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ÖZET 

 
Escherichia coli’de alternatif sigma faktörü olarak adlandırılan rpoS (σ38) asit şoku, açlık stresi, ozmotik stres, oksidatif stres, DNA 

hasarı ve durağan faza geçiş dahil olmak üzere farklı streslere karşı hücresel cevapta görevli olan genlerin ekspresyonunu kontrol 

etmektedir. Bu çalışmada Escherichia coli W3110’da rpoS geninin metal ve pH stresi altındaki rolü araştırılmıştır. E. coli 

BW25113 suşunda mutant olan rpoS geni, P1kc fajı ile yabani tip E. coli W3110’a aktarılmıştır. Yabani tip E. coli W3110 ve rpoS 

mutant E. coli W3110 suşunda yaşam deneyleri pH 5,5, 7,0 ve 8,5 fosfat tamponunda olmak üzere 3 farklı pH’da plak sayım 

metodu ile yapılmıştır. 6 farklı metal varlığında (Zn, Ni, Co, Cd, Ag ve Cu) metal stresindeki rolü minimal inhibisyon 

konsantrasyonu (MİK) ve petri damlatma yöntemi ile belirlenmiştir. Çalışılan tüm pH değerlerinde rpoS mutant suşlarda duyarlılık 

gözlenmiştir. Kadmiyuma karşı rpoS mutantının direnç gösterdiği belirlenirken, diğer metallerde herhangi bir rolü olmadığı tespit 

edilmiştir. rpoS geninin rolü, genin tamamlanması yapılarak doğrulaması sağlanmıştır. Bu sonuçlar RpoS alternatif sigma 

faktörünün kadmiyum metali ile ilişkili genlerin kontrolünde ve pH stresi ile ilişkili genlerde rolü olduğunu göstermektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, rpoS, Metal stresi, Kadmiyum 

 

INVESTIGATION OF THE ROLE OF RpoS IN Escherichia coli AGAINST METALS  

AND pH STRESSES 
 

ABSTRACT 

 
RpoS (σ38), which acts as an alternative sigma factor in Escherichia coli, controls the expression of genes responsible for 

cellular responses to different stresses including acidity, starvation, osmotic, oxidative stress, DNA damage, and stationary 

phase transition. In this study, the role of the rpoS gene in E. coli W3110 under metals and pH stresses was investigated. The 

rpoS gene, which is a mutant in the E. coli BW25113 strain, was transferred by transduction with the P1kc phage to wild-type 

E. coli W3110. Life experiments in wild-type E. coli W3110 and rpoS mutant E. coli W3110 strains were carried out by plate 

counting method at 3 different pH, in pH 5,5, 7,0 and 8,5 phosphate buffer. The role of rpoS in the presence of 6 different 

metals (Zn, Ni, Co, Cd, Ag and Cu) was also determined by minimum inhibition concenration (MIC) and drop plate method. 

Sensitivity in rpoS mutant strains was observed at all pH values studied. It was determined that the rpoS mutant E. coli against 

cadmium metal showed resistance, but there was no role in other metals. Verification of the role of the rpoS gene was achieved 

by genetic complementation. These results show that the RpoS alternative sigma factor plays a role in the control of genes 

related to cadmium metal and in the genes associated with pH stress. 
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1. GİRİŞ  
 

Bakteriler doğal ortamlarda besin açlığı, sıcaklık, radyasyon, osmolite, hidrojen iyon konsantrasyonu ve 

metaller gibi etmenlere sıklıkla maruz kalırlar [1-2]. Metal ve pH stresi doğada en sık karşılaşılan 

streslerden ikisidir. Bu streslere karşı tekli veya operon olarak düzenlenen korunma mekanizmaları 

olduğu gibi kompleks ağlar şeklinde birçok genin rolü ile de korunma sağlanmaktadır [3].  
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Metaller organizmalarda canlılığın devam ettirilebilmesi için az miktarlarda ihtiyaç duyulsada yüksek 

konsantrasyonları hücrede zararlı etkilere yol açmaktadır. Maruz kaldıkları bu strese karşı hücrelerin 

geliştirdiği çeşitli savunma mekanizmalarının temelinde metalin hücre içine alımının engellenmesi, 

hücre dışına atılmasının arttırılması ya da çeşitli yollarla detoksifiye edilmesi bulunmaktadır [4]. 

 

Gram negatif bakterilerde metaller dış membrandan ve sitoplazmik membrandan içeriye taşınır. 

Metallerin dış zar üzerinden taşınması muhtemelen porin proteinleri veya demir siderofor kompleksleri 

ile gerçekleşmektedir. E. coli'nin ana porinleri OmpC, OmpF ve PhoE'dir [5-6]. Gram negatif 

bakterilerde OmpC, OmpF ve bu porinlerin diğer benzerlerinin, metal katyonlarını periplazmaya 

taşımada sorumlu olduğu düşünülmektedir. Yapılan bir çalışmada OmpC silinmiş E. coli mutant 

suşunda bakır duyarlılığının ortaya çıktığı belirlenmiştir [7]. Bu durum, bakırın periplazmaya 

alınmasının kontrolünde OmpC’nin görevli olduğunun bir göstergesidir. Metallerin sitoplazmaya 

alımında görevli olan sistem, periplazmik substrat bağlama özelliğine sahip olan ABC tipi ATPaz 

taşıyıcılarıdır. Bu ATPaz ailesinin üyeleri, bireysel proteine bağlı alım veya atım sistemleri olarak işlev 

görmektedirler. Diğer bir tip ATPaz taşıyıcıları da magnezyum (Mg+2), potasyum (K+),  çinko (Zn+2) ve 

bakır (Cu+2) taşıyan P-tipi ATPazlardır [8-9].  

 

Metal toksisitesinden korunmada görevli sistemlerden birisi de efflux (dışa atım) pompalarıdır. Gram 

negatif bakterilerde, metaller sitoplazmik zardan, ilk önce periplazmaya ve daha sonra dış membrandan 

hücrenin dışına atılır. E. coli’de en iyi bilenen dışa atım sistemi bakırın uzaklaştırılmasında görevli olan 

CusCFBA efflux sistemidir. Bu sistem bir sensör ve regülatörden oluşmaktadır. Sensör olan CusS 

periplazmik bölgedeki bakırı algılayarak CusR regülatörünü aktifleştirir. Aktifleşen CusR’de CusCFBA 

mekanizmasını devreye sokarak hücreden fazla bakırın uzaklaştırılmasını sağlar [10]. Bakterilerde çinko 

homeostazı, spesifik membran taşıyıcıları ve çinkonun hücre içine taşınmasına eşlik eden proteinler 

aracılığıyla sağlanır [11]. Çinkonun hücrenin içine taşınmasında, iki ana taşıyıcı rol oynar. Bunlar 

çinkoya yüksek affiniteye sahip olan ZnuABC ve düşük affiniteye sahip olan ZupT’dir [11]. Çinkonun 

dışa atımında ise MdtD ve MdtABC sistemi [12], ZitB ve ZntA görev yapmaktadır [11-13]. Manganın 

hücre içine taşınmasında MntH, SitABC ve YfeABC [14-15] görevli iken dışa atımında MntP proteini 

görev yapmaktadır [16]. Nikelin hücre içine taşınmasında sitoplamik membrana bağlı NikD ve NikE 

ATPazları, NikB ve NikC iç membran bileşenleri ve periplazmik bağlayıcı protein olan NikA görevlidir 

[17]. Kobaltın hücre içine taşınmasında magnezyum taşıyıcısı CorA, çinko taşıyıcısı ZupT proteini 

görev almaktadır. Kobaltın dışarı taşınmasında ise tetrasiklin taşıyıcısı olan TetL ve çinko taşınımında 

görevli olan Czc proteini görev yapmaktadır [18]. Kobalt ve nikel metalinin hücreden dışarı 

taşınmasında ise RcnA proteininin görevli olabileceği düşünülmektedir [18-20]. Kadmiyumun hücre 

içine taşınmasında ZinT proteini görev almaktadır. ZinT’nin kadmiyum, çinko ve nikel gibi iki 

değerlikli metal iyonları için genelleştirilmiş bir taşıyıcı olduğu öne sürülmüştür [21]. ZinT, hücredeki 

tek kadmiyum bağlayıcı protein gibi görünmektedir ve hücreyi kadmiyum toksisitesinden korumaktadır 

[22-23]. Kadmiyum stresinden hücreyi koruyan bir diğer mekanizmada çinko ve kobaltın dışa atım 

mekanizması olan Czc protein ailesidir [18]. Ayrıca zarf stres cevabını düzenleyen CpxRA iki bileşikli 

sisteminin bakır homeostatik genlerin düzenlenmesinde görev aldığı tespit edilmiştir [24]. Hücre 

içerisinde periplazmik bölgede bakır stresini algılamada görevli olan CusSR sistemi gümüş 

toksisitesinden de korumaktadır [25]. 
 

Hücreyi metal toksisitesinden koruyan diğer bir mekanizmada metalin detoksifikasyonudur. Örneğin 

bakır metalinin detoksifikasyonundan çoklu bakır oksidaz enzimi olan CueO sorumludur. CueO toksik 

Cu(I) formunu daha az toksik Cu(II)’ye dönüştürerek periplazmik proteinlerin korunmasına da yardımcı 

olur. CueO homeostatik mekanizması CueR tarafından düzenlenmektedir [26-27]. 
 

Mikroorganizmaların yaşamını tehtit eden bir diğer faktörde hidrojen iyon konsantrasyonundaki (pH) 

değişimdir. Bakterilerin hem alkali hem de asidik pH stresinden korunmasında, ilki proton motif güç ve 

sekonder aktif taşımada kullanılan transportırlar, ATPaz’ların çalışma şekli (F1F0 ve V1V0 ATPaz), 

ikincisi hidrojenaz ve amino asit dekarobiksilaz gibi metabolik yollarda görev alan enzimlerin 
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çalıştırılması veya baskılanması ve üçüncüsü pasif destek olarak adlandırılan hücre yüzeyindeki 

transport proteinlerinde meydana gelen değişimler olmak üzere 3 temel mekanizmayı içeren hücrenin 

genetiksel, fizyolojik veya biyokimyasal olarak gösterdiği tepkiler rol oynamaktadır [28]. Bu tepkilerin 

hepsi pH homeostaz mekanizması olarak adlandırılır. Bu mekanizma ile E. coli'de, ortam pH'sı 4,5-7,9 

arasında olduğunda, pH'da meydana gelen 1 birimlik fark, sitoplazma pH'sında 0,1 birimden daha az 

değişikliğe sebep olmaktadır [29-30].  
 

Hücre zarının, proton ve diğer iyonları geçirgenlik özelliği düşüktür. Böylece, çevrede bulunan protonlar 

basitçe hücre zarı boyunca dolaşamaz ve iç pH'yı düşüremez. Sitoplazma pH'sının değişimini önemli 

ölçüde engelleyen ikinci faktör, hücrenin yüksek tamponlanma kapasitesidir. Bu olay sitoplazmanın 

protein içeriği ile sitoplazmik glutamat ve poliamin birikiminden kaynaklanmaktadır [29]. 

Sitoplazmanın düşük proton geçirgenliği ve hücre zarında meydana gelen proton pompası, asit direnç 

mekanizmasında rol oynamaktadır [31-34]. pH stresine karşı hücrenin korunmasında direkt olarak rol 

oynayan asit direnç mekanizmasında görev alan 5 asit direnç sistemi bulunmaktadır.  Bunlar AR1, AR2, 

AR3, AR4 ve AR5’dir. AR1 mekanizması en az anlaşılan mekanizmadır. AR2 gulutamat dekarboksilaz 

sistemidir ve GadA, GadB, GadC, GadE proteinlerini içerir. AR3 arjinin dekarboksilaz sistemidir ve 

AdiA, AdiC proteinlerini içerir. AR4 lizin dekarboksilaz sistemidir ve CadA, CadB, CadC, LysP 

proteinlerini içerir ve AR5 ornitin dekarboksilaz sistemidir ve SpeF, PotE proteinlerini içerir [35].   
 

Bakteriyal hücrelerde asit tolerans yanıtı için hücrenin logaritmik fazında veya durgunluk fazında 

olmasına göre değişen pH bağımlı iki farklı sistem bulunmaktadır. Bunlardan biri logaritmik faz asit 

tolerans yanıtı, diğeri durgunluk fazı asit tolerans yanıtıdır. S. typhimurium'da asit stres yanıtı rpoS geni 

tarafından kodlanan alternatif sigma faktör (σs) ile regüle edilmektedir [36-41]. Alternatif sigma faktörü 

ve stres cevap regülatörü olarak RpoS, ozmotik şok [42], oksidatif stres, UV'ye maruz kalma ve durağan 

faz gibi birçok stres koşulunda geniş bir gen kümesinin ekspresyonunu kontrol ederek hücre 

adaptasyonunda önemli rol oynamaktadır [42-43].  RpoS tarafından düzenlenen birçok gen oksidatif 

stresten korunmada sorumludur ve rpoS mutantları eksojen H2O2’e karşı daha duyarlıdır [44]. RpoS, 

DNA hasarına yanıt [45], adaptif mutagenez [46] ve biyofilm oluşumu [47] için de önemlidir. E. coli'de 

durağan fazda strese yanıt olarak yaklaşık 400 gen RpoS tarafından pozitif düzenlenir [48-49-50]. 

Ayrıca RpoS, filagellum biyosentezi dahil durağan fazda TCA döngüsü metabolizması için gerekli olan 

birçok genin ekspresyonunu negatif yönde düzenler [48]. Bu olumsuz düzenleme yani RNA öz 

polimerazın sınırlandırılması RpoS ve diğer sigma faktörleri arasındaki rekabete bağlıdır [51-52]. 
 

Bu çalışmada çeşitli metallerin varlığında ve farklı pH değerlerinde yaşam için RpoS’nin önemi 

araştırılmıştır. RpoS’nin farklı metallerle ilişkisinin olması beklenmektedir. Ayrıca fosfat tamponunda 

açlık ortamında var olan pH stresinden korunmada RpoS’nin rolü ortaya konulmuş olacaktır. Bu 

çalışmadan elde edilecek veriler daha sonra yapılacak metal ve pH’a karşı korunma mekanizmaları 

çalışmalarının ön sonuçlarını oluşturacaktır. 
 

2. MATERYAL ve METOT 
 

2.1. Bakteri Suşları 
 

Çalışmada kullanılan E. coli mutant suşları (JW5437 ve b2741) Japon Ulusal Genetik Merkezinde (Keio 

collection-Japan National Genetic Center) temin edilmiştir. Bu çalışmada kullanılan suşlar Tablo 1’de 

gösterilmiştir. Yurt dışından temin edilen suşlar polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile doğrulanmış ve tüm 

suşlar %40 gliserol (Merck) içeren Luria-Bertani (LB-Merck) broth besiyerinde -80 °C'de muhafaza 

edilmiştir. 
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Tablo 1. Çalışmada kullanılan E. coli yabani tip ve mutant suşları 

 

Suş numarası Genotip Kaynak 

W3110 Yabani tip Lab stok 

JW5437 BW25113 rpoS::kmr Keio koleksiyon 

b2741 rpoS Mobil plasmid (Keio koleksiyon) 

CD01 W3110 rpoS::kmr W3110 × P1(JW5437)  

Bu çalışmada elde edilmiştir. CD02 W3110 pnt3::rpoS Bu çalışmada elde edilmiştir. 

 

2.2. Escherichia coli W3110 Mutantlarının Eldesi 

 

Keio koleksiyondan elde edilen Tablo 1’de verilen E. coli BW25113 suşundan hedef gen bölgesi yabani 

tip E. coli W3110’a Sato vd. [53] nin kullandığı P1kc fajı ile transdüksiyon metodu kullanılarak 

aktarılmış ve çalışmada kullanılan E. coli W3110 rpoS::km mutantı elde edilmiştir. Klasik 

transdüksiyon metodu uygulanarak elde edilen süpernatant (P1kc) +4 oC’de saklanmıştır [53]. P1kc 

fajını elde ettikten sonra 5 ml LB içerisine yabani tip E. coli W3110 suşundan tek koloni ekim 

yapılmıştır. O.D600 değeri 0,3’e gelene kadar 37 oC’de 160 rpm’de çalkalamalı inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyondan sonra 1 ml hücre ependorfa alınıp 2 kez yıkama tamponu (final 

konsantrasyonu %2 glukoz çözeltisi (Merck) ve 2 mM CaCI2 (Sigma) içeren LB ile yıkanmış ve son 

olarak 1 ml yıkama tamponu eklenerek yeniden süspanse edilmiştir. Yabani tip E. coli W3110 içerisine 

izole edilen P1kc fajından 5 μl eklenerek oda sıcaklığında 45 dk bekletilmiştir. Daha sonra 12000 

rpm’de 5 dk 4 oC’de santrifüj edilerek süpernatant uzaklaştırılıp pellet üzerine 0,1 ml yıkama tamponu 

eklenmiş ve kanamisin (Km-Sigma) içeren Davis minimal agar (DM-Sigma) üzerine hücreler 

aktarılmıştır. 37 oC’de 18 saat inkübasyona bırakılmış ve ertesi gün üreyen bakteriler DM agardan Km’ 

li LB agara aktarılarak 37 oC’de 18 saat inkübasyona bırakılmıştır. Km’li LB agarda üreyen bakteriler 

tekrar final konsantrasyonu 25 μg/ml Km, 25 μg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-D-

Galactopyranoside (Xgal-Sigma) ve 5mM İzopropil β-D-1-tiogalaktopiranosid (IPTG-Sigma) içeren LB 

agara ekilmiş ve 37 oC’de 18 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyonun ardından üreyen 

kolonilerden mavi renk verenler seçilmiş ve Tablo 3’de verilen primerler ile PZR doğrulaması 

yapılmıştır. 

 

2.3. Transformasyon 

 

Final konsantrasyonu 25 µg/ml olacak şekilde kanamisin antibiyotiği içeren 2 ml LB içerisine E. coli 

W3110 rpoS::km mutantından ekim yapılmış ve 37 oC’de 18 saat inkübasyona bırakılarak 

transformasyon için ön kültür hazırlanmıştır. Ertesi gün steril 9,9 ml Hanahan’s brot (SOB medium) 

üzerine steril 2 M Mg+2 dan 100 μl, final konsantrasyonu 25 µg/ml olacak şekilde kanamisin antibiyotiği 

ve hazırlanan ön kültürden 50 μl eklenerek O.D600 değeri 0,3’e gelene kadar 37 oC’de çalkalamalı 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyondan sonra aseptik koşullarda hücreler steril 10 adet santrifüj 

tüpüne aktarılarak 5 dk buzda soğutulmuş ve 12000 rpm’ de 5 dk 4 oC’ de santrifüj edilmiştir. 2 santrifüj 

tüpüne 1 ml 0,1 M soğuk CaCl2 eklenerek 10 ayrı santrifüj tüpündeki peletler 2 ayrı santrifüj tüpüne 

toplanmıştır. Peletler yeniden süspanse edilerek 10 dk buzda bekletilmiş ve tekrar 12000 rpm’de 5 dk 4 
oC’de santrifüj edilmiştir. Süpernatant atılarak tüp başına 0,1 M soğuk CaCl2 200 μl eklenerek yeniden 

süspanse edilmiş ve 30 dk buzda bekletilmiştir. 

 

1,5 ml 2 adet steril santrifüj tüpünde bulunan 200 μl kompetent hücre üzerine, 2 farklı konsantrasyonda, 

invitrogen kiti kullanılarak izole edilen plazmitten, 10-100 ng olacak şekilde ilave edilmiş ve 45 dk 

buzda bekletilmiştir. Daha sonra hücre süspansiyonları cam tüpe aktarılarak 2 dk 42 oC’de ve ardından 

da 2 dk buzda bekletilmiştir. Hücre süspansyou üzerine 0,8 ml SOC medium (20 mM magnezyum 

(Merck) ve %3 glikoz (Merck) ile zenginleştirilmiş SOB medium) eklenerek 37 oC’de 60 dk 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında transfer hücrelerinin 0,5 ml’si 1,5 ml’ lik ependorflara 

alınarak 5000 rpm 1 dk 4 oC’de santrifüj edilmiştir. Daha sonra pelet üzerine 100 μl SOC medium 

eklenerek yeniden süspanse edilmiştir. Final konsantrasyonu 100 μg/ml olacak şekilde ampisilin 
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antibiyoği içeren LB agar üzerine yayılarak 18 saat inkübasyona bırakılmıştır. Elde edilen koloniler 

Tablo 2’deki reaksiyon karışımı ile Tablo 3’de ki primerler kullanılarak koloni PZR yapılarak 

doğrulanmıştır.  
 

Tablo 2. Koloni PZR reaksiyon karışımı 

10x ThermaPol Reaksiyon Buffer(Biolab)  1,0 μl  

10 mM dNTP Mix (NEB) 0,2 μl  

10 μM ileri primer (İnvitrogen)  0,5 μl  

10 μM geri primer (İnvitrogen)  0,5 μl  

2 mM Mg⁺ ² içeren MgCl₂  (Biolab)  0,6 μl  

0,25 U Taq DNA Polimeraz (Biolab)  0,05 μl  

dH₂ O  6,15 μl  

Bakteri Süspansiyonu 1 μl 

 
Tablo 3. PZR reaksiyonunda kullanılan primerler. 

Evrensel K1 geri primeri  5’ CAGTCATAGCCGAATAGCCT 3’  

W3310::rpoS ileri primeri  5’ GATGAGAACGGAGTTGAGGT 3’  

W3310::rpoS geri primeri 5’ TGGCCTTTCTGACAGATGCT 3’ 

pnt3::rpoS ileri primeri (SP6)  5’ ATTTAGGTGACACTATAG 3’  

pnt3::rpoS geri primeri (21M13)  5’ CAGGAAACAGCTATGACC 3’  

 

2.4. Minimum İnhibisyon Konsantrasyonu (MİK) Değerlerinin Belirlenmesi  

 

Metallerin MİK değerlerinin belirlenmesi için tek bir bakteri kolonisi 5 ml Nutrient Broth (NB)(Sigma) 

besiyerinde 37 oC’de 18 saat çalkalamalı inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında bakterilerin 

absorbansı OD600 0,1’e ayarlanmıştır. Daha sonra 60 ml NB besiyerine 400 μl 0,1 absorbansa ayarlanan 

bakteri kültüründen eklenmiş ve bu kültürden 96 kuyucuklu mikro plakaya ilk kuyucuk 180 μl diğer 

kuyucuklar 100 μl olacak şekilde kültür eklenmiştir. 180 μl’lik kuyucuğa çalışmada yer alan metallerin 

0,2 M stok solüsyonlarından 20 μl eklenerek seri sulandırma yapılmıştır. Plakalar 37 oC’de 24 saat 

inkübe edilerek MİK değerleri belirlenmiştir [54]. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmiştir. 

 

2.5. Petri Damlatma Deneyleri 

 

Bakteriler 15 ml NB’da 37 oC’de 160 rpm çalkalama hızında 18 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyondan 

sonra OD600 de 1,0 absorbansa ayarlanıp 1 ml bakteri kültürü santrifüj edilip 2 kez ringer (Merck) 

solüsyonu ile yıkanmıştır. Elde edilen bakteri süspansiyonundan 100 μl alınarak 900 μl Ringer çözeltisi 

bulunan tüplere eklenerek seri sulandırmalar yapılmıştır. Daha sonra metalsiz kontrol ortamı ve MİK 

değerlerine göre belirlenen metal içeren Nutrient Agar besiyerine 103 ile 107 kob/ml arasındaki bakteri 

kültürlerinden 10 μl damlatılmış ve 37 oC’de 18 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrasında petride 

meydana gelen bakteri kolonileri gözlemlenmiş ve fotoğraflanmıştır [55]. Deneyler en az 3 kez tekrar 

edilmiştir. 

 

2.6. Büyüme Deneyleri 

 

E. coli W3110 ve mutantlar, MİK değerine göre belirlenen metal konsantrasyonlarında NB besiyerinde 

37 0C’de 160 rpm çalkalamalı inkübatörde 8 saat süreyle inkübe edilmiş ve her 2 saatte bir örnek alınarak 

OD600 de absorbansları ölçülmüştür. Çalışmalar en az 3'er tekrarlı yapılarak büyüme grafikleri elde 

edilmiştir.  

 

2.7. Yaşam Deneyleri  
 

20 ml’lik Nutrient brot besiyerinde, 37 oC’de bir gece inkübe edilden bakterilerin spektrofotometrede 

yoğunluğu 1,0’ a ayarlanarak 1 ml alınmış ve 10.000 rpm’de 5 dk santrifüj edilmiştir. Pelet 2 kez Ringer 
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çözeltisi ile yıkandıktan sonra, 1 ml Ringer’de süspanse edilmiştir. Buradan 100’er μl bakteri alınıp pH 

5,5, pH 7,0 ve pH 8,5 tamponlarını içeren 50 ml’lik erlenlere ilave edilerek 37 oC’de inkübasyona 

bırakılmıştır. Belirlenen zaman aralıklarında bakteri sayımları yapılmıştır. Elde edilen sonuçlar log 

değerlere dönüştürülüp, 2 log azalmanın hangi saatte olduğunu gösteren t99 değeri hesaplanmıştır. 

 

2.8. Komplementasyon Testleri 
 

Çalıştığımız genin rolünü doğrulamak amacı ile komplementasyon testleri yapılmıştır. Bunun için rpoS 

geninin rol oynadığı belirlenen çalışmalarda E. coli W3110 pnt3::rpoS ile de çalışmalar tekrarlanmıştır. 

Böylece ana kromozomda mutant olan gen bölgesi plazmit üzerinde eksprese ettirilerek tamamlanmıştır.  

 

3. BULGULAR 

 

3.1.Mutantların Eldesi 

 

Çalışmada kullanılacak olan mutantlar elde edildikten sonra doğrulama için uygulanan PZR sonuçları 

Şekil 1’de verilmiştir. 1, 2, ve 3 numaralı hatlar f-km primeri ile yapılmış olup 1 numaralı hatta yabani 

tip E. coli W3110, 2 numaralı hatta 566 bç büyüklüğünde pozitif kontrol E. coli BW25113 rpoS::km 

mutantı ve 3 numaralı hatta E. coli W3110 rpoS::km mutantı PZR sonuçları görülmektedir. 3, 4 ve 5 

numaralı PZR ürünleri f-r primeri ile yapılmış olup 4 numaralı hatta 1100 bç büyüklüğünde yabani tip 

E. coli W3110, 5 numaralı hatta 1482 bç büyüklüğünde pozitif kontrol E. coli BW25113 rpoS::km 

mutantı ve 6 numaralı hatta 1482 bç büyüklüğünde E. coli W3110 rpoS::km mutantı PZR sonucu 

görülmektedir. 7, 8 ve 9 numaralı hatlarda SP6-21M13 primeri ile yapılan PZR sonuçları yer almaktadır.  

7 numaralı hatta yabani tip E. coli W3110, 8 numaralı hatta 1256 bç büyüklüğünde pozitif kontrol rpoS 

genini içeren plazmid ve 9 numaralı hatta 1256 bç büyüklüğünde pnt3::rpoS mutantı PZR sonucu yer 

almaktadır. 

 

 
 

Şekil 1. M: Marker (Thermo-Sm0331), 1: Yabani tip W3110 negatif kontrol (f-km), 2: keio koleksiyon pozitif kontrol (f-km), 

3: rpoS::km (f-km). 4: E. coli W3110 negatif kontrol (f-r), 5: E. coli BW25113 rpoS::km (f-r), 6: E. coli W3110 

rpoS::km (f-r). 7: E. coli W3110 negatif kontrol (sp6-21M13), 8: E. coli BW25113 pnt3::rpoS (sp6-21M13), 9: E. coli 

W3110 pnt3::rpoS (sp6-21M13). 

 

3.2. Minimal İnhibiyon Konsantrasyonu (MİK) Değerleri 

 

Metallerin minimal inhibisyon konsantrasyonu değerleri belirlenmiş ve Tablo 4’de verilmiştir. Elde 

edilen MİK sonuçlarına göre rpoS mutasyonunun MİK değerlerinin çalışılan 6 metal de yabani tip E. 

coli’den farklı olmadığı görülmektedir.  
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Tablo 4.  E. coli W3110 suşunda metallerin minimal inhibisyon konsantrasyonu değeri 

 
Metaller Yabani tip E. coli 

MİK(µg/ml) 

E. coli rpoS::km 

MİK(µg/ml) 

E. coli pnt3::rpoS 

MİK(µg/ml) 

AgNO3 2,48 2,48 2,48 

CdNO3 135 135 135 
CoCl2 223 223 223 

CuSO4 625 625 625 

NiSO4 493 493 493 
ZnSO4 135 135 135 

 

3.3. Petri Damlatma Deneyleri 

 

Şekil 2, 3 ve 4’de verilen bulgulara göre petri damlatma deneylerinde rpoS mutant suşunun metal ile 

ilişkisi belirlenmiştir. Çinko (Zn), kobalt (Co), gümüş (Ag), bakır (Cu) ve nikel (Ni) metali varlığında 

herhangi bir rolü olmadığı belirlenen RpoS‘nin kadmiyum (Cd) metalinde bir rolü olduğu 

görülmektedir. rpoS geni mutant hale geldiğinde hücrenin direnç geliştirdiği görülmektedir. Plazmit ile 

eklenen genin indüklenmesi ile mutant genin tamamlanması sonucunda yabani tip ile aynı sonucun elde 

edilmesi genin rolünün doğrulanmasını sağlamaktadır. Bu açıdan Şekil 3b’de görüldüğü gibi plazmit 

eklenen örneklerde kadmiyum metaline karşı direncin kaybolduğu tespit edilmiştir.  

 

 
 

Şekil 2.  E. coli W3110, E. coli W3110 rpoS::kmr ve E. coli W3110 pnt3::rpoS’nin petri damlatma deneyi sonuçları. A: Metalsiz 

Nutrient Agar, B: 0,3 mM Zn, C: 0,4 mM Co 
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Şekil 3. E. coli W3110, E. coli W3110 rpoS::kmr ve E. coli W3110 pnt3::rpoS’nin petri damlatma deneyi sonuçları. A: 0,08 

mM Ag, B: 0,08 mM Cd. 

 

 
 

Şekil 4. E. coli W3110 ve E. coli W3110 rpoS::kmr’nin petri damlatma deneyi sonuçları. A: 0,8 mM Ni, B: 0,7 mM Cu. 

 

3.4. Kadmiyum İçeren Besiyerinde Büyüme Grafikleri  
 

E. coli W3110 ve mutant suşun kadmiyum metali içeren besiyerinde büyümesi incelendiğinde Şekil 

5A’da görüldüğü gibi kadmiyum olmayan ortamda herhangi bir farklılık görülmezken, kadmiyum ilave 

edilmiş besiyerinde yabani tip E. coli’nin daha yavaş büyüdüğü görülmektedir. rpoS geni mutant hale 

geldiğinde hücrenin dirençli olduğu ancak plazmit ile rpoS geni verildiğinde ise yabani tip benzeri 

büyüme gösterdiği görülmektedir. 
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Şekil 5: E. coli W3110, rpoS::kmr ve pnt3::rpoS’nin büyüme deneyi sonuçları. A. Metalsiz besi ortamında büyüme. B. 

Kadmiyum metali varlığında büyüme. (*) (p ˂ 0.05) 

 

3.5. Farklı pH’larda rpoS nin Rolünün Belirlenmesi 
 

Farklı pH değerlerinde rpoS geninin bir rolünün olup olmadığı pH 8,5, pH 7,0 ve pH 5,5 olmak üzere 3 

farklı pH’da çalışılarak belirlenmiştir. Çalışılan 3 farklı pH değerinde de yabani tip E. coli W3110’a 

göre rpoS::km mutant suşunun duyarlılık gösterdiği gözlenmiştir (Şekil 6, 7, 8). Elde edilen sonuçlar 

değerlendirildiğinde pH 8,5 ve pH 5,5’de rpoS::km mutant susunun daha fazla etkilendiği belirlenmiştir. 

Sonuçlar E. coli W3110 pnt3::rpoS ile yapılan çalışmalar ile doğrulanmıştır. Asidik pH’da yabani tip 

E. coli 2 log azalmayı pH 5,5’de 857 saatte, pH 8,5’de 50 saatte gösterirken, rpoS mutant E. coli’de 2 

log azalmayı pH 5,5’de 34 saatte, pH 8,5’de 38 saatte göstermiştir. pH 7’de yabani tip herhangi bir 

azalma göstermezken rpoS mutantta azalma görülmüş ve 2 log azalmanın 50 saatte olduğu 

belirlenmiştir.  

 
Şekil 6. E. coli W3110 ve E. coli W3110 rpoS::kmr’mutantının pH 8,5’de yaşamı. (*) (p˂0.05) 
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Şekil 7. E. coli W3110 ve E. coli W3110 rpoS::kmr’mutantının pH 7,0’da yaşamı. (*) (p˂0.05) 

 
Şekil 8. E. coli W3110 ve E. coli W3110 rpoS:: kmr’mutantının pH 5,5’de yaşamı. (*) (p˂0.05) 

 

4. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Mikroorganizmalar farklı ekolojik ortamlarda yaşamlarını devam ettirebilmek için ortamın değişen 

etmenlerinden kendilerini korumak zorundadırlar. Bazı bakteriler bu zor ve değişken çevresel 

koşullardan korunmak için biyofilm, spor gibi mekanizmalara sahiptirler [56-57]. Spor veya biyofilm 

gibi çevresel koşullara karşı dirençli yapılar oluşturamayan mikroorganizmalar, bulundukları doğal 

ortamlarda açlık, pH, sıcaklık, ozmolarite ve toksik kimyasal maddeler gibi birçok stres faktörü ile aynı 

anda başa çıkmak zorundadırlar. Bu nedenle yaşam için oldukça kompleks regülatör ağlar oluşması ve 

bir çok mekanizmanın bir denge içinde çalışması gerektiği düşünülmektedir [3]. Bu sebeple de 

kompleks regülatör ağlarda görev alan genlerin ve fonksiyonlarının belirlenmesi hem bakteriyal yaşam 

hemde onlarla mücadele açısından oldukça önemlidir. 

 

Bu çalışmada 6 metalin MİK sonuçlarına göre rpoS mutasyonunun yabani tipe göre bir farklılık 

oluşturmadığı belirlenmiştir. MİK değerlerine göre bir fark görülmediği belirlenmişken, katı besiyerinde 

yapılan damlatma deneylerinde kadmiyum için farklı bir sonuç elde edilmiştir. Sıvı besiyerlerinde 

yapılan MİK deney sonuçları ile katı besiyerlerinde elde edilen sonuçlar arasında çalışmamızda olduğu 

gibi farklılıklar olabilmektedir. Literatürde de birçok çalışmada benzer sonuçlar elde edildiği 

görülmektedir [58]. Ayrıca damlatma deneylerinde çinko, bakır, kobalt, nikel ve gümüş metallerine 

karşı direnç veya duyarlılık gözlenmemiştir. Bu sonuçlara göre bu metallere karşı hücrenin korunması 
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veya hücrede meydana gelecek duyarlılıkta rpoS’nin herhangi bir rolü yoktur. Literatürde rpoS‘nin E. 

coli’de metallerle ilişkisini gösteren bir çalışmaya henüz rastlanılmamıştır [23-59-60-61]. Çalışmamız 

sonucunda, zengin besi ortamında büyüme sırasında çinko, bakır, kobalt, nikel ve gümüş metalleri ile 

ilişkisinin olmadığı tespit edilmiş olmaktadır. Dong ve ark. (2007) yaptıkları çalışmada rpoS mutant E. 

coli’nin logaritmik büyüme safhasında 268 genin ekspresyonunu azalttığı 24 genin ekspresyonunu 

arttırdığını ifade etmiştir. Bu genler arasında demir ile ilgili genlerin RpoS tarafından pozitif etkilendiği 

ve rpoS mutant hücrelerin yabani tipe göre 2 kat daha fazla intrasellüler Fe içeriğinin olduğunu tespit 

etmişlerdir. Demir büyüme sırasında birçok enzim için redosk elektron taşıyıcı olarak görev aldığından 

birçok metabolik yolda önemlidir [62]. Maconber ve ark. (2007) çalışmalarında rpoS elimine 

edildiğinde bakır varlığında oluşan oksidatif stresten etkilenmediğini tespit etmiştir [63]. Dolayısı ile 

çalışmamızla uyumlu olarak RpoS’nin bakır bağımlı büyüme inhibisyonunda herhangi bir etkisi 

olmadığı belirlenmiştir. Lyme hastalığı etkeni bir bakteri olan Borrelia burgdorferi ile yapılan bir 

çalışmada çinko metalinin RpoS miktarını arttırdığı ve dolayısı ile virulansı etkilediği belirlenmiştir 

[64]. 

 

Çalışmamızda kadmiyum metali ile elde edilen sonuçlarda bu metale karşı rpoS mutantında önemli bir 

direnç geliştiği görülmektedir. Kadmiyum hücre içine ZinT proteini ile taşınmaktadır. ZinT’nin 

kadmiyum, çinko ve nikel gibi iki değerlikli metal iyonlarını bağladığı ve genelleştirilmiş bir taşıyıcı 

olduğu öne sürülmüştür [21]. Hücredeki tek kadmiyum bağlayıcı proteinin ZinT olduğu ve hücreyi 

kadmiyum toksisitesinden koruyabildiği düşünülmektedir [22-23]. Ayrıca çinko ve kobaltın dışa atım 

mekanizması olan Czc protein aileside kadmiyum stresinden hücreyi koruyan diğer bir mekanizmadır 

[18]. Bu bilgilere göre rpoS geni mutant olduğunda hücrenin direnci artmış olduğuna göre ya dışarıdan 

alımı sağlayan transport proteinlerinin sentezini pozitif etkilediği veya dışarı atımı hızlandıran bir 

mekanizmayı regüle ettiği ifade edilebilir. Buna göre RpoS, kadmiyum alımında rolü olan ZinT 

taşıyıcısını veya CzcCBA operonunu pozitif regüle edebilir. Ayrıca dışarı atımını sağlayan ZntA, ZitB 

veya CzcCBA proteinlerinin baskılanmasında rol oynadığı belirtilebilir. Tüm bu mekanizmalar 

düşünüldüğünde rpoS geninin mutant oluşu ile metalin hücre içine alımında görevli olan genlerin bloke 

edildiği veya hücreden metalin dışarı atıldığı sistemlerin aktif bir şekilde çalıştığı düşünülmektedir.  

 

Alternatif sigma faktörleri E. coli’de 7 adet bulunmakta olup RNA polimerazın promotor bölgeye 

bağlanmasını sağlayan ve bağlanma sonrasında polimerazdan ayrılan faktörlerdir [65-66]. Bunlar 

arasında RpoS çoğunlukla genel stres direncinde rol oynayan ve hücrenin durağan faza girdikten sonraki 

metabolizmasını kontrol eden bir protein olarak bilinmektedir. Bir diğer genel stres sigma faktörü RpoE 

dir. Hatta RpoE’nin RpoS’den daha fazla önemli olduğu iddia edilmektedir [67]. rpoE mutant suşlarda 

zengin besiyerinde yapılan büyüme deneylerinde çinko, kadmiyum ve bakır metaline karşı hassasiyet 

gözlenmiştir. rpoE mutantlarında kadmiyum varlığında ompC, ompA, katG gibi genlerin 

ekspresyonunun azaldığını, 5 genin ekspresyonunun ise arttığı tespit edilmiştir. Aynı şekilde yapılan 

MİK deneylerinde bu metallere karşı yabani tipe oranla bir azalış söz konusudur. Yani alternatif sigma 

faktör rpoE yokluğunda bakteri bu metallere karşı hassasiyet kazanmıştır [7]. 

 

RpoS durgunluk fazında oldukça yüksek oranda sentezlenen ve dolayısı ile hücrenin durgunluk 

fazındaki metabolizmasını regüle eden bir gendir [49-68]. Ancak Dong ve ark. (2008) eksponential 

fazda rpoS’nin stabil olmadığını [62-69] çok düşük düzeyde sentezlenmesine rağmen eksponantial fazda 

da birçok genin sentezini regüle ettiğini ortaya koymuşlardır. rpoS nin eksponantial fazda ozmotik şok 

[70], asit stresi ve toksinlere karşı [62-71] koruyucu rolü olduğu bilinmektedir. pH stresinden 

korunmada birçok direnç mekanizması bulunmaktadır. Glutamat dekarboksilaz sistemi proteinleri 

GadA, GadB, GadC, GadE, arjinin dekarboksilaz sistemi proteinleri AdiA, AdiC, lizin dekarboksilaz 

sistemi proteinleri CadA, CadB, CadC, LysP ve ornitin dekarboksilaz sistemi SpeF, PotE proteinleri ile 

mikroorganizmalar pH stresine karşı korunmaktadırlar [35]. Bu proteinler direkt pH stresine karşı 

hücrenin korunmasında rol oynamaktadır. Ayrıca indirekt olarak pH stresine karşı hücrenin 

korunmasında, metabolizmanın düzenlenmesinde görev alan birçok mekanizma bulunmaktadır. 

Bunlardan bazıları dış membranda bulunan OmpC ve OmpF porin protein sentezinin değiştirilmesidir 
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[72-73]. Asidik pH’da ompC sentezi artar, ompF sentezi azaltılırken, alkali pH’da ompC sentezi 

azaltılıp, ompF sentezi arttırılmaktadır [74]. Alkali koşullar altında yüksek pH da hücrelerin aşırı 

sodyumdan korunmasında ve iç pH’nın dengelenmesinde sodyum hidrojen (Na+/H+)antiporterlarının 

görev aldıkları saptanmıştır. Bu antiporterlar hücre enerji endüstrisinde ve hücre içi pH homeostazında 

öncelikli rol oynarlar. E. coli’de Na+, H+ veya Lityum (Li+) iyon değişiminde NhaA ve NhaB olmak 

üzere iki antiporter görevlidir [75]. Bunun yanı sıra TorS/TorR iki bileşikli sistemi de alkali streste hücre 

savunmasında görevlidir [74]. 

 

Bu çalışmada E. coli’de rpoS geni mutant olan hücrelerde farklı pH aralıklarında hücresel yanıt 

araştırılmıştır. Çalışılan 3 pH değerinde de rpoS’nin E. coli’nin yaşamında önemli rolü olduğu 

belirlenmiştir. Asit direnç sistemlerinden glukoz bağımlı oksidatif yol S. flexneri, Salmonella ve E. coli 

gibi bakterilerde aerobik gelişme koşulları altında meydana gelmekte ve rpoS tarafından 

düzenlenmektedir. Bu sistem, pH 3,0'ın üzerindeki asitten hücreleri korumaktadır. Bir diğer sistem ise 

glutamat bağımlı asit direnç sistemidir ve pH 3,0'ın altındaki asidik streslerden hücreyi korumaktadır 

[76-77]. 

 

Heyde ve Portalier (1990), E. coli O157:H7'nin ortam pH'sı 6,9'dan 4,3'e düştüğünde en az 16 protein 

tanımlamışlardır. Bunlardan 7 tanesi asit şok proteini olarak belirlenmiş ve bu proteinler rpoS tarafından 

düzenlenmektedir [78]. rpoS geni sadece asidik ortamda hücreleri korumakla kalmayıp alkali ortamlarda 

da hücreyi zarar görmekten korumaktadır [76]. E. coli’de Na+, H+ veya Li+ iyon değişiminde görevli 

olduğu bilinen NhaA ve NhaB nin düzenlenmesinde de rpoS görev almaktadır. NhaA alkali pH'da 

büyümede, Li+ toksisinde ve yüksek tuzluluk adaptasyonunda gereklidir ve NhaA rpoS regülonu 

tarafından düzenlenmektedir [75]. rpoS ile asidik ve alkali ortamlarda elde edilen tüm bu sonuçlar 

zengin besiyerlerinde, tuz solüsyonlarında, gerçek doğal ortamlarda gerçekleştirilmiştir. Elde ettiğimiz 

sonuçlar ise literatürde verilen sonuçları destekler niteliktedir. Sonuçlar değerlendirildiğinde rpoS 

mutant E. coli, yabani tip E. coli W3110’a göre ortam pH’sından daha fazla etkilenmiştir.  

 

Bu çalışmadan elde edilen sonuçlar, sonraki çalışmalarda rpoS mutant E. coli’de kadmiyum metaline 

karşı meydana gelen direncin moleküler mekanizmasını anlamak için rpoS’nin ZinT, ZitB, ZntA ve 

CzcCBA genlerinin ekspresyonu ile ilişkisinin araştırılmasına ve diğer bir stres faktörü olan pH 

stresinde ATR ve AR (dekarboksilaz enzimlerinin sentezindeki rolü) mekanizmalarındaki rolünün 

araştırılmasına yol gösterici olmuştur.  
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