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Oz

Escherichia coli’nin dis membraninda bulunan OmpC ve OmpF porin proteinleri, stres kosullarina kars
korunmasinda 6nemli yer tutar. Bu ¢alismada dezenfektan ozellikli gesitli kimyasal maddelerin E. coli’nin
OmpC ve OmpF porin protein sentezini nasil etkiledigi arastirilmistir. E. coli’de, formaldehit, Klor, etanol,
camasir suyu, H>O, ve Sodyum Dodesil Siilfatin (SDS) belirlenen konsatrasyonlar1 besiyerine eklenerek, ompC
ve ompF genleri yerine raportdr gen olarak eklenen B-galaktosidaz’in aktivitesi spektrofotometrik olarak
Olciilmiis ve elde edilen sonuclar kontrol gruplart ile karsilastirilmistir. Sonug olarak calisilan kimyasal
maddelerin E. coli’nin biiylimesini olduk¢a yavaslattigi, ancak yinede iiremenin gergeklestigi belirlenmistir. E.
coli’de OmpF sentezinin formaldehit, etanol ve SDS ilave edildikten 2 saat sonra olduk¢a azaldigi, camasir
suyu ve klor ilavesinde biraz azaldig1 ve H>O; ilave edildigi zaman ise degismedigi tespit edilmistir. OmpC
sentezinde ise klor, formaldehit, H,O; ilave edildiginde %50 oraninda azaldig: belirlenirken, ¢camasir suyunda
yaklagik 2 kat ve SDS ilave edilen 6rneklerde ise 1.5 katlik bir artig belirlenmistir. Ayrica hem OmpC hem de
OmpF porin proteininin sentezinde RpoS, Pta, EnvZ ve H-NS proteinlerinin rollerinin oldugu belirlenmistir.
Ancak molekiiler mekanizmalari heniiz aydinlatilamamaistir.

Anahtar Kelimeler: Dezenfektan kimyasallar, Escherichia coli, Porin

The Role of EnvZ, RpoS, H-NS, AcP and Synthesis of OmpC-OmpF Porin Proteins of
Escherichia coli Under Effect of Some Chemicals

Abctract

OmpC and OmpF porin proteins, located on the outer membrane of Escherichia coli, play an important role in
protection against stress conditions. In this study, it was investigated how various chemical substances as a
disinfectant affect E. coli OmpC and OmpF porin protein synthesis. The activity of f-galactosidase, added as a
reporter gene in place of ompC and ompF genes, was measured spectrophotometrically by adding
formaldehyde, chlorine, ethanol, bleach, H,O, and Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), used as disinfectants in E.
coli. The results were compared with control groups. As a result, it was determined that the studied chemical
substances slowed down the growth of E. coli at the added concentrations, but continued to multiply. It was
determined that the OmpF synthesis in E. coli decreased considerably after 2 hours from the addition of
formaldehyde, ethanol and SDS, decreased slightly during the addition of bleach and chlorine, and did not
change when H,O; was added. In the OmpC synthesis, when chlorine, formaldehyde, and H2O, were added, it
was determined to decrease by 50% compared to the untreated state, while the increase was found as a 1.5 time
in the cases where SDS was added and about 2 times in the bleach. In these alterations, it has been determined
that the roles of RpoS, Pta, EnvZ, and H-NS proteins on both OmpC and OmpF porin protein synthesis but have
not yet been elucidated by their molecular mechanisms.

Keywords: Disinfectan chemicals, Escherichia coli, Porin

1. Giris

Gram (-) bakterileri Gram (+) bakterilerden
ayiran farklardan birisi dis membranin varlig
olup, dis ylizeyi lipopolisakkaritlerle
kaplanmis, i¢ membran gibi polisakkarit ve
proteinler igeren, ikinci bir fosfolipit

tabakasidir ~ (Chevalier  vd., 2000).
Sitoplazmik membrana gore daha fazla
delikli olmasim1 saglayan, por olusturan
proteinlerin varlig1 olup, bu proteinlere porin
ad1 verilir. Yapisal ve fonksiyonel olarak
onemli gorevleri olan porin proteinleri,
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gerekli besinlerin secici alimini saglayan,
cevresel degisimlere gore hiicreyi koruma
amacli olarak sentez orani degisen yapilardir
(Nikaido ve Vaara 1985; Schulz 2002). Porin
proteinleri, ortalarinda bulunan deliklerden
600 kDa’dan kiiciik hidrofilik bilesiklerin
aliimini saglayarak membran
permeabilitesinde rolii olan ve ¢aplar1 0,6-2,3
nm arasinda degisen spesifik yada spesifik
olmayan gecirgenlik 6zelligi gosteren su dolu
kanallardir (Achouak vd., 2001). Porin
proteinleri spesifik ve spesifik olmayan
proteinler olarak 2 gruba ayrilmistir. E. coli
icin spesifik porinlere LamB ve PhoE,
spesifik olmayan porinlere ise OmpC ve
OmpF oOrnek olarak verilebilir. OmpF porin
proteini 37, OmpC ise 36 kDa molekiiler
agirliga sahiptir. OmpC ve OmpF proteinleri
cevresel sartlara gore hiicrede yaklasik olarak
10%-10° kopya bulunmaktadir (Koebnik vd.,
2000)

Porin proteinleri oncelikle hiicrenin besin
alisverisinde, zararli maddelerin hiicre icine
alinmasiin engellenmesinde, pH stresinde,
osmotik stres gibi bircok cevresel streste
gorevleri bulunmaktadir. Substrat spesifik
olmasada OmpC ve OmpF porinleri madde
transferinde Onemli rol oynamaktadir.
Porinlerin madde transferini nasil
gerceklestirdikleri  tam  olarak  ortaya
konamamigtir. Kanal proteinleri olmalari
nedeniyle ortalarinda L3 loop olarak
adlandirilan, kanalin madde transferinde
onemli bir gorevi oldugu ortaya konulan,
kanalin ortasindan daralmasini saglayan ve
porine kum saati seklini kazandiran
fonksiyonel bir yapmin varhig tespit
edilmistir (Basle vd., 2004; Sidorova vd.,
2014; Song vd., 2015). Besin simirlamasi,
biliylime oraninin azalmasina neden olan ve
bakterilerde fizyolojik-biyokimyasal
diizenlemeleri igeren genis bir adaptasyon
saglayan stres sartlarindan birisidir. Porin
sentezinin degisiminin besin sinirlamasindaki
bu diizenlemelerin arasinda 6nemli bir rol
oynadig1 tespit edilmistir (Ozkanca, 1993;
Liu ve Ferenci 1998). Aclik stresinde
porinlerin diizenlenme mekanizmalar1 ile
ilgili calismalar olmasina ragmen mekanizma
heniiz tam olarak ¢oziillememistir (Orruno vd.

2017). Logaritmik fazda OmpF sentezinin
oldukea yiiksek, OmpC sentezinin oldukca az
oldugu, popilasyonun durgunluk fazina
dogru gectikce OmpF sentezinin azaldigi
OmpC sentezinin ise arttig1r belirlenmistir.
Porinlerin  madde transferindeki  rolleri
diisliniildiiglinde, aclik stresinde bakterilerin
besin  maddelerini  toplayabilmek ig¢in
membran  permeabilitesini  porinler ile
degistirdigi ifade edilmistir (Ferenci 1999).
Ortam osmolaritesi arttigi zaman E. coli’nin
OmpC sentezi olduk¢a artarken OmpF
sentezi azalmaktadir. OmpC’deki artisin
nedeni olarak, OmpF’ye gore daha kiigiik
capli olmasi nedeniyle hiicrenin daha az su
kaybetmesini  sagladigr  diisiiniilmektedir
(Sleator ve Hill 2001). EnvZ, osmosensor
olarak osmolaritedeki degisimi regiilatore
iletmekle gorevlidir. Heyde ve Portalier
(1987)’in bildirdigine gore, E. coli’nin ompF,
ompC ve lamB porin genleri nétral ve asidik
pH ile de diizenlenmektedir. Asidik pH’da E.
coli’nin OmpF, LamB porininin ve 30
kDa’luk proteinlerinin sentezinde azalma,
OmpC  sentezinde ise artis oldugu
gozlenmistir (Heyde ve Portalier 1987).
Heyde ve Portalier (1987) caligmalarinda
ompF ve ompC genlerinin sentezi iizerine
hem transkripsiyonel hem de
posttranskripsiyonel diizeyde pH’ya bagh
olarak regiilator etkinin EnvZ bagimh
oldugunu ortaya koymuslar, bunun yaninda
ompF sentezi i¢in ayrica bir diizenlemenin de
varhigimi  vurgulamiglardir  (Heyde ve
Portalier 1987). Sato vd. (2000) ise
calismalarinda asidik pH sartlarinda OmpC
porin sentezinin EnvZ’den bagimsiz baska
bir mekanizma ile ¢alistigin1  ortaya
koymuslar, ancak mekanizmanin
bilinmedigini ifade etmislerdir. Heyde vd.
(2000) E. coli’de pH 6.0’da OmpC, pH

7.8°de ise  OmpF’nin  sentezlendigini
bildirmistir. Ayrica  Darcan (2005)
calismasinda OmpC’nin asidik pH’daki

ifadesinde RpoS, H-NS, Acp’m bir roliiniin
olmadigin1 tespit etmistir. Andersen vd.
(1989) calismalarinda porinlerin sentezinin
sicakliga bagli olarak micF RNA ile kontrol
edildigini tespit etmislerdir. Baska bir
calismada da OmpF sentezinin 37 °C’de
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diisiik sicakliklara gore daha fazla azaldigi,
OmpC sentezinin ise 5 ve 15 °C’de daha
fazla azalma gosterdigi ifade edilmistir
(Ozkanca  1993).  Porinlerin  6nemli
gorevlerinden  biriside = Gram  negatif
bakterilere antibiyotik direnci saglamalaridir
(Ghai ve Ghai 2017). Bu direngli klinik
izolatlarda gozlenen durum porinin daralma
bolgesindeki degisken pozisyonu ve kisa yan
zincirlerdeki aminoasitler veya daralma
alanindaki ytiklerle ortaya c¢ikmaktadir. Bu
ilave yiikler liimen icinde antibiyotiklerin
diffizyonunu etkileyerek direnci
saglamaktadir (Achouak vd., 2001). Por
yapisindaki diizenlemelere ilaveten, porin
sentezindeki  degiskenlik de antibiyotik
direncinde 6nemli bir rol oynar. Bu direng,
baz1 antibiyotiklerin varliginda bakteriyal
patojenlerin porinlerin sentezini azaltmasi
veya kapatmasi ile ger¢eklesmektedir. OmpC
ve OmpF porin kayb: ile antibiyotik direnci
arasindaki iligki oOzellikle E. coli ve S.
typhimurium’da  ¢esitli ~ ¢alismalar  ile
gosterilmistir (Low vd., 2001; Nitzan vd.,
2002).  Rahnella  aquatilis’in ~ bugday
koklerine tutunmasinda OmpC porininin
(Achouak vd., 1998), P. fluorescens’in tahil
koklerine  tutunmasinda  OmpF  porin
proteininin (De Mot ve Van Der Leyden,
1991) roliinde oldugu gibi ¢esitli bakterilerde
bitki koklerine tutunmada porinlerin rolii
oldugu ortaya konmustur.

Verilen literatiir arastirmalarindan gorildigi
lizere bir c¢ok stres faktoriinden etkilenen
porin proteinlerinin dezenfektan 6zellikli
kimyasal maddelerin varliginda meydana
gelen degisimleri iizerine ve bu degisimi
kontrol eden mekanizmalar hakkinda yeterli
calisma  bulunmamaktadir. Bu nedenle
caligmada, dezenfektan ozellikli
kimyasallarin ortama cesitli sekillerde ilave
edildigi zaman E. coli’de bu proteinlerin
sentez diizeylerinin nasil degistigini ve bu
sentezin kontroliinde osmosensor olarak
gorev yapan EnvZ, Alternatif sigma faktori
olarak gorev alan ve bir ¢ok stres sartinda rol
oynayan RpoS, Histon proteini olarak
tanimlanan ve regiilasyonda rol oynayan H-
NS ve fosfotransasetilaz enzimini kodlayan
ve Acp lretiminde temel rol oynayan

fosfotransasetilaz enzimini kodlayan Pta’nin
rolleri arastirilmistir.
2. Materyal ve Metot

2.1. Kullanilan Bakteriyal Suslar

Bu ¢alismada kullanilan E. coli yabani tip ve
mutant suslar1 Sidney Universitesinden temin
edilmis  (T.  Ferenci-Sidney  Univ.,
Avusturalya) ve Tablo 1’de o6zellikleri
verilmistir. ompF ve ompC genlerine raportor
gen olarak lacZ geni yerlestirilmis MH513 ve
MH225 suslart1  kullanilarak  promotor
aktivitesinin  Ol¢limii  hedeflenmistir. Bu
suslar, gen ifade analizi yapilirken yabani tip
olarak kullanilmigtir. Ayrica bu suslarin
envZ, pta, rpoS ve hns genleri nakavt edilmis
olanlarinda ompC ve ompF genlerinin
promotor aktivitesine bakilmistir. %20
gliserol (Merck) iceren Nutrient Brot’da
(NB-Merck) stoklar1 hazirlanmis ve derin
dondurucuda -20 °C’de  saklanmuistir.
Caligmalar ~ sirasinda  Nutrient  Agar
besiyerinde iiretilmis ve taze kiiltlir olarak
kullanilmuastir.
2.2. Kimyasal Maddelerin
aktarilmasi

besiyerine

Yabani tip ve mutantlar, 5 ml NB besiyerinde
24 saat 37 °C’de 160 rpm ¢alkalama hizinda
inkiibe edildi. Daha sonra bu 6rneklerden 100
ul bakteri 6rnegi alinarak 50 ml NB bulunan
besiyerlerine aktarildi. 37 °C’de 160 rpm de
3 saat inkiibasyondan sonra 0.1-0.2
absorbansa gelince belirlenen
konsantrasyonlarda kimyasal maddeler ilave
edildi. Bu konsantrasyonun bakterileri
Oldiirmeyecek diizeyde olmasma dikkat
edildi. Final konsantrasyonlart H2O2 0.00576
M, Etanol 0.6 M, Formaldehit 0.004 M, SDS
0.012 M, ve Klor 1.96 ppm, Camasir suyu
olarak kullanilan kimyasal madde ise
Domestos’un satis1 olan {irlinii dag esintisinin
%10’luk sulandirilmis stok solusyonundan
35 pl/ml olacak sekilde kimyasal maddeler
ilave edildikten sonra inkiibasyona devam
edilmistir.
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2.3. p-Galaktosidaz Enzim  Aktivitesi

Olciimleri

Besiyerinde kimyasal maddelerin yabani tip
E. coli ve mutantlarin OmpC ve OmpF porin
sentezi lizerine etkisinin tespitinde raportor

gen olarak kullanilan B-Galaktosidaz enzim
aktivitesi  Olglimleri  Miller  (1992)’1n
yontemine gore yapildi.

Tablo 1. Calismada kullanilan E. coli suslar1 ve 6zellikleri.

Bakteri Genotip Kaynak
MH225 MC4100 U(ompC-lacZ*)10-25 (yabani tip) (Liu ve Ferenci 2001)
MH513 MC4100 araD+U(ompF -lacZ*)16-13 (yabani tip) | (Liu ve Ferenci 2001)
BW3343 | MH513 envZ60::Tn10 (Liu ve Ferenci 2001)
BW3345 | MH225 envZ60::Tn10 (Liu ve Ferenci 2001)
BW3303 | MH513 ompR::Tn10 (Liu ve Ferenci 2001)
BW3304 | MH225 ompR::Tn10 (Liu ve Ferenci 2001)
BW3301 | MH513 rpoS::Tnl0 (Liu ve Ferenci 2001)
BW3302 | MH225 rpoS::Tnl10 (Liu ve Ferenci 2001)
BW3305 | MH513 hns: :neo (Liu ve Ferenci 2001)
BW3306 | MH225 hns: :neo (Liu ve Ferenci 2001)
BW3601 |MH513 pta: :kan (Liu ve Ferenci 2001)
BW3602 | MH225 pta: :kan (Liu ve Ferenci 2001)
3. Bulgular sunulmustur. Sekil 1 incelendiginde ilave
edilen tiim kimyasal maddelerin, madde ilave
Kimyasal maddelerin besiyerindeki final edilmeyen kontrol &rnekleri (MH513 ve

konsantrasyonlari, H2O2 (Merck) i¢in 0.00576
M, Etanol (Merck) i¢in 0.6 M, Formaldehit
(Merck) 0.004 M, SDS (Merck) 0.012 M, ve
Klor 196 ppm, Camasir suyu olarak
kullanilan kimyasal madde ise marketlerde
satist  yapilan bir markanin (Domestos)
trtiiniiniin =~ %10 luk sulandirilmig  stok
solusyonundan 35 pl/ml olacak sekilde ilave
edilmistir. ~ Raportdr  genin  miktarim
belirleyebilmek  igin, belirli zaman
araliklarinda alinan o6rnekler Miller (1992)
metodu uygulandiktan sonra ODssp Ve ODa2o
de ol¢iimler yapilmistir. Bu Olclimlerde f3-
Galaktosidaz enzim aktivitesi belirlenmistir.
Elde edilen degerler promotor aktivitesindeki
degisimi ifade etmektedir. Bu aktivitedeki

degisimden OmpC ve OmpF porin
proteinlerinin miktarindaki degisim
belirlenmistir.

3.1. Kimyasal maddelerin siv1 besiyerinde
biiyiime iizerine etkisinin belirlenmesi

E. coli’nin biiylimesine kimyasallarin etkisini
gosteren bulgular Sekil 1 ve Tablo 2’de

MH225) ile karsilastirildiginda E. coli’nin
hem ompF-lacZ hem de ompC-lacZ
mutantinin biliylimesini azalttig1
goriilmektedir. Ancak biitiin kimyasallarin

varliginda  bakterilerin  {ireyebildigi de
goriilmektedir. E. coli en fazla etanol
varligindan etkilenmistir. Tablo 2

incelendiginde, E. coli’nin (ompC-lacz),
kimyasal madde olmadan zengin besiyerinde
absorbanst 158420 den 549432 ye artarken,
H2O> ilave edildikten 2 saat sonra yani 5.
saatte 141+11 den 362+15 e, etanol ilave
edildiginde 132+15 den 364+22 ye, klor ilave
edildiginde 132+05 den 398+22 e,
formaldehit ilavesinde 161+10 dan 477+25 e,
SDS ilave edildiginde 148+20 den 463426
absorbansa artis olmustur. Dolayist ile
dezenfektan ozellikli kimyasallarin
varliginda kontrole goére biiylime oraninda
azalma oldugu, 5. saatten sonra kimyasal
maddeye adaptasyonunu saglayan
organizmalar kimyasal maddenin olmadigi
bliylime degerlerine yaklasmakta olduklar
goriilmektedir. Ayn1 sekilde kimyasal madde
olmayan E. coli’nin (ompF-lacZ) absorbansi
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148+10 dan 600+19 e artarken, etanol ilave
edildikten 2 saat sonra 144+15 den 322+23 e,
H20, de 112+12 den 427+20 ye, SDS’de
130+£12 den 453+25 e, formaldehit’de
146+15 den 487+21 e, klor’da 11011 den
542431 e artis  gOstermistir.  Ancak
baslangicda goriilen bu azalma 5. saatten
sonra yiikkselmeye baslamistir. Bu durumun
nedeni, Uremenin artarak devam etmesi ve
hiicre konsantrasyonundaki artiga gore azalan
kimyasal madde etkisi olup, inkiibasyon
sonunda kontrolle ayni1 degerlere geldigi
belirlenmistir. Sadece Etanol ilave edilen
orneklerin  inkiibasyon  siiresi sonunda
dikkate deger oranda daha az {reme
gosterdigi gortilmektedir. Ayni sekilde envZ,
pta, rpoS, hns genleri mutant hale getirilmis
olan suglarin kimyasal maddeler ilave
edildigi zaman biiylime degerleri Tablo 2 de
verilmigtir. Tablo 2 incelendiginde hem
yabani tip (OmpC ve OmpF) kontrol grubuna
gore hem de mutantlarin kimyasal madde
ilave edilmemis kontrol degerleri ile
karsilastirildiginda kimyasal maddeler ilave
edildikten sonra biiylime degerindeki artis
oraninin  azaldigr  belirlenmistir.  Biitlin
kimyasal maddelerin Tablo 2’deki 5. saat
verileri irdelendiginde pta mutant E. coli’nin
yabani tip E. coli’ye gore ¢ok daha fazla
etkilendigi  (yaklasitk %50  oraninda)
goriilmektedir.

1000
200
200

600

5 7
—o—NMH513 (OmpF) —=—Formaldehit ——H202
—#—Camagr syu  —o—Etanol

100 ¥

—©—MH225 (OmpC) —8—Formaldehit —a—H202
—#—Camagr suyu ~ —o—Ethanol

—s—Klor Zaman
sDs (saat)

Sekil 1. Dezenfektan 6zellikli kimyasal maddelerin E.
coli MH513 ve MH225’in biiylimesi tizerine etkisi.

3.2. Kimyasal maddelerin OmpC ve OmpF
porin sentezi iizerine etkisinin belirlenmesi

OmpF porin protein sentezi, herhangi bir
kimyasal olmadigr zaman Sekil 2 ve Tablo
3’de gorildiigi gibi 3. saatte 302+14
tiniteden 5. saatte 1029+10 {initeye (3.4 kat)
bir artis gosterirken, 7. saatte 829+29 ve 9.
saatte ise 600+34 {initeye azalmistir. Bu
sonuca gore logaritmik fazdan durgunluk
fazina dogru OmpF sentezinin azaldig,
logaritmik fazda oldukc¢a yliksek olan OmpF
sentezinin  sonraki zamanlarda azaldig1
goriilmektedir. OmpC sentezi ise 3. saatte
175+14 {nite iken 5. saatte 358+14 tnite, 7.
saatte 889+11 ve 9. saatte 1016+45 iiniteye
artis gostermistir. Burada da logaritmik
fazdan durgunluk fazina gecerken OmpC
sentezinin arttigi goriilmektedir. E. coli’nin
kimyasal maddelerin ilave edildigi andan

itibaren kimyasallarin etkisinden
korunabilmek i¢gin OmpC ve OmpF porin
protein sentezinde degisimler meydana

getirdigi goriilmektedir.
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Tablo 2. Kimyasal maddelerin besiyerinde yabani tip (OmpC ve OmpF), envZ, pta, rpoS ve hns mutant E.
coli’nin bitylimesine etkisi (ODsoo).

Kontrol
Zaman | MH225 MH513
(Saat) | (OmpC) envzZ pta rpoS hns (OmpF) envZ pta rpoS hns
3 158 £20 | 109+15 | 103+£22 | 128+14 | 111+15 148+10 | 116+07 | 103+06 | 112+10| 92+09
5 549432 | 36625 | 274420 | 538432 | 442423 600+19 | 291+10 | 295+17 | 500+£32 | 305+10
7 740440 | 690427 | 622446 | 736125 | 747445 797+25 | 496+21 | 497+20 | 743+£30 | 445+20
9 872+35 | 843+38 | 843+50 | 854+50 | 857+52 862+30 | 754+32 | 772+25 | 849+25| 640+35
Klor
MH225 MH513
(OmpC) envzZ pta rpoS hns (OmpF) envZ pta rpoS hns
3 132+05| 82+07 | 93+05| 123+05| 108+13 110+11 | 101+03 | 100+02 | 120+05| 101+17
5 398422 | 202+10 | 151425 | 340+12 | 15607 542431 | 27313 | 152+12 | 275+15 | 376+26
7 645+30 | 378+23 | 384+34 | 633+35| 570+20 824+30 | 579+27 | 346+25 | 613+36 | 605+27
9 800+36 | 638+37 | 644+55| 801+25 | 834+33 883+41 | 786+39 | 644+25 | 795+34 | 726+37
Formaldehit
MH225 MH513
(OmpC) envzZ pta rpoS hns (OmpF) envZ pta rpoS hns
3 161+10| 121+17 | 90+05| 139+13 | 122405 146+15| 109+06 | 100405 | 131+11 | 107+07
5 477425 | 287+17 | 162+14 | 371+33 | 218+18 487+21 | 265+18 | 156+12 | 377+16 | 139+10
7 697+22 | 486+33 | 421+21 | 713+37 | 437+21 673+15 | 420+21 | 279+18 | 657+21 | 311+20
9 843+25 | 721+21 | 642+25| 822+39 | 665+26 820+25 | 691+24 | 571+25 | 822+36 | 533+24
H202
MH225 MH513
(OmpC) envZ pta rpoS hns (OmpF) envZ pta rpoS hns
3 141+11 | 77407 | 92408 | 104+17 | 106+10 112+12 | 101+12 | 101+13 | 112+10| 94+15
5 362+15 | 262+15| 184+13 | 37618 | 304428 427+20| 223+15| 146+15 | 357+30 | 183+25
7 692425 | 540+35 | 40128 | 669+47 | 63126 717+21 | 442430 | 393+23 | 645+35 | 351+21
9 845+39 | 72625 | 743+37 | 75349 | 731443 847+45| 753+35 | 704+20 | 816+25 | 605+34
Camagir Suyu
MH225 MH513
(OmpC) envZ pta rpoS hns (OmpF) envZ pta rpoS hns
3 164+15| 99+13 | 98+05| 132+17 | 121£19 121+15| 100+11| 98+06 | 132+24 | 90+08
5 592430 | 393433 | 133+15| 301427 | 398+21 532+31 | 176+18 | 126+21 | 279+25 | 202+18
7 755431 | 599423 | 233+21 | 655+34 | 699+33 771+46 | 250+21 | 234+17 | 550+36 | 313+21
9 836448 | 652437 | 557429 | 71027 | 774437 807+35 | 357+33 | 381+27 | 690+43 | 447+32
Etanol
MH225 MH513
(OmpC) envzZ pta rpoS hns (OmpF) envZ pta rpoS hns
3 132+15| 85+12| 95+04 | 126+11 | 129+14 144415 | 105+13 | 98+09| 116+12 | 95+07
5 364422 | 179+14 | 151+12 | 2654+23 | 272+15 322423 | 282+23 | 132+13 | 318+20 | 159+15
7 510425 | 319428 | 299420 | 488422 | 522423 514+32 | 391427 | 205+13 | 444424 | 257+17
9 637+44 | 487426 | 520+33 | 582443 | 615+31 587+25 | 494429 | 313+33 | 524+28 | 364+23
SDS
MH225 MH513
(OmpC) envzZ pta rpoS hns (OmpF) envZ pta rpoS hns
3 148420 | 120£12 | 95+10| 131«£11 | 122410 130+12 | 100+£09 | 103+£11 | 102+15| 97+12
5 463126 | 261+15| 175+12 | 326+13 | 391+31 453+25 | 176+13 | 219+23 | 380+23 | 162+15
7 61534 | 30627 | 320+£19 | 596+39 | 498+25 64633 | 250+20 | 428+31 | 614+38 | 264+12
9 74647 | 343+£16 | 445£28 | 807432 | 644435 786425 | 357+23 | 535+30 | 751+47 | 338+20
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Sei(il 2. Dezenfektan 6zellikli kimyasal maddelerin. E.
coli OmpC ve OmpF porin proteini ifadesine etkisi.

Sekil 2 ve Tablo 3’de goriildigi gibi
Formaldehit, Etanol ve SDS kimyasallari
ortama ilave edildikten sonra OmpF sentezi,
ilave edilmeyen kontrole gore yaklasik yari
yartya azalmistir. Etanol ilave edildiginde
307424 {initeden 5. saatte 524443 iiniteye
artarken daha sonraki saatlerde sentez
404+£43 ve  333+23  {inite  olarak
gerceklesmistir. Formaldehit ilave edildigi
zaman 308+25 f{initeden 591444 {initeye,
SDS ilave edilen 6rneklerde 264+14 iiniteden
499+10 {initeye yiikselmistir. Kimyasal
maddeler ilave edildikten 2 saat sonraki (5.
saat) verilere gore herhangi bir kimyasal
ilave edilmeyen kontrol orneginde 3.4 kat
artan OmpF sentezinin, etanol,

SDS, formaldehit, camasir suyu, klor ve
H20. kimyasallar ilave edildiginde sirasiyla
1.70, 1.89, 1.92, 3.04, 3.08, 3.38 kat artis
gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 3). envZ
mutant ile elde edilen en dikkat cekici
sonucun ¢amasir suyu ilave edilen durumda
oldugu Tablo 3’den goriilebilir. Yabani tip

kontrol grubunda kimyasal madde olmadig:
durumda artig oran1 2.04 iken, camasir suyu
ilave edildigi zaman bu oran 4.25 olmaktadir.
envZ mutant E. coli’de ise gamasir suyu ilave
edilmemis durumda 0.36 katlik bir degisim
goriiliitken camasir suyu ilave edilmis
orneklerde 0.90 katlik bir oran belirlenmistir.
Dolayis1 ile camasir suyu ilave edildigi
zaman EnvZ sensoriinden bagimsiz OmpC
sentezi artig1 goriilmektedir. envZ mutant E.
coli’de benzer durum etanol ilave edildigi
zaman OmpF porin protein sentezi i¢in s6z
konusudur. Yabani tipte OmpF porin protein
sentezinde 0.40 oraninda sentez goriiliirken
envZ mutant E. coli’de 0.90 oraninda bir
sentez belirlenmistir. pta geni mutant hale
getirildiginde E. coli’nin OmpC ekspresyonu
oldukea yiiksek gerceklesmektedir. Dolayisi
ile baslangic seviyesine gore
karsilastirildiginda en dikkat c¢ekici sonug
formaldehit ve camasir suyu ilave edilen
orneklerde goriilmektedir. Kontrol grubunda
sentezde artig goriiliirtken bu kimyasallarin
ilave edilmesiyle 3. saate gore azalma oldugu
belirlenmistir. Ayn1 sekilde OmpF porin
protein sentezinin de etanol, SDS ve
formaldehit ilave edildigi zaman oldukga
onemli azalma gosterdigi goriilebilmektedir.
Ozellikle etanol ilavesindeki azalma oldukca
dikkat c¢ekicidir. HnsS’nin mutant olmasi ile
elde edilen sonug, ¢camasir suyu ilavesinde
OmpC sentezinin kontroliinde o6nemli bir
roliinii géstermektedir. Camasir suyu bulunan
ortamda OmpC artisinin gerceklesebilmesi
icin hns’ye ihtiya¢ oldugu goriilmektedir.
Klor hns’den bagimsiz olarak bagka bir
faktor tarafindan kontrol edilerek OmpF
artisint  saglamaktadir. Etanol ilavesinde
OmpC artiginin olabilmesi i¢in hns’ye ihtiyag
vardir. H202 varliginda da OmpF sentezi i¢in
hns’ye ihtiyag bulunmaktadir. rpoS geni
mutant durumunda klor ve ¢camasir suyunda
OmpC sentezi 2 kat artiyorken, etanol ve
SDS varliginda rpoS mutant iken OmpF
sentezinde yabani tipte goriilen azalmanin
goriilmedigi tespit edilmistir.
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Tablo 3. Kimyasal maddelerin varliginda E. coli OmpC ve OmpF ekspresyonu ve EnvZ, pta, RpoS, H-NS

proteinlerinin roli.

3. saat 5. saat Dgglslm 3. saat 5. saat Degisim
rani Orani
Kontrol 175+14 358+14 2,04 302+14 1029+10 3,40
Klor 163+10 16702 1,02 300+23 921+46 3,07
Yabani Formaldehit 187+04 195+14 1,05 Yabani 308+25 591+44 1,92
Tip H202 182+10 192+19 1,05 Tip 300+16 1015+33 3,38
(OmpC) Camasir suyu 177+19 752422 4,25 (OmpF) 305+14 928+76 3,04
Etanol 181+14 306+23 1,69 307+24 524+43 1,70
SDS 186+14 547+38 2,94 264+14 499+10 1,89
Kontrol 115+08 41+03 0,36 109+08 43403 0,40
Klor 114+05 37+07 0,33 116+14 33+05 0,28
envzZ Formaldehit 117=14 51+07 | 0,44 r:l’}t"aﬁ . [ 12411 46+03 | 0,37
mutant H202 118405 74408 0,63 OmpF 126+10 62+04 0,49
OmpC Camasir suyu 131+16 118409 0,90 diizeyi 120+12 62+08 0,52
diizeyi Etanol 117+04 39+03 0,34 126+26 100+04 0,79
SDS 123+12 76+05 0,62 120+12 62+08 0,52
Kontrol 1251+15 1589+19 1,27 282+11 440431 1,56
Klor 1135452 1168+14 1,03 279+13 311421 1,12
pta Formaldehit 1021£20 74721 0,73 pta 266+03 201+19 0,76
mutant H202 1152+64 1142423 0,99 mutant 275+25 435+32 1,58
OmpC Camagir suyu 1250+34 839+52 0,67 OmpF 27622 316+12 1,14
diizeyi Etanol 1046446 1305472 1,25 diizeyi 266+12 95+03 0,36
SDS 1146+26 1455+71 1,27 271+£20 196+08 0,72
Kontrol 110£11 148+11 1,35 902+50 928+30 1,03
Klor 114+10 246+17 2,15 917+49 899+61 0,98
rpoS Formaldehit 114+14 195+16 1,71 rpoS 922+43 408+15 0,44
mutant H202 91+07 153+11 1,67 mutant 972+60 956+76 0,98
OmpC Camasgir suyu 103+09 210411 2,03 OmpF 929428 706457 0,76
diizeyi Etanol 112+£57 240+18 2,14 diizeyi 981+76 835+30 0,85
SDS 146+11 275+13 1,89 93665 904429 0,97
Kontrol 211+11 306+14 1,45 248+25 414410 1,67
Klor 224+07 141+14 0,63 248+18 704+31 2,84
hns Formaldehit 221422 108+05 0,49 hns 236+21 155+07 0,66
mutant H202 212+12 157+08 0,74 mutant 250+12 167+17 0,67
OmpC Camasir suyu 192407 136+14 0,71 OmpF 256+16 263+25 1,03
diizeyi Etanol 164+19 279+12 1,70 diizeyi 251+23 278+21 1,11
SDS 208+10 508+23 2,44 236+24 254442 1,08

4. Sonuc ve Tartisma

Dis membran Gram negatif bakterilerde
dogal hayata adaptasyon ve madde transferi
icin olduk¢a Onemli bir bariyerdir. Burada
yer alan, OmpC ve OmpF porin proteinleri
basta olmak iizere bir ¢ok spesifik ve spesifik
olmayan  porinler, stres  kosullarina
adaptasyon ve besin aliminda oldukga
onemlidir (Kumar vd., 2015). OmpC ve
OmpF porin proteinlerinin bir ¢ok stres
kosulunda sentezlerinin degistigi ortaya
konmustur. Ancak bu proteinlerin farkli stres
sartlarinda sentezlerini kontrol eden faktorler
ve calisma mekanizmalar1 tam olarak ortaya
konulabilmis degildir. Osmolarite, pH,
sicaklik, oksidatif stres, aclik, toksik
bilesikler ve antibiyotikler OmpC ve OmpF
sentez diizeyini degistirdigi tespit edilen

faktorlerdir (Ghai ve Ghai 2017). Sekil 3’de
goriildiigi gibi stres faktorlerine bagl olarak
bu iki porinin sentezine birgok faktor
karismaktadir. Bu c¢alismada dezenfektan
ozellikli kimyasal maddelerden formaldehit,
etanol, ¢amasir suyu, klor, sodyum dodesil
silfat (SDS) ve H202’in bu proteinlerin
ekspresyonu iizerine etkisi calisma konusu
olarak belirlenmistir. Ayrica bu proteinlerin
sentezinde EnvZ, Acp sentezini saglayan pta
enzimi, alternatif sigma faktorii RpoS, histon
benzeri protein olarak tanimlanan H-NS’nin
rolii arastirilmisgtir.

Nutrient brot genel besiyeri olarak bilinen bir
besi ortamuidir. E. coli, inkiibasyon siiresi
ilerledik¢e besin miktarmin azalmasi ve
bakteri yogunlugunun artis1 ile yaklasik 10-
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12. saatler arasinda durgunluk fazina girer.
Ozellikle SDS ve etanol E. coli’nin ikiye
katlanma zamanimi oldukca diisirmiistiir.

Mutantlarda  bu  etki daha  fazla
gorilmektedir. Zararli toksik  kimyasal
maddelerle karsilasan mikroorganizmalar

metabolik hizlarini azaltir, adaptasyon siireci
gecirir ve lireme hizlar1 yavaglamaktadir. Bu
siire¢ igerisinde adaptasyon saglayabilmek
amaci ile baz1 genlerin sentezinin azaltildig
ve bazi genlerin ekspresyonunun arttirildigi
ifade edilebilir. Genel bir besiyerinde optimal
sartlar altinda E. coli biiyiitildigiinde OmpF
sentezi artarken OmpC sentezi azalir, ancak
siire ilerledikce OmpC sentezi artar, OmpF
sentezi azalmaktadir (Darcan 2005). Dis
sartlarda meydana gelecek optimal sartlardan
uzaklagsma direkt olarak porin proteinlerinin
ekspresyonunu etkilemektedir. OmpC ve
OmpF porin proteinlerinin sentezinde en
onemli etken OmpR regiilatoriidiir. Bu
regiilatér olmadigt zaman bu iki protein
sentezlenemez. Regiilatorii  fosforlayarak
porinlerin sentezini kontrol eden ise EnvZ
osmosensoriidiir.  Yoklugunda hem OmpC
hem de OmpF sentezi olduk¢a azalmaktadir.
EnvZ  sensorii, OmpR  regiilatoriinii
fosforlayarak OmpR-P  haline getirerek
OmpC sentezini arttirirken OmpF sentezini
azaltir, fosforu kopardigi zaman ise tersine
OmpF sentezi artarken OmpC sentezi azalir.
Bu iki bilesikli fosforlama sistemi diginda
OmpC ve OmpF sentezini etkileyen, Sekil
3’de belirtilen ve belirtilemeyen, bir c¢ok
faktor vardir.

Acp EnvZ

RpoS AT +Ach Lrp HAS
HNS  +- / u -l 7
" N SNTS | ]
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J'\‘ [omoF ) CprR —
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Sekil 3. OmpC ve OmpF porin proteinlerinin sentezini
kontrol eden bazi faktorler (Darcan, 2012).

E. coli’nin biiyiime ortamina salisilat veya
etanol ilave edildiginde OmpF sentezinin
arttigi  yapilan ¢alismalar ile ortaya
konulmustur (Andersen vd., 1989; Rosner
vd., 1991). Darcan vd. (2001) deniz suyunda
etanol ile muamele edilen E. coli ve S.
typhimurium’un  OmpC ve OmpF porin
proteinlerinin ve dig membran proteinlerinin
blyiikk c¢ogunlugunun sentezinde dikkate
deger artis oldugunu gostermislerdir. Ancak
E. coli’nin, zengin besiyeri ortamlarinda
iiretildiginde ortama ilave edilen etanol ile
OmpF sentezinin azaldigi  gosterilmistir
(Delihas 1995). Yapilan bu caligmada da
nutrient brotta tretilen E. coli’nin etanol
ilave edilmesi ile OmpF sentezinin azaldig
tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda etanol
ilavesinin MicF RNA miktarinda 17 katlik
bir artisa neden oldugu bildirilmistir (Delihas
1995). MicF RNA ompF mRNA’sina
baglanarak onun translasyonunu engelleyen
dolayis1 ile OmpF sentez diizeyini azaltan bir
gorevi vardir (Aiba vd., 1987; Negrete ve
Shiloach 2017). Bu sonuglara gére OmpF
sentezinin etanol nedeni ile azalmasinda
MicF RNA’nin rolii oldugu belirtilebilir.
Ayrica calismamizda OmpF sentezinde
gorillen azalmada RpoS, H-NS, EnvZ ve
Acp’mn rolii olup olmadigr arastirilmistir.
Etanol ilave edildigi zaman envZ mutant E.
coli"de ompF ekspresyonu yiikselirken,
envZ’den bagimsiz bir faktériin bu sentezi
arttirdigr  goriilmektedir. Bu faktdriin ne
oldugunu degerlendirebilmek i¢in pta mutant
E. coli’"den elde edilen sonuglara
bakildiginda  etanol  varliginda  OmpF
ekspresyonu i¢in Acp’in varligiin oldukga
onemli oldugu ifade edilebilir. rpoS’nin bir
rolii olmadig1 belirlenirken hns mutant E.
coli’"de OmpF sentezinin azaldigi ve bu
etmeninde bir rolii oldugu belirtilebilir.
Etanol ilavesinin OmpC sentezi {izerine
etkisine bakildig1 zaman yabani tip E. coli’'de
herhangi bir degisimin olmadig:
belirlenmistir. Dolayist ile etanol ilave
edilmesi ompC sentez diizeyini dikkate deger
bir oranda degistirmemistir. Mutantlarla
yapilan c¢alismalar sonucunda da etanol
ilavesinin 6nemli bir degisime sebep
olmadig1 goriilmektedir. Ancak
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caligmamizda ilging bir sonug¢ olarak rpoS
mutant E. coli’nin OmpC sentezinde artis
oldugu tespit edildi. hns indirekt tarzda
OmpF ve OmpC sentezini diizenlemektedir.
H-NS’nin OmpF {izerine pozitif etkisi
disiiniildiglinde (Dorman vd 1999) bu
azalmayi nasil sagladig1 heniiz
bilinmemektedir. Darcan vd. (1999) deniz
suyuna etanol ilave ettiklerinde E. coli ve
Salmonella typhimurium’un porin sentezinde
artts  oldugunu  gostermislerdir.  Ancak
nutrient brot besiyerinde yapilan c¢aligmada
ise OmpF sentezinde azalma oldugu
goriilmektedir. Zengin besiyeri ve minimal
medium gibi besi ortamlar1 ile yapilan
calismalarda elde edilen sonuglardan dogal
ortam olarak gol, nehir, toprak ve deniz suyu
gibi ortamlarda elde edilen sonuglar farkll
olabilmektedir (Darcan 2005). Porin sentez
mekanizmasit olduk¢a kompleks bir kontrol
mekanizmasina  sahiptir  (Darcan 2012-
Sekil.3). Etanol ilave edildiginde meydana
gelen OmpF porin sentezindeki azalmada
pta’nin, dolayisi ile Acp’in roliiniin nasil

oldugu ileriki  calismalarin  konusunu
olusturacaktir.
Formaldehit ilavesinde OmpF sentezinin

%350 oraninda azaldig1, ayn1 sekilde rpoS, pta
ve hns mutant E. coli’de de %50 oraninda
azalma oldugu belirlenmistir.  OmpC
sentezinin de ortama formaldehit ilave
edildiginde azaldigi, pta ve hns mutant E.
coli’de de aymi sekilde azaldigi ancak rpoS
mutant E. coli’de OmpC artis gostermistir.
Formaldehit oldukga reaktif bir kimyasal
olup, proteinler, DNA ve RNA le
etkilesmektedir ve Proteinler ile iliskisi
amino gruplari ile olmaktadir (Mcdonnell ve
Russell 1999). Darcan (1999) deniz suyunda
yaptig1 caligmasinda, formaldehit ve SDS
gibi  dezenfektan  oOzellikli ~ kimyasal
maddelerin E. coli ve S. typhimurium’un dis
membranindaki proteinlerin, OmpC ve
OmpF porin proteinlerinin sentez diizeyini
azalttigini  gostermistir.  Bu  calismada
formaldehit varliginda porin sentezinde H-
NS nin roli ortaya konulmus, ancak
varliginda negatif etkisi oldugu bilinen H-NS
nin, yoklugunda OmpC sentezinin azalmasi
ilging bir sonuctur.

SDS ilave edildigi zaman E. coli’nin OmpF
sentezinde kontrole gbre yar1 yariya
azalirken, OmpC sentezinin artis gosterdigi
goriilmektedir. Ayni sekilde pta mutant E.
coli ve hns mutant E. coli’de OmpF sentezi
yine yar1 yartya azalmistir. envZ mutant E.
coli’de ise artig tespit edilmistir. SDS
varliginda OmpC  sentezinin ise arttidi
belirlenirken, aynm sekilde pta mutant harig
envZ, rpoS ve hns mutant E. coli’de yaklasik
%50 lik artis olmustur. Ozkanca (1993) gol
suyunda yaptig1 bir calismada SDS gibi
deterjanlara maruz kalmis E. coli’de OmpC
ve OmpF porin proteinlerinin neredeyse yok
denecek kadar azaldigini belirtmistir. Chong
vd. (2015) OmpC’nin durgunluk fazinda E.
coli'nin EDTA/SDS direncinde Onemli
oldugunu ifade etmistir. Sheinfeld vd. (2017)
de yapmis olduklari c¢aligmada ompC ve
ompF defektli E. coli’de SDS ve EDTA’ya
kars1 hassasiyet olustugunu gostermislerdir.
Calismamizda da biiyiime deneylerinde
hassasiyet goriilmiistiir. Kimyasal maddeler
ilave edildiginde maddelerin igeri aliimin
azaltmak i¢in E. coli’nin biiyikk por caph
OmpF porin sentez diizeyini azaltmalar1 ve
OmpC’yi arttirmasi gerekecektir. Dolayisi ile
OmpF sentezini azaltmak i¢in  hangi
faktorlerin devreye girdigini tespit etmek icin
mutantlarla yapilan ¢alismalarda elde edilen
sonuglardan RpoS ve EnvZ’nin bir roliiniin
olmadig1 goriilmiistiir. pta geninin dolayisi
ile Acp dretiminin OmpF sentezi i¢in
oldukga 6nemli oldugu goriilmektedir.

Klorin temelli bilesikler klinik olarak veya
geleneksel olarak hem antiseptik hemde
dezenfektan olarak kullanilan en Onemli
mikrobiyal halojenlerdir (Erickson vd., 2017;
Ofori wvd., 2017). Klorin agiga c¢ikaran
bilesikler i¢inde en Onemlisi sodyum
hipoklorit ve klorin dioxid gibi bilesiklerdir
(Ofori vd., 2017; Massicotte vd., 2017). Su
igerisinde sodyum hipoklorit, sodyum ve
hipoklorit iyonlarini agiga ¢ikarir. Klor ilave
edilen oOrneklerde OmpC sentezinin %50
oraninda azaldigi, hns mutant E. coli’de de
ayni sekilde azalma goriilmiis, ancak rpoS
mutant E. coli’de onemli bir artig tespit
edilmigtir. Dolayis1 ile rpoS’nin OmpC
tizerine baskilayict bir etkisi oldugu ifade
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edilebilir. OmpC*nin rpoS tarafindan kontrol
edilmedigine dair literatiirde var olan
bilgilere ragmen (Liu ve Ferenci 2001)
rpoS’nin  ompC ile iligkili  oldugu
gorilmektedir. Daha oOnce yaptigimiz
caligmalarda da benzer iliskinin oldugu tespit
edilmistir (Darcan 2005). OmpF sentezi ise
yabani tipte hafifce azalmis, ayni sekilde
envZ, pta ve rpoS genlerinin mutasyonlarinda
da benzer bir durum goriliirken hns mutant
E. coli’lde oO6nemli bir artisin oldugu
belirlenmistir. hns mutant hale getirildiginde
ise yabani tipe daha yakin ancak mutantin
kendi kontroliine gore yaklasik 2 kat daha
yiiksek sonug goriilmekte iken ¢amasir suyu
ilave edildiginde hns mutantta OmpF
sentezinin oldukca azalmasi dikkat cekicidir.
Klor ve c¢amasir suyu ilave edildiginde
hns’nin 6nemli bir roli tespit edilmistir. hns
yoklugunda meydana gelen bu degisimin
molekiiler mekanizmas: ileriki ¢alismalarin

konusunu olusturacaktir. Yabani tip E.
coli’de azalma goriiliirken rpoS mutant
oldugunda  ompC sentezinin  arttig1
belirlenmistir. Ayni sekilde ompF

ekspresyonunun ise hns mutasyonunda arttig1
goriilmektedir (Darcan 1999). Yogun bir
sekilde calisilmasina ragmen klorin serbest
birakan ajanlarin  etki mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir (Du vd 2017).
Oldukga etkin okside edici ajanlar olmalar
nedeniyle proteinlerin aktivitelerini yikar
(Bloomfield 1996). pH 4 ile 7 arasinda, klor
agirlikli olarak HCIO, aktif bilesen olarak
bulunurken, pH 9'un iistiinde, OCl> baskindir.
Dolay1s1 ile kimyasal maddelerin
etkinliklerinde pH olduk¢a Onemli yer
tutmaktadir (Mcdonnel ve Russell 1999).

Klorinler DNA’da niikleotid bazlarinin
klorinlenmis  derivatiflerinin  olusumuna
neden oldugu tamimlanmistir (Shih ve

Lederberg 1976). Hipoklorik asitin oksidatif
fosforilasyonu ~ ve  membranla iliskili
aktiviteleri dagittigi belirlenmistir (Barrette
vd., 1989). Salmonella typhimurium ile
yapilan bir ¢alismada OmpW ve OmpD
porinini kodlayan genlerin ekspresyonunun
ortama H20:2 ve hipoklorik asit ilave edildigi
zaman azaldig1 tespit edilmistir (Morales vd.,
2012; Aguayo vd. 2015). Ancak

coli’nin OmpC porin
protein sentezi olduk¢a artarken OmpF
sentezinin  etkilenmedigi  belirlenmistir.
Farkli bakteri gruplarinda farkli porinlerin
tepkileri farkli olabilmektedir (Martinez-
Flores vd., 1999). McKenna ve Davies
(1988) hipoklorik asitin bakteriyal biiyiimeyi
inhibe ettigi  belirlemistir.  Calismamiz
sonucuna gore klor ilave edilen durumlardaki
ompC sentezi ve molekiiler mekanizmasinin
ve aymi sekilde hns’nin ompF porin protein
geni lzerine klor ve g¢amasir suyu
baglantisida  arastirilmas1  gereken  bir
sonugtur. Osmosensor olarak goérev yapan
envZ’nin mutant oldugu E. coli’de OmpC
Sentezi yabani tipe gore oldukc¢a azalmistir.
Kimyasal maddeler ilave edildiginde en
dikkat ¢eken sonu¢ camasir suyunda elde
edilmistir. Yabani tip ompC ekspresyonu
177£19 dan 752422 ye 4.25 kat artarken
envZ mutantin kendi kontroliine gore artist 3
kata ulagsmistir. Ayrica SDS, H2O, ve
Formaldehit ilave edilen Orneklerde yine
OmpC ekspresyonunda artis  olmustur.
Camagsir suyu ilave edilmis ortamda envZ
mutant E. coli’de goriilen OmpC artis1 yabani
tipte de goriilmiistiir. Dolayis1 ile EnvZ’den
bagimsiz bagka bir faktoriin ¢gamasir suyuna
kars1 sentezi regiile ettigi ifade edilebilir.

H20: ilave edildiginde OmpC sentezi yabani
tipte azalirken aymi oranda hns mutant E.
coli’de de azalmistir. OmpF sentezi yabani
tip, pta ve rpoS mutantta bir degisime
ugramazken, hns mutant oldugunda oldukga
azaldigt  goriilmektedir. envZ  mutant
oldugunda kendi kontroliine gére hem ompC
hem de ompF’nin artis gosterdigi ancak
yabani tipte sentezin gerceklesmesinde
envZ’nin gerekli oldugu ancak yine de bir
miktar EnvZ bagimsiz sentez bulundugu
tespit edilmistir. Hidrojen peroksid virtislere,
bakterilere, maya ve bakteriyal sporlara kars1
dezenfeksiyon, sterilizasyon ve antisepsis
icin biosit olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Genelde Gram pozitif
bakteriler Gram negatiflere gore daha fazla
etkilenir. H>O lipitlere, proteinlere ve
DNA’da dahil hiicre komponentlerinin
tamamina saldiran hidroksil radikali iireterek
bir oxidant olarak da hareket eder (Imlay

calismamizda E.
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2008). Spor olusturmayan veya
mikobakteriyal olmayan Gram pozitif
bakterilere gore Gram negatif bakteriler
antiseptiklere ve dezenfektanlara kars1 daha

direnglidir  (Russell ve Gould 1988;
Mcdonnell ve Russell 1999). Gram
negatiflerdeki ~ dis  membran  birgok

antibakteriyal ajanin girigini sinirlayan bir
bariyerdir (Mcdonnell ve Russell 1999). Bu
sonuglar Gram pozitiflerin hassasiyetlerine
ve E. coli, S. typhimurium ve P. aeruginosa
dis membran proteini mutantlar1 ile yapilan
calismalara dayanmaktadir (Russell ve Furr
1986; El-Falaha vd., 1985). Kimyasal
kirletici maddelerden olan monoklorofenol,
pentaklorofenol ve  kadmiyum  Klorit
kimyasallarinin da etkisi ile OmpF sentezinin
azaldig1 gosterilmistir (Faber vd 1993). Mar
regillonun (kimyasal maddelere direng
regiilonu) porin proteinlerinin  sentezini,
ozellikle OmpF porinini kontrol ettigi ortaya
konmustur. Mar regiilonunun kimyasal
maddelerin hiicre disina atilmasi ve hiicrenin
korunmasinda 6nemli rolii vardir (Alekshun
ve Levy 1999).

Sonu¢ olarak, bakteriler birgok kimyasal

maddeye karst dis membrandaki protein
sentez oranlarin1 degistirerek hem fizyolojik
hem de  genetiksel olarak  direng
gosterebilmektedir. Ancak porinlerin
molekiiler mekanizmast olduk¢a karmagik
olup bircok stres sartinda farkhidir ve
detaylar1 heniiz agiga c¢ikarilabilmis degildir.
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