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OZET

Escherichia coli’de alternatif sigma faktérii olarak adlandirilan rpoS (%) asit soku, aclik stresi, ozmotik stres, oksidatif stres, DNA
hasar ve duragan faza gegis dahil olmak tizere farkl streslere kars: hiicresel cevapta gorevli olan genlerin ekspresyonunu kontrol
etmektedir. Bu ¢alismada Escherichia coli W3110°da rpoS geninin metal ve pH stresi altindaki rolii arastirilmustir. E. coli
BW25113 susunda mutant olan rpoS geni, P1kc faji ile yabani tip E. coli W3110’a aktarilmgtir. Yabani tip E. coli W3110 ve rpoS
mutant E. coli W3110 susunda yasam deneyleri pH 5,5, 7,0 ve 8,5 fosfat tamponunda olmak tizere 3 farkli pH’da plak sayim
metodu ile yapilmgtir. 6 farkli metal varhginda (Zn, Ni, Co, Cd, Ag ve Cu) metal stresindeki rolii minimal inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) ve petri damlatma yéntemi ile belirlenmistir. Calisilan tiim pH degerlerinde rpoS mutant suslarda duyarlihik
go6zlenmistir. Kadmiyuma karg1 rpoS mutantinin direng gosterdigi belirlenirken, diger metallerde herhangi bir rolii olmadig tespit
edilmistir. rpoS geninin rolii, genin tamamlanmasi yapilarak dogrulamasi saglanmustir. Bu sonuglar RpoS alternatif sigma
faktoriintin kadmiyum metali ile iligkili genlerin kontroliinde ve pH stresi ile iliskili genlerde rolii oldugunu gostermektedir.

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

INVESTIGATION OF THE ROLE OF RpoS IN Escherichia coli AGAINST METALS
AND pH STRESSES

ABSTRACT

RpoS (c%), 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. GIRIS

Bakteriler dogal ortamlarda besin aglig1, sicaklik, radyasyon, osmolite, hidrojen iyon konsantrasyonu ve
metaller gibi etmenlere siklikla maruz kalirlar [1-2]. Metal ve pH stresi dogada en sik karsilasilan
streslerden ikisidir. Bu streslere karsi tekli veya operon olarak diizenlenen korunma mekanizmalari
oldugu gibi kompleks aglar seklinde bir¢ok genin rolii ile de korunma saglanmaktadir [3].
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Metaller organizmalarda canliligin devam ettirilebilmesi i¢in az miktarlarda ihtiya¢ duyulsada yiiksek
konsantrasyonlari hiicrede zararli etkilere yol agmaktadir. Maruz kaldiklar1 bu strese karsi hiicrelerin
gelistirdigi gesitli savunma mekanizmalarinin temelinde metalin hiicre i¢ine aliminin engellenmesi,
hiicre digina atilmasinin arttirilmasi ya da gesitli yollarla detoksifiye edilmesi bulunmaktadir [4].

Gram negatif bakterilerde metaller dis membrandan ve sitoplazmik membrandan igeriye tasinir.
Metallerin dig zar {izerinden taginmas1 muhtemelen porin proteinleri veya demir siderofor kompleksleri
ile gerceklesmektedir. E. coli'nin ana porinleri OmpC, OmpF ve PhoE'dir [5-6]. Gram negatif
bakterilerde OmpC, OmpF ve bu porinlerin diger benzerlerinin, metal katyonlarin1 periplazmaya
tasimada sorumlu oldugu disiiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada OmpC silinmis E. coli mutant
susunda bakir duyarliliginin ortaya c¢iktigi belirlenmistir [7]. Bu durum, bakirin periplazmaya
alinmasmim Kontrolinde OmpC’nin goérevli oldugunun bir gostergesidir. Metallerin sitoplazmaya
aliminda gorevli olan sistem, periplazmik substrat baglama 6zelligine sahip olan ABC tipi ATPaz
tastyicilaridir. Bu ATPaz ailesinin iiyeleri, bireysel proteine bagli alim veya atim sistemleri olarak iglev
gormektedirler. Diger bir tip ATPaz tastyicilar1 da magnezyum (Mg*?), potasyum (K*), ¢inko (Zn*?) ve
bakir (Cu*?) tastyan P-tipi ATPazlardir [8-9].

Metal toksisitesinden korunmada gorevli sistemlerden birisi de efflux (disa atim) pompalaridir. Gram
negatif bakterilerde, metaller sitoplazmik zardan, ilk 6nce periplazmaya ve daha sonra dis membrandan
hiicrenin digina atilir. E. coli’de en iyi bilenen disa atim sistemi bakirin uzaklastirilmasinda gérevli olan
CusCFBA efflux sistemidir. Bu sistem bir sensor ve regiilatorden olugsmaktadir. Sensér olan CusS
periplazmik bolgedeki bakiri algilayarak CusR regiilatoriinii aktiflestirir. Aktiflesen CusR’de CusCFBA
mekanizmasini devreye sokarak hiicreden fazla bakirin uzaklastirilmasini saglar [ 10]. Bakterilerde ¢inko
homeostazi, spesifik membran tasiyicilar1 ve ¢inkonun hiicre igine tasinmasina eslik eden proteinler
araciligiyla saglanir [11]. Cinkonun hiicrenin igine taginmasinda, iki ana tastyici rol oynar. Bunlar
¢inkoya yiiksek affiniteye sahip olan ZnuABC ve diisiik affiniteye sahip olan ZupT’dir [11]. Cinkonun
disa atiminda ise MdtD ve MdtABC sistemi [12], ZitB ve ZntA gorev yapmaktadir [11-13]. Manganin
hiicre i¢ine tasinmasinda MntH, SitABC ve YfeABC [14-15] gorevli iken disa atiminda MntP proteini
gorev yapmaktadir [16]. Nikelin hiicre i¢ine tasinmasinda sitoplamik membrana bagli NikD ve NikE
ATPazlari, NikB ve NikC i¢ membran bilesenleri ve periplazmik baglayici protein olan NikA gorevlidir
[17]. Kobaltin hiicre i¢ine tasinmasinda magnezyum tasiyicist CorA, ¢inko tastyicist ZupT proteini
gbrev almaktadir. Kobaltin disar1 tasinmasinda ise tetrasiklin tasiyicisi olan TetL ve ¢inko taginiminda
gorevli olan Czc proteini gorev yapmaktadir [18]. Kobalt ve nikel metalinin hiicreden disari
taginmasinda ise RcnA proteininin gorevli olabilecegi disiiniilmektedir [18-20]. Kadmiyumun hiicre
icine tasinmasmda ZinT proteini gérev almaktadir. ZinT’ nin kadmiyum, ¢inko ve nikel gibi iki
degerlikli metal iyonlar1 i¢in genellestirilmis bir tasiyict oldugu 6ne siiriilmiistiir [21]. ZinT, hiicredeki
tek kadmiyum baglayici protein gibi goriinmektedir ve hiicreyi kadmiyum toksisitesinden korumaktadir
[22-23]. Kadmiyum stresinden hiicreyi koruyan bir diger mekanizmada ¢inko ve kobaltin disa atim
mekanizmast olan Czc protein ailesidir [18]. Ayrica zarf stres cevabini diizenleyen CpxRA iki bilesikli
sisteminin bakir homeostatik genlerin diizenlenmesinde gorev aldigi tespit edilmistir [24]. Hiicre
igerisinde periplazmik boélgede bakir stresini algilamada gorevli olan CusSR sistemi giimiis
toksisitesinden de korumaktadir [25].

Hiicreyi metal toksisitesinden koruyan diger bir mekanizmada metalin detoksifikasyonudur. Ornegin
bakir metalinin detoksifikasyonundan ¢oklu bakir oksidaz enzimi olan CueO sorumludur. CueO toksik
Cu(l) formunu daha az toksik Cu(I1)’ye doniistiirerek periplazmik proteinlerin korunmasina da yardimci
olur. CueO homeostatik mekanizmasi1 CueR tarafindan diizenlenmektedir [26-27].

Mikroorganizmalarin yasamini tehtit eden bir diger faktorde hidrojen iyon konsantrasyonundaki (pH)
degisimdir. Bakterilerin hem alkali hem de asidik pH stresinden korunmasinda, ilki proton motif gii¢ ve
sekonder aktif tasimada kullanilan transportirlar, ATPaz’larin galigma sekli (F1FO ve V1V0 ATPaz),
ikincisi hidrojenaz ve amino asit dekarobiksilaz gibi metabolik yollarda gorev alan enzimlerin
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calistirilmast veya baskilanmasi ve {igiinciisii pasif destek olarak adlandirilan hiicre yiizeyindeki
transport proteinlerinde meydana gelen degisimler olmak tizere 3 temel mekanizmay1 igeren hiicrenin
genetiksel, fizyolojik veya biyokimyasal olarak gosterdigi tepkiler rol oynamaktadir [28]. Bu tepkilerin
hepsi pH homeostaz mekanizmasi olarak adlandirilir. Bu mekanizma ile E. coli'de, ortam pH's1 4,5-7,9
arasinda oldugunda, pH'da meydana gelen 1 birimlik fark, sitoplazma pH'sinda 0,1 birimden daha az
degisiklige sebep olmaktadir [29-30].

Hiicre zarinin, proton ve diger iyonlar1 gegirgenlik 6zelligi diisiiktiir. Boylece, ¢cevrede bulunan protonlar
basit¢e hiicre zar1 boyunca dolagamaz ve i¢ pH'y1 diisiiremez. Sitoplazma pH'sinin degisimini énemli
olgtide engelleyen ikinci faktor, hiicrenin yiiksek tamponlanma kapasitesidir. Bu olay sitoplazmanin
protein igerigi ile sitoplazmik glutamat ve poliamin birikiminden kaynaklanmaktadir [29].
Sitoplazmanin diisiik proton gecirgenligi ve hiicre zarinda meydana gelen proton pompasi, asit direng
mekanizmasinda rol oynamaktadir [31-34]. pH stresine kars1 hiicrenin korunmasinda direkt olarak rol
oynayan asit diren¢ mekanizmasinda gorev alan 5 asit direng sistemi bulunmaktadir. Bunlar AR1, AR2,
AR3, AR4 ve AR5’dir. AR1 mekanizmasi en az anlagilan mekanizmadir. AR2 gulutamat dekarboksilaz
sistemidir ve GadA, GadB, GadC, GadE proteinlerini icerir. AR3 arjinin dekarboksilaz sistemidir ve
AdiA, AdiC proteinlerini igerir. AR4 lizin dekarboksilaz sistemidir ve CadA, CadB, CadC, LysP
proteinlerini icerir ve AR5 ornitin dekarboksilaz sistemidir ve SpeF, PotE proteinlerini igerir [35].

Bakteriyal hiicrelerde asit tolerans yaniti i¢in hiicrenin logaritmik fazinda veya durgunluk fazinda
olmasina gore degisen pH bagimli iki farkli sistem bulunmaktadir. Bunlardan biri logaritmik faz asit
tolerans yaniti, digeri durgunluk fazi asit tolerans yanitidir. S. typhimurium'da asit stres yaniti rpoS geni
tarafindan kodlanan alternatif sigma faktor (c°) ile regiile edilmektedir [36-41]. Alternatif sigma faktorii
ve stres cevap reglilatorii olarak RpoS, ozmotik sok [42], oksidatif stres, UV'ye maruz kalma ve duragan
faz gibi birgok stres kosulunda genis bir gen kiimesinin ekspresyonunu kontrol ederek hiicre
adaptasyonunda 6nemli rol oynamaktadir [42-43]. RpoS tarafindan diizenlenen birgok gen oksidatif
stresten korunmada sorumludur ve rpoS mutantlar eksojen H202’e karst daha duyarlidir [44]. RpoS,
DNA hasarina yanit [45], adaptif mutagenez [46] ve biyofilm olusumu [47] igin de 6nemlidir. E. coli'de
duragan fazda strese yanit olarak yaklasik 400 gen RpoS tarafindan pozitif diizenlenir [48-49-50].
Ayrica RpoS, filagellum biyosentezi dahil duragan fazda TCA dongiisii metabolizmast i¢in gerekli olan
birgok genin ekspresyonunu negatif yonde diizenler [48]. Bu olumsuz diizenleme yani RNA 6z
polimerazin sinirlandirilmasi RpoS ve diger sigma faktorleri arasindaki rekabete baglidir [51-52].

Bu calismada ¢esitli metallerin varliginda ve farkli pH degerlerinde yasam i¢in RpoS’nin &nemi
arastirilmigtir. RpoS’nin farkli metallerle iliskisinin olmasi beklenmektedir. Ayrica fosfat tamponunda
aclik ortaminda var olan pH stresinden korunmada RpoS’nin rolii ortaya konulmus olacaktir. Bu
calismadan elde edilecek veriler daha sonra yapilacak metal ve pH’a karsi korunma mekanizmalari
calismalarinin 6n sonuglarmi olusturacaktir.

2. MATERYAL ve METOT
2.1. Bakteri Suslari

Caligmada kullanilan E. coli mutant suslari (JW5437 ve b2741) Japon Ulusal Genetik Merkezinde (Keio
collection-Japan National Genetic Center) temin edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan suslar Tablo 1’de
gosterilmistir. Yurt disindan temin edilen suslar polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile dogrulanmus ve tiim
suslar %40 gliserol (Merck) igeren Luria-Bertani (LB-Merck) broth besiyerinde -80 °C'de muhafaza
edilmigtir.
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Tablo 1. Caligmada kullanilan E. coli yabani tip ve mutant suglari

Sus numarasi Genotip Kaynak

W3110 Yabani tip Lab stok

JW5437 BW25113 rpoS::km" Keio koleksivon

b2741 rpoS Mobil plasmid (Keio koleksiyon)
CDO01 W3110 rpoS::km" W3110 x P1(JW5437)

CD02 W3110 pnt3::rpoS Bu calismada elde edilmistir.

2.2. Escherichia coli W3110 Mutantlarinin Eldesi

Keio koleksiyondan elde edilen Tablo 1’de verilen E. coli BW25113 susundan hedef gen bolgesi yabani
tip E. coli W3110’a Sato vd. [53] nin kullandigi Plkc faj1 ile transdiiksiyon metodu kullanilarak
aktarilmis ve c¢alismada kullamilan E. coli W3110 rpoS::km mutanti elde edilmistir. Klasik
transdiiksiyon metodu uygulanarak elde edilen siipernatant (P1kc) +4 °C’de saklanmustir [53]. P1kc
fajim elde ettikten sonra 5 ml LB igerisine yabani tip E. coli W3110 susundan tek koloni ekim
yapilmigtir. O.Deoo degeri 0,3’e gelene kadar 37 °C’de 160 rpm’de calkalamali inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra 1 ml hiicre ependorfa alimip 2 kez yikama tamponu (final
konsantrasyonu %2 glukoz ¢ozeltisi (Merck) ve 2 mM CaCl» (Sigma) igeren LB ile yikanmis ve son
olarak 1 ml yikama tamponu eklenerek yeniden siispanse edilmistir. Yabani tip E. coli W3110 igerisine
izole edilen Plkc fajindan 5 pl eklenerek oda sicakliginda 45 dk bekletilmistir. Daha sonra 12000
rpm’de 5 dk 4 °C’de santrifiij edilerek stipernatant uzaklastirilip pellet iizerine 0,1 ml yikama tamponu
eklenmis ve kanamisin (Km-Sigma) iceren Davis minimal agar (DM-Sigma) iizerine hiicreler
aktarilmistir. 37 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmis ve ertesi giin iireyen bakteriler DM agardan Km’
li LB agara aktarilarak 37 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmigtir. Km’li LB agarda iireyen bakteriler
tekrar final konsantrasyonu 25 pg/ml Km, 25 pg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-D-
Galactopyranoside (Xgal-Sigma) ve 5mM izopropil p-D-1-tiogalaktopiranosid (IPTG-Sigma) iceren LB
agara ekilmis ve 37 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan iireyen
kolonilerden mavi renk verenler segilmis ve Tablo 3’de verilen primerler ile PZR dogrulamasi
yapilmustir.

2.3. Transformasyon

Final konsantrasyonu 25 pg/ml olacak sekilde kanamisin antibiyotigi i¢ceren 2 ml LB igerisine E. coli
W3110 rpoS::km mutantindan ekim yapilmis ve 37 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilarak
transformasyon igin 6n kiiltiir hazirlanmistir. Ertesi giin steril 9,9 ml Hanahan’s brot (SOB medium)
lizerine steril 2 M Mg*2dan 100 pl, final konsantrasyonu 25 pg/ml olacak sekilde kanamisin antibiyotigi
ve hazirlanan 6n kiiltiirden 50 pl eklenerek O.Dsoo degeri 0,3’e gelene kadar 37 °C’de calkalamali
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra aseptik kosullarda hiicreler steril 10 adet santrifiij
tiipiine aktarilarak 5 dk buzda sogutulmus ve 12000 rpm’ de 5 dk 4 °C’ de santrifiij edilmistir. 2 santrifiij
tiiptine 1 ml 0,1 M soguk CaCl; eklenerek 10 ayr santrifijj tiipiindeki peletler 2 ayr1 santrifiij tiipiine
toplanmustir. Peletler yeniden siispanse edilerek 10 dk buzda bekletilmis ve tekrar 12000 rpm’de 5 dk 4
°C’de santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak tiip basina 0,1 M soguk CaCl, 200 pl eklenerek yeniden
siispanse edilmis ve 30 dk buzda bekletilmistir.

1,5 ml 2 adet steril santrifijj tiipiinde bulunan 200 pl kompetent hiicre iizerine, 2 farkli konsantrasyonda,
invitrogen kiti kullanilarak izole edilen plazmitten, 10-100 ng olacak sekilde ilave edilmis ve 45 dk
buzda bekletilmistir. Daha sonra hiicre siispansiyonlar1 cam tiipe aktarilarak 2 dk 42 °C’de ve ardindan
da 2 dk buzda bekletilmistir. Hiicre siispansyou iizerine 0,8 ml SOC medium (20 mM magnezyum
(Merck) ve %3 glikoz (Merck) ile zenginlestirilmis SOB medium) eklenerek 37 °C’de 60 dk
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda transfer hiicrelerinin 0,5 ml’si 1,5 ml’ lik ependorflara
alinarak 5000 rpm 1 dk 4 °C’de santrifiij edilmistir. Daha sonra pelet iizerine 100 ul SOC medium
eklenerek yeniden siispanse edilmistir. Final konsantrasyonu 100 pg/ml olacak sekilde ampisilin
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antibiyogi iceren LB agar lizerine yayilarak 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen koloniler
Tablo 2’deki reaksiyon karisimi ile Tablo 3’de ki primerler kullanilarak koloni PZR yapilarak
dogrulanmistir.

Tablo 2. Koloni PZR reaksiyon karigimi

10x ThermaPol Reaksiyon Buffer(Biolab) 1,0 pul
10 mM dNTP Mix (NEB) 0,2 ul
10 pM ileri primer (Invitrogen) 0,5 ul
10 uM geri primer (Invitrogen) 0,5 ul
2 mM Mg* ?igceren MgCl, (Biolab) 0,6 wl
0,25 U Tag DNA Polimeraz (Biolab) 0,05 ul
dH, O 6,15 pl
Bakteri Siispansiyonu 1l

Tablo 3. PZR reaksiyonunda kullanilan primerler.

Evrensel K1 geri primeri 5> CAGTCATAGCCGAATAGCCT 3’
W3310::rpos ileri primeri 5> GATGAGAACGGAGTTGAGGT 3’
W3310::rpoS geri primeri 5’ TGGCCTTTCTGACAGATGCT 3’
pnt3::rposS ileri primeri (SP6) 5 ATTTAGGTGACACTATAG 3’
pnt3::rpoS geri primeri (21M13) 5’ CAGGAAACAGCTATGACC 3’

2.4. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Degerlerinin Belirlenmesi

Metallerin MIK degerlerinin belirlenmesi i¢in tek bir bakteri kolonisi 5 ml Nutrient Broth (NB)(Sigma)
besiyerinde 37 °C’de 18 saat ¢alkalamal1 inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bakterilerin
absorbansi ODggo 0,1’e ayarlanmistir. Daha sonra 60 ml NB besiyerine 400 ul 0,1 absorbansa ayarlanan
bakteri kiiltiiriinden eklenmis ve bu kiiltiirden 96 kuyucuklu mikro plakaya ilk kuyucuk 180 pl diger
kuyucuklar 100 pl olacak sekilde kiiltiir eklenmistir. 180 pl’lik kuyucuga calismada yer alan metallerin
0,2 M stok soliisyonlarindan 20 pl eklenerek seri sulandirma yapilmistir. Plakalar 37 °C’de 24 saat
inkiibe edilerek MIK degerleri belirlenmistir [54]. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmistir.

2.5. Petri Damlatma Deneyleri

Bakteriler 15 ml NB’da 37 °C’de 160 rpm calkalama hizinda 18 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra ODeoo de 1,0 absorbansa ayarlanip 1 ml bakteri kiiltiirii santrifiij edilip 2 kez ringer (Merck)
soliisyonu ile yikanmustir. Elde edilen bakteri siispansiyonundan 100 pl alinarak 900 ul Ringer ¢ozeltisi
bulunan tiiplere eklenerek seri sulandirmalar yapilnustir. Daha sonra metalsiz kontrol ortami ve MIiK
degerlerine gore belirlenen metal igeren Nutrient Agar besiyerine 10% ile 107 kob/ml arasindaki bakteri
kiiltiirlerinden 10 pl damlatilmis ve 37 °C’de 18 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda petride
meydana gelen bakteri kolonileri gézlemlenmis ve fotograflanmistir [55]. Deneyler en az 3 kez tekrar
edilmistir.

2.6. Biiyiime Deneyleri

E. coli W3110 ve mutantlar, MiK degerine gore belirlenen metal konsantrasyonlarinda NB besiyerinde
37°C’de 160 rpm galkalamali inkiibatorde 8 saat siireyle inkiibe edilmis ve her 2 saatte bir drnek alinarak
ODesno de absorbanslari Ol¢iilmiistiir. Calismalar en az 3'er tekrarli yapilarak biiyiime grafikleri elde
edilmistir.

2.7. Yasam Deneyleri
20 mP’lik Nutrient brot besiyerinde, 37 °C’de bir gece inkiibe edilden bakterilerin spektrofotometrede

yogunlugu 1,0’ a ayarlanarak 1 ml alinmig ve 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Pelet 2 kez Ringer
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cozeltisi ile yikandiktan sonra, 1 ml Ringer’de siispanse edilmistir. Buradan 100’er pl bakteri alinip pH
5,5, pH 7,0 ve pH 8,5 tamponlarini i¢ceren 50 ml’lik erlenlere ilave edilerek 37 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda bakteri sayimlart yapilmistir. Elde edilen sonuclar log
degerlere doniistiiriiliip, 2 log azalmanin hangi saatte oldugunu gosteren tgg degeri hesaplanmustir.

2.8. Komplementasyon Testleri

Calistigimiz genin roliinii dogrulamak amaci ile komplementasyon testleri yapilmistir. Bunun igin rpoS
geninin rol oynadigi belirlenen ¢alismalarda E. coli W3110 pnt3::rpoS ile de ¢alismalar tekrarlanmustir.
Boylece ana kromozomda mutant olan gen bdlgesi plazmit iizerinde eksprese ettirilerek tamamlanmustir.

3. BULGULAR
3.1.Mutantlarin Eldesi

Calismada kullanilacak olan mutantlar elde edildikten sonra dogrulama igin uygulanan PZR sonuglart
Sekil 1°de verilmistir. 1, 2, ve 3 numarali hatlar f-km primeri ile yapilmis olup 1 numarali hatta yabani
tip E. coli W3110, 2 numarali hatta 566 bg biiyiikliigiinde pozitif kontrol E. coli BW25113 rpoS::km
mutanti ve 3 numarali hatta E. coli W3110 rpoS::km mutant1 PZR sonuglar1 goriilmektedir. 3, 4 ve 5
numarali PZR iirlinleri f-r primeri ile yapilmis olup 4 numarali hatta 1100 bg biiyiikliigiinde yabani tip
E. coli W3110, 5 numarali hatta 1482 bg biiyikliigiinde pozitif kontrol E. coli BW25113 rpoS::km
mutanti ve 6 numarali hatta 1482 bg¢ biiyiikliigiinde E. coli W3110 rpoS::km mutanti PZR sonucu
goriilmektedir. 7, 8 ve 9 numarali hatlarda SP6-21M13 primeri ile yapilan PZR sonuglar1 yer almaktadir.
7 numaral1 hatta yabani tip E. coli W3110, 8 numaral1 hatta 1256 bg biiyiikliigtinde pozitif kontrol rpoS
genini igceren plazmid ve 9 numarali hatta 1256 bg biiyiikliigiinde pnt3::rpoS mutanti PZR sonucu yer
almaktadir.

Sekil 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 Inhibiyon Konsantrasyonu (MiK) Degerleri
Metallerin minimal inhibisyon konsantrasyonu degerleri belirlenmis ve Tablo 4’de verilmistir. Elde

edilen MIK sonuglarina gére rpoS mutasyonunun MIiK degerlerinin ¢alisilan 6 metal de yabani tip E.
coli’den farkli olmadigi goriilmektedir.
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Tablo 4. E. coli W3110 susunda metallerin minimal inhibisyon konsantrasyonu degeri

Metaller Yabani tip E. coli E. coli rpoS::km E. coli pnt3::rpoS
MiK(pg/ml) MiK(pg/ml) MiK(pg/ml)
AgNOs 2,48 2,48 2,48
CdNO3 135 135 135
CoCl2 223 223 223
CuSOq4 625 625 625
NiSO4 493 493 493
ZnS0Oq4 135 135 135

3.3. Petri Damlatma Deneyleri

Sekil 2, 3 ve 4’de verilen bulgulara gore petri damlatma deneylerinde rpoS mutant susunun metal ile
iliskisi belirlenmistir. Cinko (Zn), kobalt (Co), giimiis (Ag), bakir (Cu) ve nikel (Ni) metali varliginda
herhangi bir roli olmadigi belirlenen RpoS‘nin kadmiyum (Cd) metalinde bir rolii oldugu
goriilmektedir. rpoS geni mutant hale geldiginde hiicrenin direng gelistirdigi goriilmektedir. Plazmit ile
eklenen genin indiiklenmesi ile mutant genin tamamlanmasi sonucunda yabani tip ile ayn1 sonucun elde
edilmesi genin roliiniin dogrulanmasini saglamaktadir. Bu agidan Sekil 3b’de goriildiigii gibi plazmit
eklenen orneklerde kadmiyum metaline kars direncin kayboldugu tespit edilmistir.

Y IT Y
poS-km . . .. ““.

Q@Y% - QO S"
] b ..

Sekil 2. E. coli W3110, E. coli W3110 rpoS::km" ve E. coli W3110 pnt3::rpoS’nin petri damlatma deneyi sonuglari. A: Metalsiz
Nutrient Agar, B: 0,3 mM Zn, C: 0,4 mM Co
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Sekil 3. E. coli W3110, E. coli W3110 rpoS::km" ve E. coli W3110 pnt3::rpoS’nin petri damlatma deneyi sonuglart. A: 0,08
mM Ag, B: 0,08 mM Cd.

Sekil 4. E. coli W3110 ve E. coli W3110 rpoS::km"nin petri damlatma deneyi sonuglar1. A: 0,8 mM Ni, B: 0,7 mM Cu.

3.4. Kadmiyum iceren Besiyerinde Biiyiime Grafikleri

E. coli W3110 ve mutant susun kadmiyum metali igeren besiyerinde biiylimesi incelendiginde Sekil
5A’da gortildiigi gibi kadmiyum olmayan ortamda herhangi bir farklilik goriillmezken, kadmiyum ilave
edilmis besiyerinde yabani tip E. coli’nin daha yavas biiylidiigii goriilmektedir. rpoS geni mutant hale
geldiginde hiicrenin direngli oldugu ancak plazmit ile rpoS geni verildiginde ise yabani tip benzeri
biliylime gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 5: E. coli W3110, rpoS::km" ve pnt3::rpoS’nin biiyiime deneyi sonuglari. A. Metalsiz besi ortaminda bilyiime. B.

Kadmiyum metali varliginda biytime. (*) (p < 0.05)

3.5. Farkh pH’larda rpoS nin Roliiniin Belirlenmesi

Farkli pH degerlerinde rpoS geninin bir roliiniin olup olmadigi pH 8,5, pH 7,0 ve pH 5,5 olmak tizere 3
farkli pH’da ¢alisilarak belirlenmistir. Calisilan 3 farkli pH degerinde de yabani tip E. coli W3110’a
gbre rpoS::km mutant susunun duyarlilik gosterdigi gozlenmistir (Sekil 6, 7, 8). Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde pH 8,5 ve pH 5,5’de rpoS::km mutant susunun daha fazla etkilendigi belirlenmistir.
Sonuglar E. coli W3110 pnt3::rpoS ile yapilan ¢alismalar ile dogrulanmistir. Asidik pH’da yabani tip
E. coli 2 log azalmay1 pH 5,5’de 857 saatte, pH 8,5’de 50 saatte gosterirken, rpoS mutant E. coli’de 2
log azalmay1 pH 5,5’de 34 saatte, pH 8,5’de 38 saatte gostermistir. pH 7°de yabani tip herhangi bir
gorlilmiis ve 2 log azalmanin 50 saatte oldugu

azalma gostermezken rpoS mutantta azalma
belirlenmigtir.

8,0
7,0
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0

Koloni Olusturan Bakteri Sayisi
(kob/ml)

N et

BW3110
&rpoS::km
Bpnt3::rpoS

Giin

12 16

Sekil 6. E. coli W3110 ve E. coli W3110 rpoS::km” mutantinin pH 8,5’de yasami. (*) (p<0.05)

113




Darcan vd. / Anadolu Univ. Bil. Tek. Der. C — Yasam Bil. ve Biyotek. 7 (2) - 2018

8,0
7,0
6,0
50
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0

BW3110
OrpoS::km
& pnt3::rpoS

Koloni Olusturan Bakteri Sayis1
(kob/ml)

O 4444 E LSS 4S
00 FHEEEEEEEE 444

Giin

Sekil 7. E. coli W3110 ve E. coli W3110 rpoS::km"mutantimin pH 7,0°da yagamu. (*) (p<0.05)
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Sekil 8. E. coli W3110 ve E. coli W3110 rpoS:: km”mutantinin pH 5,5’de yagsamu. (*) (p<0.05)

4. TARTISMA ve SONUC

Mikroorganizmalar farkli ekolojik ortamlarda yagsamlarini devam ettirebilmek i¢in ortamin degisen
etmenlerinden kendilerini korumak zorundadirlar. Bazi1 bakteriler bu zor ve degisken c¢evresel
kosullardan korunmak i¢in biyofilm, spor gibi mekanizmalara sahiptirler [56-57]. Spor veya biyofilm
gibi ¢evresel kosullara karsi direngli yapilar olusturamayan mikroorganizmalar, bulunduklar1 dogal
ortamlarda aclik, pH, sicaklik, ozmolarite ve toksik kimyasal maddeler gibi bir¢ok stres faktori ile aynm
anda basa ¢ikmak zorundadirlar. Bu nedenle yasam i¢in oldukc¢a kompleks regiilator aglar olugsmasi ve
bir ¢ok mekanizmanin bir denge i¢inde ¢alismasi gerektigi diisiiniilmektedir [3]. Bu sebeple de
kompleks regiilator aglarda gorev alan genlerin ve fonksiyonlarinin belirlenmesi hem bakteriyal yasam
hemde onlarla miicadele agisindan oldukca 6nemlidir.

Bu calismada 6 metalin MIK sonuglarma gére rpoS mutasyonunun yabani tipe gore bir farklilik
olusturmadig belirlenmistir. MiK degerlerine gore bir fark goriilmedigi belirlenmisken, kati besiyerinde
yapilan damlatma deneylerinde kadmiyum igin farkli bir sonug elde edilmistir. Sivi besiyerlerinde
yapilan MiK deney sonuglar ile kat1 besiyerlerinde elde edilen sonuglar arasinda galismamizda oldugu
gibi farkliliklar olabilmektedir. Literatiirde de bircok calismada benzer sonuglar elde edildigi
goriilmektedir [58]. Ayrica damlatma deneylerinde ¢inko, bakir, kobalt, nikel ve giimiis metallerine
kars1 direng veya duyarlilik gézlenmemistir. Bu sonuglara gore bu metallere karsi hiicrenin korunmasi
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veya hiicrede meydana gelecek duyarlilikta rpoS’nin herhangi bir rolii yoktur. Literatiirde rpoS‘nin E.
coli’de metallerle iliskisini gosteren bir ¢aligmaya heniiz rastlanilmamustir [23-59-60-61]. Caligmamiz
sonucunda, zengin besi ortaminda biiyiime sirasinda ¢inko, bakir, kobalt, nikel ve giimiis metalleri ile
iligskisinin olmadigi tespit edilmis olmaktadir. Dong ve ark. (2007) yaptiklar ¢aligmada rpoS mutant E.
coli’nin logaritmik biiylime safhasinda 268 genin ekspresyonunu azalttigi 24 genin ekspresyonunu
arttirdigini ifade etmistir. Bu genler arasinda demir ile ilgili genlerin RpoS tarafindan pozitif etkilendigi
ve rpoS mutant hiicrelerin yabani tipe gore 2 kat daha fazla intraselliiler Fe igeriginin oldugunu tespit
etmislerdir. Demir biiyiime sirasinda bir¢ok enzim i¢in redosk elektron tasiyici olarak gérev aldigindan
birgok metabolik yolda 6nemlidir [62]. Maconber ve ark. (2007) caligmalarinda rpoS elimine
edildiginde bakir varliginda olusan oksidatif stresten etkilenmedigini tespit etmistir [63]. Dolayist ile
caligmamizla uyumlu olarak RpoS’nin bakir bagimli bilyiime inhibisyonunda herhangi bir etkisi
olmadigi belirlenmistir. Lyme hastaligi etkeni bir bakteri olan Borrelia burgdorferi ile yapilan bir
caligmada ¢inko metalinin RpoS miktarini arttirdigi ve dolayisi ile virulans: etkiledigi belirlenmistir
[64].

Calismamizda kadmiyum metali ile elde edilen sonuglarda bu metale karsi rpoS mutantinda 6nemli bir
direng gelistigi gorilmektedir. Kadmiyum hiicre i¢ine ZinT proteini ile tasinmaktadir. ZinT nin
kadmiyum, ¢inko ve nikel gibi iki degerlikli metal iyonlarimi bagladig1 ve genellestirilmis bir tasiyici
oldugu one siirilmiistiir [21]. Hiicredeki tek kadmiyum baglayict proteinin ZinT oldugu ve hiicreyi
kadmiyum toksisitesinden koruyabildigi diisiiniilmektedir [22-23]. Ayrica ¢inko ve kobaltin disa atim
mekanizmasi olan Czc protein aileside kadmiyum stresinden hiicreyi koruyan diger bir mekanizmadir
[18]. Bu bilgilere gore rpoS geni mutant oldugunda hiicrenin direnci artmis olduguna gore ya disaridan
alimi saglayan transport proteinlerinin sentezini pozitif etkiledigi veya disar1 atimi hizlandiran bir
mekanizmay1 regiile ettigi ifade edilebilir. Buna gore RpoS, kadmiyum aliminda rolii olan ZinT
tastyicisinl veya CzcCBA operonunu pozitif regiile edebilir. Ayrica digart atimini saglayan ZntA, ZitB
veya CzcCBA proteinlerinin baskilanmasinda rol oynadigi belirtilebilir. Tiim bu mekanizmalar
diisiiniildiigiinde rpoS geninin mutant olusu ile metalin hiicre i¢cine aliminda gorevli olan genlerin bloke
edildigi veya hiicreden metalin digart atildig1 sistemlerin aktif bir sekilde ¢alistigi diiginiilmektedir.

Alternatif sigma faktorleri E. coli’de 7 adet bulunmakta olup RNA polimerazin promotor bolgeye
baglanmasini saglayan ve baglanma sonrasinda polimerazdan ayrilan faktorlerdir [65-66]. Bunlar
arasinda RpoS ¢ogunlukla genel stres direncinde rol oynayan ve hiicrenin duragan faza girdikten sonraki
metabolizmasini kontrol eden bir protein olarak bilinmektedir. Bir diger genel stres sigma faktorii RpoE
dir. Hatta RpoE’nin RpoS’den daha fazla 6nemli oldugu iddia edilmektedir [67]. rpoE mutant suslarda
zengin besiyerinde yapilan biiyiime deneylerinde ¢inko, kadmiyum ve bakir metaline kars1 hassasiyet
gozlenmistir. rpoE mutantlarinda kadmiyum varliginda ompC, ompA, katG gibi genlerin
ekspresyonunun azaldigini, 5 genin ekspresyonunun ise arttigi tespit edilmistir. Ayni sekilde yapilan
MIK deneylerinde bu metallere kars1 yabani tipe oranla bir azalis s6z konusudur. Yani alternatif sigma
faktor rpoE yoklugunda bakteri bu metallere karst hassasiyet kazanmistir [7].

RpoS durgunluk fazinda oldukga yiiksek oranda sentezlenen ve dolayisi ile hiicrenin durgunluk
fazindaki metabolizmasini regiile eden bir gendir [49-68]. Ancak Dong ve ark. (2008) eksponential
fazda rpoS’nin stabil olmadigini [62-69] ¢ok diisiik diizeyde sentezlenmesine ragmen eksponantial fazda
da birgok genin sentezini regiile ettigini ortaya koymuslardir. rpoS nin eksponantial fazda ozmotik sok
[70], asit stresi ve toksinlere karsi [62-71] koruyucu rolii oldugu bilinmektedir. pH stresinden
korunmada bir¢ok diren¢ mekanizmasi bulunmaktadir. 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 karsi korunmaktadirlar [35]. Bu proteinler direkt pH stresine karst
hiicrenin korunmasinda rol oynamaktadir. Ayrica indirekt olarak pH stresine karsit hiicrenin
korunmasinda, metabolizmanin diizenlenmesinde gorev alan bir¢ok mekanizma bulunmaktadir.
Bunlardan bazilar1 dis membranda bulunan OmpC ve OmpF porin protein sentezinin degistirilmesidir
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[72-73]. Asidik pH’da ompC sentezi artar, ompF sentezi azaltilirken, alkali pH’da ompC sentezi
azaltilip, ompF sentezi arttirilmaktadir [74]. Alkali kosullar altinda yiiksek pH da hiicrelerin asirt
sodyumdan korunmasinda ve i¢ pH’nin dengelenmesinde sodyum hidrojen (Na*/H")antiporterlarinin
gorev aldiklar saptanmigtir. Bu antiporterlar hiicre enerji endiistrisinde ve hiicre i¢i pH homeostazinda
oncelikli rol oynarlar. E. coli’de Na*, H* veya Lityum (Li*) iyon degisiminde NhaA ve NhaB olmak
tizere iki antiporter gorevlidir [75]. Bunun yani sira TorS/TorR iki bilesikli sistemi de alkali streste hiicre
savunmasinda gorevlidir [74].

Bu calismada E. coli’de rpoS geni mutant olan hiicrelerde farkli pH araliklarinda hiicresel yanit
arastirilmigtir. Calisilan 3 pH degerinde de rpoS’nin E. coli’nin yasaminda 6nemli rolii oldugu
belirlenmistir. Asit direng sistemlerinden glukoz bagimli oksidatif yol S. flexneri, Salmonella ve E. coli
gibi bakterilerde aerobik gelisme kosullart altinda meydana gelmekte ve rpoS tarafindan
diizenlenmektedir. Bu sistem, pH 3,0'in tizerindeki asitten hiicreleri korumaktadir. Bir diger sistem ise

glutamat bagimli asit direng sistemidir ve pH 3,0'm altindaki asidik streslerden hiicreyi korumaktadir
[76-77].

Heyde ve Portalier (1990), E. coli O157:H7'nin ortam pH's1 6,9'dan 4,3'e diistiiglinde en az 16 protein
tanimlamiglardir. Bunlardan 7 tanesi asit ok proteini olarak belirlenmis ve bu proteinler rpoS tarafindan
diizenlenmektedir [78]. rpoS geni sadece asidik ortamda hiicreleri korumakla kalmayip alkali ortamlarda
da hiicreyi zarar gormekten korumaktadir [76]. E. coli’de Na*, H" veya Li* iyon degisiminde gorevli
oldugu bilinen NhaA ve NhaB nin diizenlenmesinde de rpoS gérev almaktadir. NhaA alkali pH'da
biiylimede, Li* toksisinde ve yiiksek tuzluluk adaptasyonunda gereklidir ve NhaA rpoS regiilonu
tarafindan diizenlenmektedir [75]. rpoS ile asidik ve alkali ortamlarda elde edilen tiim bu sonuglar
zengin besiyerlerinde, tuz soliisyonlarinda, ger¢ek dogal ortamlarda gergeklestirilmistir. Elde ettigimiz
sonuclar ise literatiirde verilen sonuglari destekler niteliktedir. Sonuglar degerlendirildiginde rpoS
mutant E. coli, yabani tip E. coli W3110’a gore ortam pH’sindan daha fazla etkilenmistir.

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, sonraki ¢aligmalarda rpoS mutant E. coli’de kadmiyum metaline
kars1 meydana gelen direncin molekiiler mekanizmasini anlamak i¢in rpoS’nin ZinT, ZitB, ZntA ve
CzcCBA genlerinin ekspresyonu ile iliskisinin arastirilmasina ve diger bir stres faktorii olan pH
stresinde ATR ve AR (dekarboksilaz enzimlerinin sentezindeki rolii) mekanizmalarindaki roliiniin
arastirilmasina yol gosterici olmustur.
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