbansta hiicrelerin
biiyiimesi analiz edilerek belirlenmistir. Cihazda okunan sonuglar kaydedilmistir. Ayrica hiicrelere filtreyle steril
edilmis %0,1'lik trifeniltetrazoryum kloriir (TTK) canlilik indikatoérii olan TTC konulmustur. Bu ydntem
kullanilarak MIK degerleri dogrulanmistir. Bu yontemde, canlilik ve hiicresel aktivite varliginda TTK, pembe bir
renge doniiserek trifenil formazana indirgenir [41]. Canlihigin géstergesi olan pembe rengin kayboldugu ilk Ni ve
Al konsantrasyonlar1 MiK olarak belirlenmistir. Her mikroplaka kuyusuna % 0,1 TTK ilave edilmis ve 24 saat
inklibasyona birakilmistir. Daha sonra 6rnekler bir mikroplaka okuyucuda renk degisiminin gézlenebildigi
optimum absorbans degeri olan 480 nm'de dl¢iilmiistiir. Deneysel ¢alismalar, her numune igin ii¢ tekrarl olarak
gerceklestirilmistir.

3. Bulgular
3.1. Hiicrelerin biiyiime potansiyeli iizerine Ni ve Al metallerinin etkisi

Farkl Ni%+ (0-800 mg/L) ve Al*3 (0-1000 mg/L) konsantrasyonlarina maruz birakilan yabanil E. coli BL21 ve
rekombinant E. coli hMT1 suslarinin biiytime egrileri Sekil 1 ve Sekil 2’ de gosterilmistir.
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Sekil 1. Farkli Ni konsantrasyonlarina maruz kalan E. coli BL21 (a) ve rekombinant E. coli hMT1 (b) suslarinin
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Sekil 2. Farkli Al konsantrasyonlarina maruz kalan E. coli BL21 (a) ve rekombinant E. coli hMT1 (b) suslarinin
biiytime egrileri

Nivarliginda E. coli BL21 ve rekombinant E. coli hMT1 suslarinin davranisini degerlendirmek i¢in, suslarin biiyiime
performanslari ilk olarak Ni icermeyen (kontrol) bir ortamda belirlenmistir. Sekil 1a'ya bakildiginda, disiik
konsantrasyonlarda (25, 50, 100 mg/L) Ni uygulanan hiicreler 18. saate kadar biiylime gdstermis olup 24. saate
dogru biiyiime hizinda 6énemli oranda azalma gézlenmis (p<0.05) ve sonrasinda azalma devam etmis ancak
istatiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p=0.05). Yiiksek konsantrasyonlarda ise (200, 400, 800 mg/L) hiicreler
inhibe olmus ve herhangi bir biiylime etkisi goriilmemistir. Rekombinant E. coli hMT1 hiicrelerinde ise (Sekil 1b)
200 mg/L’ye kadar olan konsantrasyonlarda 24. saate kadar biiylime hizinda 6nemli oranda artis gézlenmis olup
(p=<0.05), 24. saatten sonra hiicreler duragan faza girmistir. 400 mg/L ve 800 mg/L Ni konsantrasyonlarinda
hiicreler inhibe olmus ve herhangi bir biiyiime etkisi gériilmemistir.

Sekil 2a’da, yabanil E. coli BL21 susunun Al'ye kars1 biiyiime potansiyeli gériilmektedir. Buna gore, 100 mg/L, 200
mg/L, 400 mg/L Al konsantrasyonlarinda biiylime hizinin 12. saate kadar arttig1, 24. saatten sonra duragan faza
girdigi tespit edilmistir. 600 mg/L’de ise 6. saate kadar hiicrelerin bliyiime hizinda artis oldugu daha sonra gittikce
azaldig1 ve 24. saatten sonra inhibe oldugu belirlenmistir. 800 mg/L ve 1000 mg/L Al konsantrasyonlarinda ise
hiicrelerde ilk saatten itibaren biiylime gozlenmemistir. Rekombinant E. coli hMT1 hiicrelerinin biiytime hizinin
400 mg/L’'ye kadar olan Al konsantrasyonlarinda 18. saate kadar arttig), 24. saatten itibaren duragan faza girdigi
gozlenmistir (Sekil 2b). 600 mg/L Al konsantrasyonunda hiicrelerin 12. saate kadar biiytidiigii, daha sonra biliyiime
hizinin kademeli olarak azaldig tespit edilmistir. En yiiksek Al konsantrasyonlari olan 800 ve 1000 mg/L’de ise
ilk 6 saate kadar hiicrelerin biiytime hizinin arttig1, daha sonra duragan faza girdigi, 36. saatten sonra inhibe oldugu
gorilmektedir.

3.2. MiK degerleri

Bakteriyel hiicreler, cevredeki ortama bagl olarak metal iyonlarina karsi tolerans gelistirerek metal giderme
potansiyellerini gelistirme yetenegine sahiptirler. Bu ¢alismanin sonucunda, yabanil E. coli BL21 ve rekombinant
E. colihMT1 suslarinin Ni i¢in MiK degerleri, sirasiyla 200 mg/L ve 425 mg/L olarak; Al i¢in ise sirasiyla 275 mg/L
ve 650 mg/L olarak bulunmustur. Hiicrelerin MiK degerlerini dogrulamak icin kullamlan TTK analizi sonunda elde
edilen mikroplaka goriintiileri Sekil 5’'te verilmistir.
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Sekil 5. Ni ve Al uygulanan yabanil E. coli BL21 susunun mikroplaka goriintiisii (a),
Ni uygulanan rekombinant E. coli hMT1 susunun mikroplaka goriintiisii (b), Al uygulanan rekombinant E. coli
hMT1 susunun mikroplaka goriintiisii (c)

4. Tartisma ve Sonug

Calismada, Ni ve Al uygulanan yabanil E. coli BL21 ve rekombinant E. coli hMT1 suslarinin, bliyiime egrilerinden
elde edilen sonuclar ile hiicrelerin MiK degerleri sonuglarinin birbiriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir. Bu baglamda,
Ni uygulanmis yabanil hiicrelerin 18. saatten sonra, rekombinant hiicrelerin ise 24. saatten sonra duragan faza
girmeleri, rekombinant hiicrelerin Ni'ye karsi diren¢ kazandigin1 gostermektedir. Ayrica yabanil hiicreler 200
mg/L Ni konsantrasyonunda inhibe olurken rekombinant hiicrelerin biiylimeye devam etmesi, ilk inhibisyonun
400 mg/L Ni konsantrasyonunda goériilmesi de yine rekombinant hiicrelerin Ni'ye karsi daha toleransh oldugunu
ifade etmektedir. Yabanil susun Ni MiK degerinin 200 mg/L, rekombinant susunkinin 425 mg/L olmasi da yine
rekombinant susun Ni’ye tolerans kapasitesinin daha yiiksek oldugunu goéstermektedir. Biliyiime egrilerinde
yabanil susun biiylime hizinin 200 mg/L Ni konsantrasyonunda, rekombinant susun ise 400 mg/L’de inhibe
olmaya baglamas, belirlenen bu MiK degerleri ile uyumluluk géstermektedir. Benzer durum Al uygulanan yabanil
ve rekombinant suslarin biiyiime egrilerinde ve MIK degerlerinde de gézlemlenmistir. Buna gore, yabanil
hiicrelerin biiytime hizi 600 mg/L Al konsantrasyonunda 6. saatten sonra inhibe olurken rekombinant hiicreler
hala biiyiime fazindayd: ve 24. saatten sonra duragan faza girebildi. Ayrica, en yiiksek Al konsantrasyonlari olan
800 mg/L ve 1000 mg/L Al konsantrasyonlarinda yabanil hiicrelerde ilk saatten itibaren inhibisyon gézlenirken
rekombinant hiicrelerde 36. saatten itibaren inhibisyon go6zlenmistir. Yani hem tolere edilebilen Al
konsantrasyonu acisindan hem de inhibisyonun ge¢ saatlerde ger¢eklesmesi agisindan rekombinant susun yabanil
susa gore 6nemli oranda Al'ye direngli oldugu séylenebilir. Yine rekombinant susun Al MiK degerinin (650 mg/L),
yabanil susunkinden (275 mg/L) daha yiiksek bulunmus olmasi da rekombinant susun Al'ye diren¢ kapasitesinin
daha yiiksek oldugunu ifade etmektedir. MiK degerlerinin, hiicrelerin biiyiime egrilerinde Al'nin ilk inhibisyon
konsantrasyonlariyla értiismesi de bulgularimizi dogrulamaktadir. Bircok calismada yabanil bakterilerin MiK
degerleri belirlenmistir. Giovanella ve arkadaslari [42] calismalarinda, Pseudomonas sp. B50D tiiriiniin Ni icin MiK
degerini, 3 mM oldugunu rapor etmislerdir. Wu ve arkadaslari [43], Pseudomonas sp. (X2), Brevibacterium sp. (X6)
olmak iizere iki farkli deniz bakterisinin ve E. coli DH-5a susunun Ni MiK degerlerini sirasiyla; 500, 1000 ve 200
mg/L bulmuslardir. Benzer bir baska calismada, Lactobacillus plantarum MF042018 susunun Ni direng kapasitesi
olan MIK degeri 500 mg/L olarak bildirilmistir [44]. Sharma ve arkadaslar1 [45], camur, kanalizasyon ve atiksu
ortamlarinin 17 farkl bélgesinden izole ettikleri bakteri suslarinin Ni tolerans kapasitelerini arastirmislardir. 4
farkl Bacillus izolatinin 700 mg/L Ni konsantrasyonuna diren¢ gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica izole ettikleri
diger 33 izolatin, 500 mg/L Ni konsantrasyonunu tolere edebildigini ileri siirmiislerdir. Al-Gheethi [46], bir
kanalizayon atiksuyundan izole ettigi Bacillus subtilis tiirliniin 6 mM Ni iyonlarini tolere edebildigini ileri
stirmiistiir. Chaudhary ve arkadaslar [47], E. coli (ATCC 11230), Stenotrophomonas maltophilia (ATCC 13637),
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Microbacterium sp. (MTCC 7185) suglarimin Ni MiK degerlerinin ii¢ tiir icinde 1mM oldugunu bildirmislerdir.
Senoro ve arkadaslar [48], E. coli (ATCC 25922) ve S. epidermidis RP62A'nin sirasiyla Ni MiK degerlerini 62.5
mg/L ve 125 mg/L olarak bulmuslardir.

Ayrica literatiirde bakterilerin Ni'ye karsi direng¢ ve giderim kapasitesini arttirmak icin Ni affinitesi yiiksek
genlerin klonlandigi rekombinant bakteriler ile yapilmis olan ¢alismalar da bulunmaktadir [49-50]. Deng ve
arkadaslar1 [49], Helocobacter pylori (NixA) ve Staphylococcus aureus’tan (NisA) iki farkli Ni affiniteli
transmembran proteinininin (NiCoTs) ve bezelye MT geninin Ni affinitesi izerindeki etkisini arastirmislardir.
Sonug olarak, hem NiCoT’leri hem de MT'yi ifade eden rekombinant suslarin (NixA+MT ve NisA+MT) Ni
affinitesinin ve direng kapasitesinin arttigini bildirmislerdir. Bir diger ¢calismada gram pozitif (B. cereus RC607) ve
gram negatif (Pseudomonas sp. K-62) bakteri suslarindan metal baglayici proteinleri (MerP) asir1 eksprese
edebilen E. coli konakgilari, sulu ortamda Ni2+, Zn*2 ve Cr*3'ii adsorbe etmek i¢in kullamlmistir. ifade edilen MerP
proteinlerinin tipi de rekombinant biyosorbentlerin performansini etkiledigini tespit etmislerdir. Gram pozitif
MerP proteinleri (yani GB hiicreleri) iceren biyosorbentler Ni2+ icin daha iyi adsorpsiyona sahipken, Gram negatif
MerP iceren GP hiicreleri Zn*2 ve Cr*3 iyonlan i¢in daha yiiksek adsorpsiyon kapasitesi sergiledigini tespit
etmislerdir [50]. Bu baglamda, MT olarak bilinen bazi1 metal baglayic1 proteinlerin, bakterilerin metallere karsi
diren¢ kapasitelerini arttirdigi sonucuna varilabilir [51]. Ayrica diren¢ kapasitelerindeki ve metal giderim
oranlarindaki farkliliklar, her bakterinin izole edildikleri ortamdan ve aktarilan genlerin farkli olmasi ile ilgili
olabilir. Sonug olarak Ni metali ile kirlenmis ortamlardan izole edilen direngli suslar ile bu ¢alismada kullanilan
rekombinant E. coli hMT1 susunun, Ni MiK degerlerinin birbirine yakin oldugu, hatta bazilarindan daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Bu da rekombinant E. coli hMT1 susunun su ve atiksulardan Ni gideriminde biyoteknolojik
bir arag olarak kullanilabilme potansiyeli oldugunu gostermektedir.

Al MIK degerinin belirlendigi calismalara baktigimizda ise yine Ni’de oldugu gibi suslarin izole edildigi yere ve
bakteri cinsine bagh olarak MIK degerlerinin farkhilik gosterdigi rapor edilmistir. Titah ve arkadaslar1 [37], Al geri
dontsim endiistrisi atiksuyundan izole ettikleri azot icerigi yiiksek ortamlarda bol bulunan Brochothrix
thermosphacta’y1 ve bir¢ok farkl kirlenmis alanda bulunabilen sucul bir bakteri tiirii olan Vibrio alginolyticus’un
Al MiK degerini 500 mg/L olarak belirlemislerdir. Huang ve arkadaslar [52] asidik topraktan izole ettikleri Al'ye
toleransh oldugu bilinen Burkholderia sp. SB1 susunun Al*3’e direng oranini 270 mg/L olarak tespit etmisler ve bu
susun Al ile kirlenmis asidik kirmiz1 topraklarin biyolojik olarak iyilestirilmesi i¢in potansiyel olarak bir ajan
olarak kullanilabilecegini ifade etmislerdir. Yine ayni ¢alismada, Anoxybacillus sp’nin, 200-800 mg/L Al*3 iceren
bir besiyerinde %100 - %77 arasinda degisen nispi biiylime oranlariyla biiyliyebildigi gozlemlenmistir [52]. Abo-
Amer ve arkadaslar1 [53], endustriyel atiksulardan izole ettikleri Providencia rettgeri MAM-4 susunun Al*3
direncini 500 mg/L olarak, ticari olarak satin aldiklar1 B. cereus’un direncini yine 500 mg/L olarak belirlemislerdir.
Bu konudaki diger calismalarda, Acidiphilium cryptum’un Al2(SO4)s’a olan direncinin 100 mg/L oldugu [54],
Flavobacterium sp'nin 2000 mg/L’ye kadar Al toleransh oldugu, buna karsin Arthrobacter sp'nin maksimum Al
tolerans konsantrasyonunun yaklasik 300 mg/L oldugu rapor edilmistir [55]. Bu ¢calismalardaki Al MiK degerleri
ile bizim cahsmamizdaki rekombinant E. coli hMT1 susunun Al MiK degeri karsilagtirlldiginda, rekombinant E. coli
hMT1 susunun MIK degerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durum, rekombinant E. coli h(MT1 susunun
sulardan Al gideriminde etkili olacagini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak, rekombinant susun yabanil susa gore Ni ve Al toleransinin daha yiiksek oldugu, rekombinant susun
ise Ni'ye gore Al'ye daha toleransli oldugu ancak yine de diisiik konsantrasyonlarda bile bu metalleri adsorbe
etmesinin ¢evrede kullanilabilirligi agisindan yabanil susa gére daha yararli oldugu sdylenebilir. Bu sonuglara
gore, Ni ve Al iceren sular, belirtilen MiK degerlerinin iistiine ulasmadikca biyolojik olarak aritilabilir. Ancak
belirtilen MiK degerlerinin iistiine ¢iktiginda bir 6n aritma islemi uygulanabilir. Bu bilgiler 15181nda, insan MT1
geninin Ni ve Al metallerinin alimini ve biyoremediasyon kabiliyetini de arttiracagl sonucuna varilabilir. Ayni
zamanda bu ¢alismanin sonuglari, bu rekombinant susun pelletlerinin Ni ve Al iyonlarinin sudan biyolojik olarak
uzaklastirilmasinda kullanilabilecek biyosorbent olarak gelistirilmesi i¢cin umut vericidir.
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