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ONSOZ

Agir metal kirliligi hem tilkemizde, hem de diinyada giderek artan bir sorundur. Kirliligin
giderilmesi i¢in daha 6nce kullanilan fiziksel ve kimyasal metodlar ¢ogu zaman yetersiz
kalmakta ve bagka kirleticilerin olusmasina yol agmaktadir. Mikroorganizmalarin, 6zellikle de
bakterilerin topraktan ve sudan agir metal gideriminde kullanilmast giderek artan Gnem
tagimaktadir. Ozellikle atik sularda yasayan Zoogloea ramigera bakterisinin daha 6nce
yapilan caligmalarda bakir ve kadmiyumu topladig1 anlagilmugtir. Bu ¢alismada, Zoogloea
ramigera’nin bakir ve kadmiyum konsantrasyonlarinda iireme karakteristifi ve toplama
kapasitesi incelenmistir. Bakir ve kadmiyumu toplama kapasitesinin metabolizmaya bagli
olup olmadigi ve hiicre sitosoliinde ne kadar topladifi incelenmistir. Z. ramigera’nin
genomunda agir metale duyarli cadC geninin varlig1 arastirilmastir.

Y. T. U. Biyoloji Boliimii’nde ¢aligma hayatina basladigim andan itibaren bana yol gosteren,
higbir fedakarliktan kaginmayan, her zaman gii¢ ve destek veren damgmamm Prof. Dr.
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Cevher Keskin’e, Dr. Senay Vural Korkut’a, Biyoloji Anabilim Dali’ndaki ¢aligma
arkadaslarima tesekkiir ederim. Kargilagtigim zorluklarda, bana her tiirlii yardimda bulunan
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OZET

Agir metal kirliligi tilkemizde ve diinyada giderek artmakta olan bir ¢evre problemidir. Bir
cok biyokimyasal reaksiyonda rol oynayan, enzimler ve proteinlerin prostetik grubu olarak
Onemli yasamsal faaliyetlerde rol oynayan agir metaller, fazla miktarda olduklarinda canlilar
icin toksiktir. Agir metaller organik kirleticiler gibi pargalanmadiklarindan, dogrudan besin
zincirine katilirlar. Agir metal kirliliginin gideriminde kullanilan geleneksel kimyasal
yontemlerin ¢ogu zaman yetersiz ve pahali olmasinin yanisira, bu yéntemler ¢evreye bagka
toksik bilesiklerin salinimina da neden olmaktadir.

Dogada, basta mikroorganizmalar olmak fiizere bir ¢ok canliun afir metal toplama
kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu canlilardan en kolay caligilani bakterilerdir.
Zoogloea ramigera, arttim sistemlerinde dogal olarak baskin bulunan bir bakteridir. Bu
bakteri hiicre digina saldig1 fazla miktardaki zayif asidik polisakkarit ile bakir ve kadmiyum
gibi metal katyonlarinmi yiiksek oranda baglamaktadir.

Bu ¢aligmada Z. ramigera’nin belli bakir ve kadmiyum konsantrasyonlarini igeren sivi ve kati
besiyerlerindeki {ireme Kkarakteristigi, bakir ve kadmiyumun birlikte tiremeye etkisi
incelenmigtir. Bu konsantrasyonlardaki bakir ve kadmiyuma maruz birakilan hiicrelerin bakir
ve kadmiyumu toplama kapasitesi, bunun metabolizmaya bagliligi, sitosole tasinimi
aragtinlmigtir. Ayrica Staphylococcus aureus’da kadmiyum tagimmiminda etkili proteini
kodlayan cadC geninin varlig1 Z. ramigera’da DIG isaretleme sistemiyle aragtirilmigtir.

Anahtar kelimeler: Biyoremediasyon, agir metal kirliligi, Zoogloea ramigera
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ABSTRACT

Heavy metal pollution is an accelerating enviromental problem both in our country and in the
world. Most of the heavy metals are essential for biochemical reactions, as they play
important roles for being prosthetic groups of enzymes and proteins. However, their presence
at higher concentrations are toxic for organisms. Due to the fact that heavy metals can not be
degraded like organic pollutants, they directly enter to the food chain. The conventional
chemical methods which have been used for a long time, are insufficient, expensive and give
rise to formation of other toxic compounds.

In nature, a lot of organisms especially microorganisms, have the capability to accumulate
heavy metals. Zoogloea ramigera, which is a Gram negative bacterium, is found abundantly
in sewage effluent. A weakly acidic polysaccharide is secreted by this bacterium, and this
polysaccharide matrix have the capacity to bind heavy metal cations like copper and cadmium
in large amounts.

In this presentation, the growth characteristics of Z. ramigera in liquid and solid mediums
containing copper and cadmium were investigated. In addition, the effects of copper and
cadmium interactions to bacterial growth were explored. At several concentrations of copper
and cadmium, the adsorption capacity of biomass, the relationship between uptake and metal
accumulation in cytosol of the bacterial cell was investigated. In addition, the presence of
cadC gene, which plays role in cadmium transportation in Staphylococcus aureus, was
investigated with DIG labelling system.

Keywords: Bioremediation, heavy metal pollution, Zoogloea ramigera
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1. GIRIS

Bazi agir metal iyonlan1 karmagik biyokimyasal reaksiyonlarda “eser elementler” olarak
Oonemli rol oynadiklarindan eser miktarda tiim canlilar i¢in gereklidir. Fakat gerekli olsun
olmasin bir ¢ok agir metal yiiksek konsantrasyonlarda toksik etkiye neden olmaktadir (Nies,
1999). Dogada bulunan 90 elementin 53°ii agir metaldir ve agir metaller tamamen dolmamig
“d” yoriingelerinden Otiirii ¢ok kolay reaksiyona girerler. Agir metaller hiicre icersine
girdiklerinde molekiillerin 6zellikle tiyol gruplarina (-SH) baglanma egilimindedirler (Nies,
1999). Tiyol gruplarina baglanan agir metaller hassas enzimlerin aktivitesini inhibe edebilirler
(Nies, 1999). Gram negatif bakterilerde metal katyonlarn glutatyona baglanarak, hidrojen
peroksit olusumuna ve olusan bisglutatyonun rediiklenememesi sonucunda hiicre i¢i oksidatif
strese neden olurlar (Nies, 1999). Ayrica afir metal iyonlarimin hiicre ig¢inde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasi, kuvvetli toksik bilesiklerin olugmasina neden oldugundan
fizyolojik agidan hiicre igin tehlike olustururlar. Bu nedenle agir metal iyonlarnin hiicre igi

konsantrasyonlar1 gok siki bir sekilde kontrol edilir.

Bakir elementi periyodik tabloda I B grubuna dahil bir gegis elementidir. Atom numarasi 29,
atom agirhf ise 63.546°dir. Bakir, insanoglu tarafindan kullanilan ilk metaldir. Bugiin
elektrik endiistrisi bakir iiretiminin yapildig1 baslica alanlardan biridir. Canlilarda ise bakur,
stiperoksit dismutaz, sitokrom C oksidaz, katalaz, dopamin hidroksilaz, askorbik asit oksidaz
gibi [1] enzimlerin prostetik grubunun pargas: olarak is géren Onemli eser elementlerden
biridir. Agir molekiil agirlikli oksidazlar %0.05-%0.35 oraninda bakir igerirler. Bakir tiim
viicut dokularinda bulunur ve eksiklifinde anemiye, iskelet sisteminde hasarlara, sinir ve
iireme sisteminde bozukluklara, sagin yapisinda ve renginde bozukluklara neden olur.
Demirle birlikte hemoglobin olusumunda rol oynar. Merkezi sinir sisteminin diizgiin
caligmasinda ve kollajen olusumunda C vitamini ile birlikte ig goriir. Bakirin azot
fiksasyonunda, fotosentezde ve biiyiik ihtimalle klorofil iiretiminde rol oynadigina dair
kanitlar da bulunmaktadir (Steward, 1963). Canlilik i¢in bu derece 6nemli gérevierde rol alan
bakir, proteine bagli olmadigt durumlarda ise toksik etki gosterir. En fazla beyin ve
karacigerde olmak iizere tiim dokularda goriilen bakir konsantrasyonundaki artig, kalitsal

nitelikteki bir hastalik olan Wilson hastaliginda goriiliir.



Kadmiyum, periyodik tabloda II B grubuna dahil bir gegis elementidir. Atom numarasi 48,
atom agirlig1 112.4°dir ve sekiz adet kararli izotop igerir. Kadmiyum diinyanin dig kabugunda
dogal olarak bulunan bir elementtir. Fakat dogada saf olarak bulunmaz ve oksijen (kadmiyum
oksit), klor (kadmiyum kloriir) veya kiikiirt (kadmiyum siilfat, kadmiyum siilfit) ile bilesikler
olusturur. Kadmiyumun olusturdugu bu bilesikler degisik oranlarda suda ¢6ziiniirler. En ¢ok
¢Ozlinen kadmiyum bilesikleri kadmiyum kloriir ve kadmiyum siilfattir [2].

Bagta maden (ginko) endiistrisi olmak {izere, nikel-kadmiyum pilleri, elektrokaplama,
elektronik, plastik, giibre endiistrisinde, metallerin saflagtirnilmasinda, boya fabrikalari,
¢imento iiretimi ve fosil yakitlarinin yakilmasi sonucu (Hutzinger, 1980) yaklasik olarak
4.000-13.000 ton kadmiyumun dogaya, bu miktarmn yansmnin ise nehirlere ve okyanuslara
salindi@1 belirtilmistir [2]. Dogaya karigsan bu atiklardaki kadmiyum bilesiklerinin ¢ogu suda
coziinememektedir. Topraktaki kadmiyumun bir kismu suya karisir veya bitkiler tarafindan
alinir. Kadmiyum kirliliginin bulundugu ortamda yasayan tiim canhilar havadan, sudan,

topraktan veya besin yoluyla viicutlarina kadmiyumun bazi formlarim alirlar.

Agir metaller dogada degisik formalara doniigseler bile asla dogadan yok olmazlar (Wang vd.
1999), [2]. Besin zincirinde birikir, dogada varligin1 devam ettirirler [3] ve organik kirleticiler

gibi biyolojik olarak pargalanamadiklarn i¢in ¢evre igin tehlike olustururlar.

Kadmiyum organizmalar icin toksik, kanserojenik, nefrotoksik ve teratojeniktir [4];
(International Agency for Research on Cancer, 2002). Kanserojenik metaller zayif
mutajenlerdir ve kanserojenitelerinin mekanizmas: hala tam olarak aydinlatilamamigtir
(Beyersmann, 2002). Kadmiyum gibi agir metallerin, mutajenik ve kanserojenik
Ozelliklerini, dogrudan rol oynayan genotoksik ajanlarin etkisini arttinirarak gosterdigi
diistiniilmektedir (Beyersmann, 2002). Bu ozellikler zarar gbérmiis DNA molekiiliiniin
onartmunin engellenmesiyle agiklanabilir. Ultraviyole veya DNA molekiiliine zarar veren
baska tip ajanlarla birlesince kadmiyum komutajenik ve kokanserojenik bir rol oynar (Hatwig,
1995). Kadmiyum iyonlarn veya reaktif metabolitleri hiicre i¢i sinyal iletiminde rol oynayan
molekiilleri etkileyerek gen anlatim kaliplarini degistirir. Olusan bu degisimlerin hiicre

bilylimesi ve senesensi inhibe eden genlerle etkilesmesi sonucu, hiicre ¢ogalmasinda bozukluk



orataya ¢ikar. Kadmiyum hiicrede en az iki tip geni aktive eder. 1) Metallotiyonin, glutatyon
sentezinde rol oynayan enzimler gibi detoksifiye edici ve hiicreyi koruyucu proteinleri
kodlayan genler. 2) Hiicre ¢ogalmasimin kontrol edilmesiyle ilgili proto-onkogenler
(Beyersmann, 2002). Ayrica kadmiyum iyonlarinin hiicresel kalsiyum homeastaisisini
etkiledigi belirlenmigtir (Thévenod ve Jones, 1992; Nicotera vd., 1994; Benters vd., 1996).

Kadmiyum gibi agir metaller hiicre igerisinde niikleotidlere baglanarak DNA’nin tek
zincirinde kirtlmalara yol agarlar (Hughes ve Poole, 1989; Mitra ve Bernstein, 1978). Bunun
yaninda kadmiyum biyokimyasal reaksiyonlarda gerekli olan mangan, ¢inko ve kalsiyumun
yerini alarak canlilara zarar verir. Kadmiyumun biyolojik yart 6mrii ¢ok uzundur, bu yiizden
bobrek, karaciger ve kemiklerde siirekli birikime yol agar [5]. Yaglilikta bir ¢ok etmenlerin bir
araya gelmesiyle kadmiyum birikimi Alzheimer hastaligina da yol agabilmektedir [5].

Bir ¢ok metal canlilar igin az miktarda gerekli olmakla birlikte, bugiline kadar kadmiyumun
biyolojik aktivitesinin olmadig: diigiiniilmekteydi. Lane ve Morel (2000)’a gore, kadmiyum
bir diyatom olan Thalassioria weissflogii’nin karbonik anhidraz enziminde prostetik grup

olarak rol oynamaktadir.

Agir metallerin topraktan ve sudan giderimi igin daha Once kullanilan kimyasal ¢oktiirme,
kimyasal oksidasyon ve rediiksiyon, iyon degisimi, filtrasyon ve elektrokimyasal yontemlerin
bagka toksik bilesikler olusturmasi vb. dezavantajlarindan dolay: biyolojik yéntemlerin 6nemi
giderek artmaktadir. Cilinkii bu teknikler hem yetersiz kalmakta, hem de 6zellikle agir metal
konsantrasyonu g¢ok az oldugunda pahali olmaktadir. Ayrica bu tekniklerin katt atiklara
uygulanmas: da ¢ok zor olmaktadir. On hesaplamalar biyosorpsiyon igleminin, iyon degisim
veya kimyasal ¢oktiirmeye gére daha hesapli bir temizleme yontemi oldugunu goéstermistir
(Ecoles, 1995).

Biyosorpsiyon, biyopresipitasyon, ve bakteri hiicrelerinden elde edilen saflagtinlmig
biyopolimerler, geleneksel fiziksel ve kimyasal metotlara alternatif ve/veya yardimct bir yol

saglarlar (Silver, 1991). Agir metal iceren endiistri atiklarinin biyoakiimilasyon ile
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temizlenmesi bir ¢ok biyoteknoloji firmas: tarafindan yiiriitiilmektedir (Lovely vd., 1991;
Macaskie ve Dean, 1984).

Bakteri, mantar, alg ve Actinomycetes gibi mikroorganizmalarin sudan metal giderimi igin
kullanilmasi giderek artan bir énem kazanmaktadir (Wong vd., 1993; Yakubo ve Dudene,
1986). Bir ¢ok aragtirmada hem prokaryot hem oOkaryot organizmalarn kirli su ve su
kaynaklarindan agir metali giderebilme yeteneklerinin oldugu anlagilmistir. Canli veya 6l
mikroorganizma biyokiitlesi ve iiriinleri metallerin hem ¢6ziinen hem de ¢6ziinmeyen bazi
formlar1 i¢in ¢ok yiiksek derecede yeterli biyoakiimiilatér gorevi goriirler (Silver, 1991;
Lovely vd.,1993; Niu vd., 1993). Biyosorpsiyon toprakta ve sudaki agir metalleri konsantre
etmek i¢in Oonemli bir dogal yoldur (McLean vd.,1996; Berthelin vd., 1995). Agir metalin
sudan mikroorganizmalarca giderilmesinde mikroorganizmanin 6zgiin yiizeysel 6zellikleri,
hiicre metabolizmas1 ve gevrenin fizikokimyasal etkisi gibi bir ¢ok faktor rol oynamaktadir
(Norberg ve Persson, 1984). Bakterilerin hiicre yiizeyi alanlarimin hacimlerine orant ¢ok
yiiksek oldugundan (Beveridge, 1988), ortamdan metalleri adsorplama kapasitesi fazladir.
Bunun yaninda tiim mikroorganizmalarin hiicre yiizeylerinin eksi yiiklii olmas1 bakterilere
hiicre duvarinda metal katyonlarin1 baglama kapasitesi saglar (Volesky vd. 1988). Hiicreler
tarafindan toplanan bakirin gogu bakteri yiizeyinde adsorblanir. Bakir baglanmasi, bakirin
hiicre yiizeyinde bulunan negatif yiiklii karboksil ve fosforil gruplariyla etkilesmesi
neticesinde olur (Mullen vd., 1989). Agir metal katyonlart Gram pozitif bakterilerden Bacillus
subtilis’in peptidoglikan tabakasindaki karboksil gruplarina baglanir (Beveridge, 1985).

Cevreden agir metal kirliliginin giderilmesinde bakterilerin kullanilmasinin en Onemli
avantajlani, diger yontemlerde oldugu gibi toksik ve tehlikeli bilesiklerin kesinlikle
olusmamasi (Kratochvil ve Volesky, 1998), islemin maliyetinin ¢ok daha ucuz olmasi ve agir
metallere daha spesifik olmasidir. Diger yontemlerde kontamine olmug alanin sularla
yikanmasi gerekebilir, bagka yerlere aktarilmas: gerekebilir. Oysa bakterilerle yapilan in situ
temizlemede, buna gerek duyulmaz ve hedef kirletict bulundugu yerde uzaklagtirilir.
Boylelikle aktarim sirasinda hem halk hem de ¢alisanlar igin dogabilecek zararlar Gnlenmig
olur [6]. Biyolojik temizleme dengeli bir ekosistem icin uzun vadeli bir ¢oziimdiir. Metal
adsorplayan mikroorganizmalar kullanildiginda topraktaki metaller baglanip, hareketsiz

kilinarak, yer alt1 su kaynaklarinin kontaminasyonu da onlenmis olur (Valentine vd., 1996).



Ozellikle atik sistemlerde dogal olarak baskin bulunan veya endiistriyel fermentasyon
islemleri atiklarindan elde edilebilecek alg, maya veya bakteri biyokiitleleri ile bu islem daha
hesapli hale getirilebilir (Volesky ve Holan, 1995; Zouboulis vd., 1995). Bir maya tiirii olan
Saccharomyces cerevisiae de endiistriyel fermentasyon sonucu atik niteligi kazandiginda daha
sonra degerlendirebilmek iizere, metal tutma kapasitesi bakimindan aragtirilmaktadir (Volesky

ve May-Philips,1995, Simmons ve Singleton, 1996).

Agir metallerin biyolojik olarak metal siilfitler halinde g¢oktiiriilme iglemi temizleme
(remediasyon) ¢aligmalarinda iimit veren bagka bir stratejidir. Hidrojen siilfit iireten
bakterilerin ¢ogu anaerobtur. Anaerob bir bakteri olan Treponema denticola’nin sistein
biyosentez yolunda rol oynayan iki enzimi kodlayan genlerle E. coli hiicreleri transforme
edilmistir. Boylece aerobik kogullarda agir metal iyonlar1 metal siilfitler halinde ¢oktiiriilerek,
ortamdan uzaklastirtlmigtir. (Wang vd., 1999).

Agir metal gideriminde kullanilmak iizere, bulundugu ortamdaki agir metal konsantrasyonuna
direngli, topraga adapte edilmis, yiizeyinde agir metali baglayabilen protein veya peptid dizisi
tagiyan bakteriler bulunarak c¢aligilmaya baslanmustir [7]. Cesitli Ralstonia, Pseudomonas ve
Bacillus tiirleri agir metalce kirlenmis topraga adapte edilmistir. Agir metal baglayan
proteinler dogal, sentetik veya onlarin tiirevleri: aktivitesi veya stabilitesi arttirilmis fiizyon
proteinleri olabilir [7]. Agir metal baglayan protein veya peptidi kodlayan gen bir ekspresyon
vektoriine klonlanir. Topraga adapte olmus ve afir metale direngli bakteri bu vektodr ile
transforme edilir. Bu tip bir ¢alisma Ralstonia eutropha bakterisinde uygulanmistir. Nicotiana
bentamiana bitkisinin yetigtigi topraga transformant bakteri karigtirildiginda, agir metalin
bitki iistiinde gostermis oldugu toksik etkinin g¢ok azaldig:r goriilmiistiir [7]. (Glu-Sis),Gli
bakiyelerinin arttirilmasiyla iiretilen sentetik fitokelatinlerin metallotiyoninlere gore daha
fazla kadmiyum topladigi anlasilmistir (Bae vd., 2000). Hiicre icinde metallotiyonin
genlerinin ekspresyonunun arttirilmas1 da bakteriye bagli biyosorpsiyon yontemlerinin

gelistirilmesinde uygulanan bagka bir stratejidir (Pazirandeh vd., 1995; Romeyer vd., 1990).

Agir metal toplamak i¢in bakterilerin yaninda tek hiicreli veya ¢ok hiicreli mantarlar, algler ve

bitkiler de kullanilmaktadir. Ayrica siyanobakterlerden Synechococcus’da metal baglayan



metallotiyonin geni izole edilmis olup, bu organizma da agir metal toplamada
kullanilmaktadir (Silver ve Ji, 1994). Okaryotik alglerden Dunaliella viridis, Chlamydomonas
reinhardtii ilkemizde de c¢aligilan alglerdir. Agaricus arvenis, Lycoperdon giganteum,
Amanita rubescens, Boletus edulis, Pleurotus ostreatus, Polyporus betulinus [8], Dianthus
caryophyllus, Tagetes erecta [9] mantarlar agir metal toplama iglemlerinde en ¢ok kullanilan
tiirlerdir. Bitkilerde Datura innoxia [10], ve Thlaspi caerulescens [11] agir metal toplamada
olduk¢a yararlanilmaktadir. Crustacea’lerde kadmiyum birikimi ve metallotiyonin

proteinlerine metallerin baglanmasi ¢aligiimaktadir [12].

Atik ve antim sularinda baskin bulunan bir bakteri tiirii olan Zoogloea ramigera (Rosello-
Mora vd., 1995) agir metali adsorplama kapasitesi bakimindan en g¢gok caligilan bakteri
tiirlerinden biridir. Z. ramigera canli ve/veya cansiz biyokiitlesiyle ¢ok miktarda bakir ve
kadmiyumu sulu ortamdan toplayabilmektedir (Norberg ve Persson, 1984). Biyolojik antim
yontemlerinin gelistirilmesinde Z. ramigera’nmin kullanilmasi, bu bakterinin atik sularda
baskin bulunmasindan dolayl, biyolojik antimin (biyoremediasyon) ekonomik hale

getirilmesinde oldukg¢a 6nem tagimaktadir (Volesky ve Holan, 1995; Zouboulis vd., 1995).

Zoogloea ramigera, zorunlu aerob, Gram-negatif, spor olusturmayan, 0.5-1.0 pm c¢apinda,
1.0-3.0 pm uzunlugunda, kemoorganotrof, fermentasyon yapmayan, ¢omak seklinde, polar
flagellaya sahip monotrik bir bakteridir (Buchanan vd., 1974) (Sekil 1.1). Z. ramigera,
sistematik simiflandirmada Pseudomononadaceae familyasina girer (Buchanan vd.,1974)
(Cizelge 1.1). Bu familyanin tiirleri toprakta, kaynak sularinda, denizde, bagka dogal
materyallerde veya bitkilerde ve hayvanlarda hastalik ajani olarak bulunurlar (Dugan vd.,
1981a). Bu familya 86 yil 6nce tammlanmistir (Winslow vd., 1917) ve Zoogloea cinsi diginda

ii¢ cinsi daha vardir. Bunlar Pseudomonas, Xanthomonas ve Gluconobacter’ dir.



Sekil 1.1 Z. ramigera hiicresi (Tortora vd.,1989)

Cizelge 1.1 Bergey’in Sistematik Bakterioloji Kitabina gore Z. ramigera’nin simflandiriimasi

Alem Procaryotae
Boliim I Gracilicutes
Familya I Pseudomonadaceae
Cins IV Zoogloea

Zoogloea cinsi Pseudomonadaceae familyasindaki dort cins i¢inde en eski bulunmus olanidir.
Ismi Cohn (1854) tarafindan verilmis ama baslangigta tamimlanamadif1 igin yaymna kabul
edilmemigtir (Zvirbulis ve Hatt, 1967). “Zoogloea” ismi Yunanca’dan gelir ve hayvansal
tutkal, hayvan jelatini anlamin:t tagimaktadir (Dugan vd., 1981b). Yillar sonra Itzisohn (1867)
dogal ortaminda (su ve lagim) rahatlikla tanimlanabilecek serbestce yiizen, tipik kiimelesme
gosteren, etrafi parmak seklinde disari ¢ikinti yapan jelatinimsi matriks ile gevrili, comak

sekilli bakterilere Zoogloea ramigera ismini vermigtir (Itzisohn, 1867; Crabtree ve McCoy,



1967). Zoogloea cinsine ait bakterileri, benzer metabolik ve biyokimyasal 6zelliklere sahip
bakterilerden ayirt etmek i¢in kullanilan esas 6zellik Zoogloea bakterilerinin salkim halindeki

hiicreleri saran bu jelatinimsi matriksdir.

Bu cinsin iki tiiri vardir: Z. ramigera ve Z. filipedula. Her iki tiir de lagim sularindan
(Crabtree ve McCoy, 1967; Butterfield vd., 1937; Butterfield vd., 1941; McKinney ve
Horwood, 1952), organik maddece zengin oksijenlenmis sulardan, aktif camur veya
oksidasyon havuzlari gibi oksidatif metodlar uygulayan lagim aritma sistemlerinden izole
edilmiglerdir (Dugan vd., 1981b). Her iki tiir de hareketsiz kiiltiir kogullarinda, kiimeden
disariya parmak geklinde, dallanmis ¢ikinti olugtururlar.

Z. ramigera

hiicresi

Zoogloeal

matriks

Sekil 1.2 Z. ramigera hiicreleri ve etraflarin1 saran polisakkarit tabakasi ile kiimelesme
olusumu (Tortora vd., 1989)

Aktive edilmis gamur sistemlerinde kiimelesme nedeni oldugu kabul edilmektedir (Rosello-
Mora vd., 1995). Ureme sonucu hiicre kiimesi ¢okelerek, goreceli berrak sivi olusturur.
Zoogloeal matriks (Zooglan), bir g¢ok hiicreyi saran ve ¢ogunlukla sivi besiyerinde
kiimelesmis biiyiimeyle sonuglanan kapsiiler bir zarftir (Sekil 1.2). Hiicre kiimesini saran
Zoogloeal matriks zayif asidik polisakkaridlerden olusan (Ikeda vd., 1982) polimer

iplikgiklerinin bir biitiiniidiir (Bush ve Stumm, 1968; Deinema ve Zevenhuizen, 1971,



Finstein, 1969; Friedman ve Dugan, 1968; Friedman vd., 1968; Tago ve Aida, 1977). Z
ramigera 115 susundan elde edilen polisakkarit D-glukoz, D-galaktoz ve purivik asidin
11:3:1.5 oraminda birlesmesinden meydana gelmistir. Kiime olusturan tiim bakteriler, hiicre
disina salinan polisakkarit iplikgikleri fiiretirler. Yalmiz kiime olusturan Gram negatif

bakterilerin hepsi Sekil 1.2°de goriilen karakterde bir Zoogloeal matriks olugturmazlar.

Z. ramigera’nin lirettigi zayif asidik ve eksi yiiklii polisakkaritler, art1 yiiklii metal iyonlarini
adsorplar. Bu yilizden agir metallerin gok diigiik konsantrasyonlarina bile hassastir (Norberg
ve Persson, 1984). Kadmiyum en fazla, bu biyopolimerde bulunan piirivik asidin karboksil
grubu tarafindan, hiicre duvarinda ise siilfidril, hidroksil, fosforil ve karboksil gruplan
tarafindan adsorplanir (Park vd., 1999).

Escherichia coli’de Cad operonu lizin/kadavrin antiporter1 CadB’yi ve lizin dekarboksilaz
enzimi CadA’y1 kodlayan cadB ve cadA genlerinden olusur. Bu operonun anlatimi operonun
yukanisinda bulunan regiilatér protein olan CadC proteinine baghdir. Promotdr pcaq’nin
ekspresyonu diisiik pH, diisiik oksijen konsantrasyonu, zengin besi ortamu ve fazla lizin ile
indiiklenir. Biitiin bu sinyaller cadBA ekspresyonunu cadC-bagiml yol ile aktive eder (Meng
ve Bennett ,1992; Meng ve Bennett, 1992; Neely ve Olson, 1996; Watson vd., 1992). Ayni
zamanda cadC geni Staphylococcus aureus pl258 plazmitinde de bulunur ve kodladig:
protein, Cd (II), Pb(Il) ve Zn(I) metallerinin hiicre digina atilmasinda rol oynayan, hiicrenin
metale kars1 direncini saglayan ve cad operonunun regiilasyonundan sorumlu, metale duyarl
bir proteindir (Busenlehner vd., 2002). CadC, ArsR ailesine aittir ve metale bagimli olarak
cad operonunu transkripsiyonel repressoriidiir (Busenlehner vd., 2001). Agir metale karsi
gosterilen bu direng, cad operonunda bulunan, kadmiyumun hiicre digina atimasindan
sorumlu cadA geni ve kadmiyuma cevap veren transkiripsiyon regiilatori cadC geni
sayesinde gergeklesmektedir. CadC proteini bes adet sistein igerir. Ug sistein amino asidi
bakiyesinin proteinden ¢ikarilmasiyla birlikte, hem in vivo hem de in vitro’da CadC tarafindan
metale bagiml regiilasyonun kayboldugu goriilmektedir. Bu durum bu ii¢ sistein amino asidi
bakiyesinin Cd (II), Pb(Il) ve Zn(Il)’ye cevap vermesinde rol oynadigini ortaya koymaktadir
(Sun vd., 2001)
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Bu tez kapsaminda, dogal ortam: atik su aritim sistemleri olan ve burada baskin bir tiir olarak
bulunan Z. ramigera’nin agir metallerden bakir ve kadmiyumu toplama kapasitesi
aragtinlmgtir. Agir metalleri polisakkarit tabakasiyla olduk¢a fazla oranda adsorplama
kapasitesi olan Z. ramigera’nin bakir ve kadmiyumu, hiicre duvarinda ve sitosolde ne kadar
topladigi incelenmistir. Bakir ve kadmiyum toplanmasinin hiicre metabolizmasina baglt olup
olmadigi  aragtinlmig, kadmiyumun almimimmin  metabolizmaya bagimhi  oldugu
diigiiniildiigiinden, S. aureus’ta cad operonun diizenlenmesinden sorumlu, metale duyarl

cadC geninin Z. ramigera genomunda varlig1 DIG sistemi ile incelenmistir.
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1 Organizmalar ve plazmit

2.1.1 Organizmalar

Bu ¢alismada Zoogloea ramigera DSM 287 susu kullanuilmigtir, Bu sug, Almanya’da bulunan
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) sirketinden temin
edilmistir. Plazmit ¢ogaltilmasinda kullanilan Escherichia coli DH5a susu Wayne State
Universitesi, Tip Fakiiltesinden, Prof. Dr. Barry Rosen’dan elde edilmistir. Z ramigera ve E.

coli irklarina ait 6zellikler Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Calismada kullanilan Z. ramigera ve E. coli irklarimin 6zellikleri

Irklar Ozellikler

Z. ramigera DSM 287 | Yabani tip

E.coli DH5a. supEd4  AlacU169 (D80 lacZAM15)
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl

2.1.2 Plazmit

Southern Hibridizasyonu i¢in prob olarak cadC geni kullanilmugtir. S. aureus’tan izole edilmis
olan bu gen, Wayne State Universitesi, Tip Fakiiltesinden, Prof. Dr. Barry Rosen tarafindan
pET 28-a plazmiti i¢erisinde gonderilmistir. Plazmitin genetik haritas: Sekil 2.1°de verilmistir.
pET-28a plazmitinin tasidig1 cadC geni Xba 1 ve Hind III enzimlerinin kesim noktalarinda

bulunmakta ve gen T7/ac promotdriiniin kontrold altindadir.
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Sekil 2.1 pET-28a plazmidinin genetik haritas:

2.2 Kullanilan besiyerleri

Calismadaki organizmalarin iiretilmesinde kullanilan besiyeri icerikleri Cizelge 2.2 [15]; [16]

ve 2.3’te verilmistir.

Cizelge 2.2 Z. ramigera’nin iiretiminde kullamlan besiyeri (pH )

Icerik Konsantrasyon
(&M
Pepton (Oxoid) 5
Et ekstresi (Mikrobiologie) 3
Bacto agar (Difco) 15
(Kat1 Besiyeri igin)

“Besiyeri pH’s1 10 N NaOH ile ayarland1.
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Cizelge 2.3 E. coli’nin iiretiminde kullanilan besiyeri

Besiyeri Icerik (g/)

“Luria Bertani” siv1 besiyeri (LB)" Bacto tryptone (Mikrobiologie) 10g
Bacto yeast extract (Mikrobiologie) 5g

NaCl 10 g
“Luria Bertani” kat1 besiyeri (LBA)" LB besiyeri
Bacto agar 15¢g

‘Rekombinant E. coli hiicrelerinin segimi igin LB ve LBA besiyerlerine millipore filtre (Schleicher&Schuell, por
biytikliigti: 0.45 pum) ile steril edilmis kanamisin (35 mg/l) eklendi.

Tiim besiyerleri hazirlandiktan sonra 25 dakika, 121 °C, 1.5 Atm basing altinda otoklavida

sterilize edildi.

Agir metal iceren besiyerleri icin 1 M CuCl, ve 1 M CdCl, stok ¢ozeltileri dH,O igerisinde
hazirland:, millipore filtre ile steril edildi. 25 ml’lik besiyerlerinde, galisilan afir metal
konsantrasyonlarmi (Malzeme ve Yontem 2.6) saglayabilmek igin, stok CuCl, ¢ozeltisi 1/10,
stok CdCl, gozeltisi 1/100 sdH,O ile sulandirilarak hem sivi hem de kati besiyerlerine

(Cizelge 2.2) otoklavda sterilizasyondan sonra galigilan konsantrasyonlarda eklendi.

2.3 Organizmalarm iiretimi ve saklanmasi

Caligsmalar sirasinda kullanilan organizmalarin ¢alisma siiresince iiretilmesi ve saklanmasinda

Cizelge 2.2 ve Cizelge 2.3’de belirtilen besiyerleri kullanildi.

2.3.1 Z. ramigera’nin iiretilmesi ve saklanmasz

DSMZ sirketinden temin edilen liyoflize edilmis Z. ramigera DSM 287’1 Kkiiltiirii, steril
ortamda agilarak, 1 ml Cizelge 2.2°de agiklanan sivi besiyerinde siispanse edildi [17]. Steril

pastor pipetle iyice karigtirildiktan sonra hem katt hem de sivi besiyerine birer damla inokiile
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edildi ve 30 °C’de 2 giin iretildi. Kat1 besiyerinde iireyen kolonilerden tekrar azaltma
yontemiyle kat1 besiyerine ekilerek, 30 °C’de 2 gece iiremeye birakildi. Kati besiyerinde

tireyen hiicreler 4 °C’de saklandi. Calisma siiresince kiiltiirler her ay yenilendi.

2.3.2 E. coli DH50, irkimin iiretilmesi

%50 gliserol igerisinde —20 %C’de saklanan stok E. coli susundan alinan bir 6ze dolusu 6rnek,
5 ml LB (Cizelge 2.3) besiyerinde 37 °C’de 150 devir/dakikada 1 gece tiretildi. Elde edilen
doygun kiiltiirler, LBA (Cizelge 2.3) besiyerine aktarildi ve 37 %C’de 1 gece iiremeye
birakildi. LBA iizerinde tireyen hiicreler 4 9C’de saklandi. Calisma siiresince kiiltiirler her ay
yenilendi. Rekombinant E. coli hiicrelerinin se¢imi igin kanamisin iceren LBA besiyeri
kullanildz.

2.4 Z. ramigera’nin zamana bagh iiremesinin saptanmasi

Z. ramigera iiremesi swrasinda kiimelesen bir bakteri oldugundan zamana bagli olarak
liremesinin saptanmasi igin tireyen hiicrelerin kuru biyokiitlesi saptandi. Bunun i¢in daha 6nce
ekilmis, iiremis ve +4 °C’de saklanan kati besiyerindeki kiiltiirden tek koloni stvi besiyerine
ekildi, 30 °C’de 90 devir/dakika 2 gece iiremeye birakildi. Daha sonra bu kiiltiirden 20 ml s1v1
besiyeri (Cizelge 2.2) iceren 100 ml’lik erlenlere, besiyerinin % 1 hacmi (200 ul) kadar ekim
yapilarak, 30 °C’de 90 devir/dakika iiremeye birakildi. Bir mikrosantrifiij tiipiiniin darasi
alind1 ve ekim yapilan kiiltiirden, ekim yapilan hacim kadar ilave edildi. 10000 rpm’de 5
dakika ¢oktiirme isleminden sonra, iist faz atildi. Tiip tartild1 ve agz agik olarak 105 OC ik
etiivde 1 gece, son agirlifinin degismedigi zamana kadar kurutuldu ve tartildi (Gerhardt vd.,
1981). Boylece inokiile edilen hiicrelerin kuru biyokiitlesi saptanmig oldu.

Belirli zaman araliklarinda kiiltiirler yukarida anlatilan sekilde topland1 ve kuru biyokiitleleri
saptandi. Son agirhiktan tiipiin darast gikanildifinda, zamana bagh kuru agirlik olarak hiicre

sayisindaki degisim saptamis oldu. Ureme grafiginin ¢ikarilmasi igin bu deney iki kez
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tekrarland.

2.5 Generasyon siiresinin hesaplanmasi

Hiicrelerin logaritmik {ireme sirasinda iki katina ¢ikmalar1 igin gerekli siire olan generasyon

siiresi (S¢), dogal logaritma denklemi kullanilarak hesaplandi.
log ¥ =loga+b(loge) X

a = Sabit terim b =Egim

2.6 Z. ramigera’nin farklhh bakir ve kadmiyum konsantrasyonlarinda iireme
durumlarinin incelenmesi

Bu ¢alismada uygulanacak maksimum CuCl, ve CdCl, konsantrasyonlari, iremenin tamamen
durdugu konsantrasyon olarak belirlendi. Z. ramigera’mn 2 giinliik kati1 besiyerindeki
kiiltiirlerinden tek koloni, steril besiyeri ile (Cizelge 2.2) sulandirilarak iki agir metali de
iceren kati besiyerlerine ekildi ve iireme gozlendi. Buna gére CuCly i¢in belirlenen
konsantrasyonlar 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 0.75, 0.8, 0.9 ve 1 mM, CdCl, i¢in belirlenen
konsantrasyonlar 0, 5, 10, 20, 25, 30, 40 uM’dir. CuCl, ve CdCl, besiyerinde birlikte
bulundugunda, her iki metal i¢in de kullanilan konsantrasyonlar aymidir ve bu degerler 0,
0.025 ve 0.05 mM’dir. Saptanan konsantrasyonlarda hem kati hem de sivi besiyerleri
hazirlandi. Yukarida agiklanan konsantrasyonlarda bakir ve kadmiyum iceren petrilere, 2
giinlilk agir metal icermeyen kati besiyerindeki kiiltiirlerden alinan tek koloni, 107 ve 107
oranlarinda steril besiyeri ile sulandirilarak, bu karigimdan 100’er pl yayma yontemi ile

ekildi. Petriler 4-6 giin 30 °C’de tiremeye birakildu.

Agir metal igeren sivi besiyerlerine ekim yapilmadan once, kati besiyerindeki 2 giinliik Z.
ramigera kiiltiiriinden tek koloni alinarak siv1 besiyerine ekildi ve 30 C’de ¢alkalayic etiivde
(90 devir/dakika), logaritmik fazin ortalarina kadar iiretildi. Bu kiiltirden, 100 ml’lik
erlenlerde yukarida belirtilen konsantrasyonlarda bakir ve kadmiyum igeren 25 ml sivi
besiyerine 250 pl ekim yapildi. Kiiltiirler, 30 0C’de, 90 devir/dakikada calkalanarak,

e “fﬂ@‘“%w
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logaritmik fazin sonlarmna kadar (44 saat) iiremeye birakildi. Ureme sonunda 25 ml’lik
kiilttirler 4000 rpm’de 30 dakika ¢oktiiriildii. Ust faz tiipte yaklasik 1 ml kalacak sekilde
dikkatlice uzaklagtirildi. Hiicreler daras1 alinmig mikrosantrifiij tiiplerinde toplandi ve 10000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 faz dikkatlice uzaklastirildi ve hiicre biyokiitlesi
mikrosantriftij tliptiyle tartildi. Mikrosantriflij tlipliniin agirligi ¢ikarilarak her agir metal

konsantrasyonunda tiremis hiicrelerin yas agirligi saptandi.

2.7 Z. ramigera tarafindan bakir ve kadmiyum aliniminin §l¢iilmesi

Z. ramigera’nin bakir ve kadmiyum igeren ortamdan bakir ve kadmiyumu uzaklastirma

kapasitesi ol¢tildi.

Bakir ve kadmiyum toplanmasimn Z. ramigera’nin metabolizmasina bagl olup olmadiginin
anlagilmasi i¢in 2.6’da bahsedilen konsantrasyonlarda bakir ve kadmiyum iceren ortamdan,

hiicre sitosoliinde toplanan metal konsantrasyonu tayin edildi

Bakir ve kadmiyum elementlerinin analizinde kullamilan malzemelerden gelebilecek
kontaminasyonu Onlemek amaciyla, cam malzemeler 6nce deterjanli suda temizlendikten
sonra, ¢gesme suyu ve ardindan bdH,O ile ¢alkalandi. Bu agamadan sonra bdH,0O igersinde
¢ozlilmiis 1 N HCI ¢ozeltisinde 16 saat bekletildikten sonra bdH,O iyice galkalanarak etlivde
kurutuldu.

2.7.1 Z. ramigera biyokiitlesi tarafindan bakir ve kadmiyum aliniminin tayini

Z. ramigera DSM 287 susu, s1v1 besiyerine (Cizelge 2.2), kat1 besiyerindeki tiremis kiiltiirden
tek koloni ekim yapilarak, 30 %C’de galkalayict etiivde (90 devir/dakika), 2 giin iiretildi. 100
ml’lik erlenlerde 2.6’da belirtilen konsantrasyonlarda bakir ve kadmiyum igeren 25 ml sivi
besiyerine hacmin %1°i kadar bu kiiltiirden ekim yapildi. Kiiltiir, 30 %C’de, 90 devir/dakikada

calkalanarak, logaritmik fazin sonlarina kadar (44 saat) iiremeye birakildi. Ureme sonunda 25
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ml’lik kiiltiirler 4000 rpm’de 30 dakika ¢oktirildi. Ust faz alindi, bakir ve kadmiyum
konsantrasyonu Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi (Solar, Unicam 929 AA

Spectrometer) ile 6lglilmek tizere gerekli seyreltmeler yapildi.

Bakir alimminin tayininde kullanilan stok standart soliisyonu 1000 mg Cu’nun (Sigma) balon
jojede son hacmi 1lt olacak sekilde bdH,O icerisinde ¢oziilmesiyle hazirlandi. Bu stok
standart soliisyonlar1 degisik oranlarda seyreltilerek 1-2 ve 4 mg/1t’lik konsantrasyonlarda

hazirlanan standart ¢ézeltileri kullanildi.

Kadmiyum alimmimin tayininde kullamilan stok standart soliisyonu 1000 mg Cd’nin
(Pancreac) balon jojede son hacmi 11t olacak sekilde bdH,O igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.
Bu stok standart soliisyonlar degisik oranlarda seyreltilerek 0.2-0.4-0.8-1 ve 1.6 mg/lt’lik

konsantrasyonlarda hazirlanan standart ¢zeltiler kullanldi.

Bakir ve kadmiyum i¢in 6l¢iim sartlar1 Cizelge 2.4°te verildi.

Cizelge 2.4 Bakir ve kadmiyum miktarlarinin él¢timlerinde atomik absorpsiyon
spektrofotometresinde kullanilan parametreler

Element | Isik | Dalga Alev Alev | Yakit | Olgme | Emme | Okuma
Araligi | Boyu (mg/lt) | (It/dk) | Stiresi | Siiresi | Sayist
(nm) | (nm) (sm) | (sn)
Bakir 0.5 | 324.8 | Hava/Asetilen | 0.041 |0.8-1.1 2 2 3
Kadmiyum| 0.5 | 228.8 | Hava/Asetilen | 0.032 | 1-1.3 2 2 3

2.7.2 Bakir ve kadmiyumun hiicre sitosoliine almmiminin tayini

Hiicre sitosoliinde toplanan bakir ve kadmiyumun tayini igin yas agirligi saptanan hiicreler
bdH,O0 ile siispansiyon haline getirildikten sonra, ultrasonikatérde (Soniprep 150) 12 Micro
Amplitude’de, pargalandi. Tiim &rnekler bdH,O ile ayni hacime tamamlandi ve ortamdan
hiicre duvarini uzaklastirmak amaciyla 15000 rpm’de 30 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij
sonrasi sivi faz temiz bir tiipe almdi ve 2.7.1’de agiklandigr sekilde ve ayni standartlar

kullanilarak Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi ile 6lgiildii.
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2.8 Digoksigenin (DIG) sistemi ile Southern Hibridizasyonu

DNA, RNA ve oligoniikleotidlerin igaretlenerek tek gen kopyalarinin belirlenmesi amaciyla
geligtirilen Digoksigenin (DIG) sisteminin temelini, pek ¢ok alanda yaygin bi¢imde kullanilan

immunolojik analizler olusturur.

Bu ¢alismada E. coli DH50. susunun igerdigi pET-28a plazmitinde bulunan cadC geni prob
olarak kullanilmis ve Z. ramigera’nmin genomunda cadC geninin varlit DIG DNA Labelling

and Detection Kit (Boehringer Mannheim, Kat. No: 1093657) kullanilarak analiz edilmistir.

2.8.1 Southern hibridizasyonu i¢in Z. ramigera genomik DNA’smin hazirlanmasi

2.8.1.1 Zoogloea ramigera’dan genomik DNA izolasyonu

Z. ramigera’dan genomik DNA, Ausubel vd.’nin (1995) gelistirdikleri yéntemde degisiklikler
yapilarak izole edildi.

e 50 ml s1v1 besiyerine (Cizelge 2.2), 2 giinliik kiiltiirden tek koloniden ekim yapildi. 90
devir/dakikada, 30°C’de, 2 gece boyunca iiretildi.

e 50 ml’lik kiiltiir 4000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek toplandu.

e (Coktiirme isleminden sonra, {ist faz atildi. Cokelti 18 ml TE (Cizelge 2.5) igersinde
¢oziildii ve tekrar 4000 rpm’de, 30 dakika ¢oktiiriildii.

e Ust faz atildi, pellet halindeki hiicreler 18 ml TE’de ¢oziildii ve tizerine 1 ml % 10
SDS (w/v) eklendi, tiip alt tist edilerek karigtirildi.

e Siispansiyon 37 °C’lik su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi.

o Inkiibasyonun sonunda, stispansiyona 3 ml 5 M NaCl eklendi ve tiip alt Gist edilerek

karistirildi.

e Bu kansimin iizerine 3 ml CTAB/NaCl karigtm: (Cizelge 2.5) eklendi ve tiip alt fist
edilerek karistirildi.
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Daha sonra 65 °C’lik su banyosunda 10 dakika inkiibe edildi.

Stispansiyona 23 ml kloroform/izoamil alkol (25:1) karisimi eklendi ve tiip alt iist

edilerek karigtirildi.
10000 rpm’de 5 dakika ¢oktiiriildii.

Coktirme igleminin ardindan iist faz temiz bir tiipe aktarildi ve iizerine 23 ml

fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1) karigimi eklendi. Tiip alt tist edildi.
10000 rpm’de 5 dakika ¢oktiirtildii.

Ust faz alinarak temiz bir tiipe aktarild: ve {izerine 23 ml kloroform/izoamil alkol

(25:1) eklendi.
10000 rpm’de 5 dakika ¢oktiiriildii.

Ust faz yeniden temiz bir tiipe aktarildiktan sonra, tizerine 600 pl izopropanol eklendi.
Tiip alt {ist edilerek karistirildi.

10000 rpm’de 10 dakika ¢oktiiriildii.

Coktlirme igleminin ardindan st faz dikkatli bir sekilde uzaklastirildi ve ¢okelmis
DNA'y1 tuzdan uzaklastirmak amaciyla 1 ml 4 °C’de sogutulmus % 70°lik EtOH
eklendi.

10000 rpm’de 1 dakika ¢oktiiriildi.
Ust faz uzaklastirildr. Pellet halindeki 6rnek oda sicakliginda kurutuldu.
DNA c¢okeltisi 100 ul TE’de ¢6ziildii.

Ortamdan RNA’y1 uzaklagtirmak i¢in son konsantrasyon 20 pg/ml olacak sekilde 4pul
RNaz eklenerek 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

Daha sonra pargalanan RNA’lar1 ve RNaz’1 uzaklagtirmak igin bu karigimin {izerine

200 pl (2 x hacim) fenol eklendi, alt tist edilerek karigtirilda.
13000 rpm’de 5 dakika ¢oktiiriildii.

Coktlirme sonucu genom DNA’simin bulundugu iist faz ayr1 bir mikrosantrifiyj tiiptine

aktarilarak, 200 pl kloroform/izoamil alkol (25:1) karisimi eklenerek 30 saniye
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vorteks yapildi.

e 13000 rpm'de 5 dakika ¢oktiirme isleminin ardindan, iist faz temiz bir mikrosantrifijj
tiipiine aktarilarak, 15 pl (hacmin 1/10'u kadar) 3 M NaAc eklendi, iyice karigtirildi.

¢ Bu kanisim tizerine 375 ul (hacmin 2.5 kat kadar) -20 °C’de sogutulmus % 100 EtOH
eklenerek, 16 saat -20 °C’de bekletildi.

e Siire sonunda 4 °C, 13000 rpm’de 30 dakika santriftij edildi.

o Ust faz atildiktan sonra, ¢Skelti tizerine 500 pl 4 °C’de sogutulmus % 70 EtOH (v/v)
eklendi, DNA ¢okeltisinin ¢oziinmemesine dikkat ederek, tiip birkag kez alt tist edildi.

e 4°C’de 13000 rpm’de 5 dakika ¢oktiirtildii.
o Alkol faz1 dikkatlice uzaklagtirildi ve pellet oda sicakliginda kurutuldu.

e Daha sonra 50 pl 10 mM Tris-HCI (pH 8) igerisinde ¢oziildii.

Cizelge 2.5 Genomik DNA izolasyonunda kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Tampon ve Cozeltiler Icerik
Tris-EDTA (TE) tamponu (pH 8)° Tris-HCI 10 mM
EDTA (Carlo Erba Reagenti) 1 mM
CTAB/NaCl CTAB (Sigma) %20 (W/v)
NaCl 0.7M

' Tampon hazirlandiktan sonra 25 dakika, 121 °C, 1.5 Atm basing altinda otoklavlandi.

2.8.1.2 DNA miktar ve safliginin tayini

Z. ramigera’dan izole edilen genomik DNA’nin miktar1 ve safliinin tayininde spektral
yontem kullaruldi. TE ile 1/500 oraninda sulandirilan Orneklerdeki DNA miktart asagida
gosterilen formiil kullanilarak hesaplandi (Maniatis vd., 1982). 1 OD, ¢ift iplikli DNA igin
50ug/ml’ye karsilik gelmektedir.

DNA konsantrasyonu (ug/ml) = ODgox 50 x sulandirim orani

DNA molekiiliiniin safligi, 260 nm dalga boyundaki absorbans degerinin 280 nm dalga
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boyundaki absorbans degerine oranina gore belirlendi. Miktar: belirlenen DNA mikrosantrifiy
tiiplere aktarildi, bazilar1 stok olarak uzun siire saklamak igin —20 C’de, agaroz jele
yiiklenecek drnekler 4 °C’de sakland.

2.8.1.3 Agaroz jel hazirlanisi ve DNA’nin elektroforezi

Genomik DNA’min elektroforetik analizi i¢in % 0.8 (w/v) konsantrasyonunda agaroz jel
kullanildi. % 0.8’lik agaroz igeren 1X TAE (Cizelge 2.6) tamponu, agarozun erimesi i¢in 2
dakika mikrodalga firinda eritildi. Isis1 50-55 %C’ye distiigiinde, DNA’min UV altinda
goriilmesini saglayan, son konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde EtBr (Cizelge2.6)
eklendi. Jel karigimu, yatay elektroforez kasetine dokiildii ve polimerize olmast beklendi.
Polimerizasyon sonrasi tankin igerisine yerlestirilen jele 6rnek DNA’lar yiiklendi. Yiikleme
yapilmadan once ornek DNA’larin jel kuyularina ¢okmesini saglamak igin 1 X yiikleme
boyasi (Cizelge 2.6) ile iyice karismasi saglandi. Aym zamanda jele sonuglarin analizi igin
boyutu bilinen EcoR I ve Hind III enzimleriyle kesilmis A DNA's1 da (Fermentas) yiiklendi.
Elektroforez islemi 1 X TAE tamponu igeren yatay elektroforez tankinda (Biogen) yaklagik
1.5 saat 60 V akimda gergeklestirildi. Elektroforez sonuglari, jellerin kamerali
transilliiminatérde ( UVI tec, UVI Pro, BTS-20-M) 312 nm UV 1sik altinda gozlenerek,
fotograflar: bilgisayara aktarildi.

Cizelge 2.6 Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlar ve ¢ozeltiler

Tampon ve Cozeltiler Igerik
Tris-asetat (TAE) tamponu (5 X)* Trizma Base (Sigma) 242 g
(Toplam 1 litre hacim i¢in) Glasiyel asetik asit 5.71 ml
0.5 M EDTA (pH 8) 10 ml
Yiikleme Tamponu (6 X)* Bromo Fenol Mavisi %0.25
Sukroz %40 (W/v)
Etidium Bromid (EtBr) Etidium Bromid 5 mg/ml

* TAE hazirlandiktan sonra 25 dakika, 121 °C, 1.5 Atm basing altinda otoklavland.

" Yiikleme tamponu hazirlandiktan sonra 4 °C'de sakland.
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2.8.1.4 Genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi

Izole edilmis genomik DNA, probun tamamlayicis: oldugu dizileri taniyip baglanabilmesini
kolaylagtirmak i¢in, Hinc II (Promega), Hind III (Fermentas), Pvu II (Promega), EcoR 1
(Promega), Sal 1 (Promega), Xho 1 (Promega) restriksiyon enzimleri ile kesime maruz

birakildi. Her enzim reaksiyonu i¢in 10 pug genomik DNA kullaniidi.

Cizelge 2.7 Restriksiyon enzimlerinin konsantrasyonlar1 ve birlikte kullanilan tamponlar

Restriksiyon Enzimleri ve | Enzim Tamponu
Konsantrasyonlan

Hinc 11 (10 U/ul) | Multicore Tamponu (Fermentas)
Hind 11T (10 U/ul) | E Tamponu (Promega)

Pvull (10 U/pl) | B Tamponu (Promega)

EcoR 1 (10 U/ul) | H Tamponu (Promega)

Sal 1 (10 U/ul) | D Tamponu (Promega)

Xhol (10 U/ul) | D Tamponu (Promega)

Cizelge 2.8 Restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu

DNA 2 ul

sdH,O 15 pl

Enzim Tamponu |2 pl

Enzim 1l

Toplam Hacim 20 ul

Her enzim kesim reaksiyonu i¢in, bir mikrosantrifiij tlipiine Cizelge 2.8’de belirtilen sirada
maddeler eklendi ve 37°C’lik su banyosunda 2 saat inkiibe edildi. Kesim reaksiyonu sonucu
olusan kesim firiinleri, pozitif kontrol olarak cadC genini igeren pET-28a plazmiti ve negatif
kontrol olarak da EcoR I, Hind Il enzimleriyle kesilmis A DNA’s1 %1’lik agaroz jele
yiiklenerek 1.5 saat 60 V akumda ayrild:.
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2.8.1.5 Southern blotting

2.8.1.4’de agiklandig: gibi restriksiyon enzimleriyle kesime maruz birakilan Z. ramigera’nin

genomik DNA’s1 ile birlikte pET-28a plazmiti ve standart A DNA’s1 %1’lik Agaroz Jel

Elektroforezinde ayrildiktan sonra Southern Blotting yontemi ile Zeta-Probe membrana

(Biorad) transfer edildi. Southern blotting i¢in (Maniatis vd., 1982)’de agiklanan ydntem

degistirilerek uygulandz;

Elektroforez sonrasi, jel kendi boyutlarina uygun bir kaba alind1 ve {izerini rtecek

sekilde 0.25 N HCI ¢ozeltisi iginde 15 dakika calkalanda.

Siire sonunda kabin i¢erisindeki ¢ozelti dokiildi ve denatiirasyon tamponu ilave edildi.

Jel, denatiirasyon tamponunda (Cizelge 2.9) 2 kez 15’er dakika galkalandi.

Denatiirasyon tamponu ortamdan uzaklagtirildiktan sonra, jel 2 kez 15’er dakika 0.5 M
Tris-HCI (pH 7), 3 M NaCl ¢ozeltisi igerisinde ¢alkalandi.

Bu agamanin ardindan jel, sdH,0O ile yikand: ve gereksiz parcalar: kesildi.

Jelin kenarlarindan 2’er cm fazla olacak sekilde 4 adet 3MM filtre kagidi (Whatman)
kesildi.

DNA’larn transfer edilecegi Zeta-Probe membrani jelin kenarlarindan 1’er cm fazla

olacak sekilde kesildi.

Zeta-Probe membran1 ve filtre kagitlar1 20 X SSPE (Cizelge 2.9) c¢ozeltisi ile
doyurulacak sekilde 1slatildi.

Bir siinger kalib1r genis bir kaba yerlestirildi, tizerine 500 ml 20 X SSPE tamponu
eklendi. Siingerin hi¢ hava kabarcigi kalmayacak sekilde tamponu iyice emmesi

sagland.

Siinger iizerine hava kabarcigi kalmayacak sekilde 2 adet 20 X SSPE ile islatilmig
3MM filtre kagidi yerlestirildi.

DNA’larn yiiklendigi taraf {ist yiizeyde olacak sekilde 3MM filtre kagitlarinin iizerine
jel yerlestirildi.

Jelin tizerine 20 X SSPE ile islatilmig Zeta-Probe membram ve tekrar iki kat 3MM
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filtre kagidi hava kabarcigt kalmayacak sekilde yerlestirildi.

e Siingerin agikta kalan kisimlari parafilm ile kapatildi ve 3 MM fitre kagitlarinin
lizerine havlu kagitlardan hazirlanan kalin bir parca eklenip, lizerine cam bir plaka
yerlestirildi. Onun da {izerine kabin yiiksekligine denk gelecek sekilde bir agirlik

yerlestirildi ve gece boyu transferin gergeklesmesi i¢in oda sicakliginda bekletildi.

e Ertesi glin membran ¢ikarildi ve DNA parcalarini sabitlemek i¢in membran UV 151k

(Bio-rad GS Gene linker, C1 programi, 50 mJoule), altinda kurutuldu.

Cizelge 2.9 Southern blotting i¢in kullanilan tampon ve ¢ozeltiler”

Tampon ve Cozeltiler Icerik

Denatiirasyon Tamponu NaOH 0.5M
NaCl 1M

20 X SSPE NaCl 3M
NaH,PO4 100 mM
pH 7.4
EDTA 20 mM

* Tablodaki tampon ve ¢ozeltiler sdH,O ile hazirlanmugtir.

2.8.2 Southern hibridizasyonu i¢in prob hazirlanmasi

2.8.2.1 Plazmit izolasyonu

E. coli DH5a susundan Kaynama Metodu (Hot Boiling Method) (Holmes ve Quigley, 1981)
degistirilerek pET-28a plazmiti izole edildi.

e pET-28a plazmitinde bulunan kanamisin direng genine goére bu plazmiti tagiyan
kolonilerden rastgele segilen bir tanesi 3 ml kanamisinli LB (Cizelge 2.3) besiyerine
ekildi, 150 devir/dakika, 37 0C de 1 gece inkiibe edildi.

¢ Ureme sonunda hiicreler 13000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek topland.

o Ust faz tiipte bir miktar LB kalacak sekilde dokiildii. Tiip vortekslenerek, karigtirilds.
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o 350 ul STET (Cizelge 2.10) ve 20 pl lizozim (Cizelge 2.10) eklendi, hafif¢ce
kanstirilarak 5 dakika buzda inktibe edildi.

e Ardindan 1 dakika kaynayan suda inkiibe edild.i.

e Siire sonunda tiip, 5 dakika buzda inkiibe edildi.

e 13000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.

o Santrifiij sonunda olusan jelatinimsi pellet steril kiirdan ile uzaklastirildi.

e Sivi faza 200 pl 4 M NHsAc ve mikrosantrifiij tiipiinti dolduruncaya kadar soguk
isopropanol eklendi. Tiip vortekslenerek karistirildi ve 20 °Cde 1 gece inkiibe edildi.

e Ertesi giin 13000 rpm’de, 30 dakika santrifiij edildi.

o Ust siv1 faz uzaklastirildi, 500 pl %70 EtOH (v/v) eklendi.

e 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

o Ust siv1 faz dikkatlice ortamdan uzaklastirild ve pellet oda sicaklifinda kurutuldu.

e Pellet 25 pl TE de ¢oziildii.

Cizelge 2.10 Kaynama metoduyla yapilan plazmit izolasyonunda kullanilan tampon ve

cozeltiler
Tampon ve Cozeltiler Icerik
STET Sukroz (Fluka) %8 (w/v)
EDTA (pH 8) 50 mM
Tris-HCI (pH 8) 10 mM
Triton X-100(Sigma) %0.5 (V/v)
Lizozim (250 mM Tris-HCI (pH 7.5) iginde) | Lizozim 20 mg/ml

* Triton X-100, 25 dakika, 121 °C, 1.5 Atm basing altinda otoklavlandiktan sonra eklendi.
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2.8.2.2 Plazmit kesimi

Izolasyon sonrasi, pET-28a plazmitinin igerdigi cadC genini elde etmek igin, plazmit Xba I
(10 Unite/ul) (Promega) ve Hind III (10 Unite/ul) (Fermentas) enzimleriyle kesime maruz
birakildi.

Cizelge 2.11 Plazmit DNA’sinn restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu

DNA 8 ul
sdH,0 6 ul
D Tamponu (Promega) 2 ul
E Tamponu (Promega) 2ul
Xbal 1l
Hind III™ 1l
Toplam Hacim 20 pl

* Xba 1 enzimi igin D tamponu kullanilmigtir.

" Hind 111 enzimi igin E tamponu kullanilmustir.

Enzim reaksiyonu igin bir mikrosantrifiij tiipiine, Cizelge 2.11°deki maddeler ¢izelgede
belirtilen sirada eklendi, ve 37 °C’lik su banyosunda 2 saat inkiibe edildi.

Kesilen plazmit DNA’sinda cadC genini ayirip izole edebilmek i¢in elektroforetik analiz
yapildi. Geni, jelden geri kazanirken DNA’nin bozulmasini 6nlemek amaciyla NuSieve
(diisiik erime sicakligina sahip) agaroz (FMC NuSieve GTG) kullanildi. Elektroforetik analiz
i¢in final konsantrasyonu %1 (w/v) olacak sekilde NuSieve agaroz 1 X TAE i¢inde, 1sitilarak
eritildi. Eritilen agaroz, 1s1s1 50-55 %C’ye diistiigiinde, son konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak
sekilde EtBr ilave edildi. Bu sekilde hazirlanan jel, yatay elektroforez kasetine dokiildii ve
polimerize olmasi1 beklendi. Jel polimerize olduktan sonra 1 X TAE tamponu igeren
clektroforez tankmna yerlestirildi. Kesime maruz birakilmug plazmit DNA’sinin jele
yiikklenmesi sirasinda DNA’nin jel kuyularina g¢okmesini saglamak {izere, Orneklerin
bulundugu tiiplere, Cizelge 2.6'da belirtilen 1 X yiikleme tamponu eklenerek iyice karigmasi

saglandi. Bu sekilde hazirlanan &rekler ile birlikte standart olarak, 1 kb DNA Ladder’s
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(Promega) yiiklendi. Jele uygulanan DNA’lar 70 V/50 mA elektrik akiminda 1-1.5 saat
yuriitiildi. Elektroforez sonucu transilliiminatérde 312 nm UV i1gik altinda gozlenerek,

fotograflar: bilgisayara aktarildi.

2.8.2.3 Agaroz jelden DNA’nin geri kazanim

CadC geninin jelden geri kazamlmasinda Weislander (1979) ve Parker ve Seed (1980)’ nin
acikladig: yontem degistirilerek kullanilda.

o Jelde genin bulundugu bolge steril bistiiri ile kesilip alindi ve bir mikrosantrifiij tiipiine

koyuldu. Uzerine 100 pl TE (Cizelge 2.5) eklendi.
e 65 °C’lik su banyosunda 10 dakika bekletilerek, geni igeren jel pargasi eritildi.

e Kangim oda sicakligina gelince lizerine 0.1 M Tris-HCI (pH 8) ile doyurulmus egit hacim
(100 pl) fenol eklendi, vortekslenerek karistirildi. 65 %C’lik su banyosunda 1 dakika
~ bekletildi.

e 10000 rpm’de 10 dakika santrifiijden sonra, tist siv1 faz temiz bir tlipe aktarild.
e Tiipiin igerisindeki alt faza 100 ul TE eklendi, ttip alt tist edilerek karigtirildi.
e 10000 rpm’de 10 dakika santrifiijden sonra, tistteki sivi faz, bir 6nceki faza eklendi.

e Oda sicakliginda 200 pl fenol eklendi, alt tist edilerek karistiridi ve 10000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi.

e Ust sivi faz temiz bir tiipe aktarildi ve 200 pl kloroform/izoamil (25:1) alkol karigim
eklendi.

e 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Ust siv1 faz temiz bir tiipe aktarildi ve hacmin 1/10°u kadar 3 M NaAc pH 6, ve 1/25
hacim kadar -20 °C’de sogutulmus % 100 EtOH eklendi.

e -20°C’de 1 saat bekletildi.

e 13000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.
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o Ust faz at1ld1. 500 ul %70 EtOH (v/v) eklendi, 5 dakika 10000 rpm’de santrifiigasyon ile
¢Oktiirtilda.

e EtOH uzaklagtirildi, DNA pelleti oda sicakliginda kurutuldu.

e Cokelti 10 ul TE igerisinde ¢6ziildii, daha sonraki asamalarda kullamlmak tizere 4 °C’de

saklandi.

2.8.2.4 Jelden geri kazamilmis cadC genine ait DNA’nin konsantrasyonunun ve saflifinin
olgiilmesi

Saflastirilan cadC geninin miktar ve saflign 2.8.1.2°de agiklandigt sekilde spektrofotometrik

Olglim yapilarak analiz edildi.

2.8.2.5 Probun hazirlanmasi ve kontrolii

E. coli DH50. susunun igerdigi pET-28a plazmitinden kesilen cadC geni, DIG isaretli

hibridizasyon problarinin hazirlanmasinda kalip olarak kullanild:.

Prob hazirlamakta kullanilacak olan kalip DNA’nin, son derece saf olmas: gerektigi i¢in, gen
once diisik erime noktali agaroz jel elektroforezinde ayrildi (2.8.2.2) daha sonra da jelden
geri izole edildi (2.8.2.3). Bu sekilde elde edilen cadC geni, asagidaki prosediiriin

uygulanmasiyla DIG ile isaretli probun sentezinde kullanildi.

Isaretli probun sentezi i¢in 1000 ng DNA kullanildi. DNA’nin denatiirasyonu i¢in tiip, 100
%C’lik su banyosunda 10 dakika bekletildi ve hemen ardindan buza alinip 2 ul hekzaniikleotid
karsimi 10 X (Cizelge 2.12), 2 ul ANTP karigimu (Cizelge 2.12), ve 1 pl Klenow enzimi
(Cizelge 2.12) ilave edildi. B6ylece reaksiyon hacmi 20 ul’ye tamamland1 ve DIG isaretli
problarin sentezlenmesi amaciyla tiipler 16 saat 37 °C’deki su banyosunda bekletildi. Bu

siirenin sonunda reaksiyonu durdurmak igin 2 pl 0.2M EDTA (pH 8) ilave edildi ve 65 °C’lik
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su banyosunda 10 dakika bekletildi.

Cizelge 2.12 Prob hazirlanmasinda kullarlan bilesikler’

Bilesik Icerigi Konsantrasyon
Random Hekzaniikleotidler | 6.25 A260 U/ml
Tris-HCI 50 mM
Hekzantikleotid Karisgimi | MgCl, 10 mM
Dithioerythritol (DTE) 0.1 mM
BSA (pH 7.2) 0.2 mg/ml
dATP 0.1 mM
dCTP 0.1 mM
dNTP Karisimi dGTP 0.1 mM
dTTP 0.065 mM
DIG-11-dUTP 0.035 mM
Klenow Enzimi E. coli DNA Polimeraz 100 U/ud
enziminin bliytik altbirimi
Isaretlenmis Kontrol DNA | DIG ile isaretlenmis 5.2 ng/ul
pBR328 plazmiti
DNA Sulandirma Ringa balig1 Sperm DNA's1 50ug/ml
famponu Tris-HCI 10 mM
EDTA (pH 8) 1 mM

" Bu Cizelgedeki tiim ¢ozelti, enzim ve tamponlar DIG DNA Labelling and Detection Kit igerisinde hazir olarak
bulunmaktadir.

Sentezlenen cadC genine ait probun, DIG ile isaretli oldugunu kanitlamak tizere kontrol
deneyi yapildi. Bunun i¢in sentezlemis oldugumuz cadC gen probundan ve isaretlendigini
kontrol etmek amaciyla DIG DNA Labelling and Detection Kit igerisinde hazir bulunan

isaretlenmis kontrol DNA'dan Cizelge 2.13’deki gibi ayr1 ayr1 sulandirma serileri hazirlandi.
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Cizelge 2.13 Sulandirma serileri

Tiip| DNA #no’lu DNA Sulandirma | Sulandirma Son
1o (b Tiipten Tamponu Konsantrasyon
()
1 } - - 1 ng/ul
2 5 1 495 1:100 10 pg/ul
3 15 2 35 1:3.3 3 pg/ul
4 5 2 45 1:10 1 pg/ul
5 5 3 45 1:10 0.3 pg/ul
6 5 4 45 1:10 0.1 pg/ul
7 5 5 | 45 1:10 0.03 pg/ul
8 5 6 45 1:10 0.01 pg/pl
9 0 - 50 - 0

Hem hazirlanan cadC genin probu ve hem de kit i¢inde bulunan kontrol probdan Cizelge
2.13’de gosterildigi gibi hazirlanan sulandirma serileri, Zeta-Probe membrana 1’er pl’lik
noktalar halinde uygulandi. DNA’larin membrana sabitlenmesi igin membran UV 151k altinda
bekletilerek kurutuldu. Daha sonra membran, igerisinde 20 ml maleik asit tamponu (Cizelge
2.14) bulunan plastik bir tasiyiciya aktarildi ve 2 dakika oda sicakliginda ¢alkalanarak inkiibe
edildi. Siire sonunda maleik asit tamponu ortamdan uzaklastirilarak, membran 30 dakika 10
ml bloklama soliisyonunda 1 X (Cizelge 2.14) inkiibe edildi. Bu islemden sonra bloklama
sollisyonu dokiilerek, membran 30 dakika antikor soliisyonunda bekletildi. Bu asama
sonunda, antikor soltisyonu ortamdan uzaklagtirilarak, membran 2 kez 15’er dakika yikama
tamponuyla ¢alkalanarak yikandi. Yikama tamponu uzaklastirildiktan sonra, membran 2-5
dakika kadar deteksiyon tamponunda dengelendi. Daha sonra renk-substrat soliisyonunda,
karanlikta c¢alkalanmadan bekletildi. 30 dakika i¢inde renklenme bagladi. Renklenme
olustuktan sonra renk-substrat soliisyonu uzaklastirildi ve membrani kaplayacak sekilde TE
eklendi. Calkalama yapilarak reaksiyon durduruldu.

yregut
m@mﬁﬁﬁm
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2.8.3 On hibridizasyon

Hibridizasyon sirasinda probun, genomik DNA iizerinde 6zgiil olmayan bolgelere baglanarak
yaniltici sonuglar vermesini ¢nlemek amaciyla, Orneklerin transfer edildigi membran,

oncelikle 6n hibridizasyon islemine tabi tutuldu.

On hibridizasyon islemi; 1s1ya dayamkli ve agzi kapakli hibridizasyon tiipiine yerlestirilen
membranin tizerine, Cizelge 2.14’de belirtilen énceden 50 %C’ye 1sitilmis 20 ml hibridizasyon
standart soliisyonu eklenerek, 50 °C’de ¢aligan hibridizasyon etiiviinde 30 dakika inkiibe
edilmesiyle yapildi.

2.8.4 Hibridizasyon

Prob olarak kullanilan DIG igaretli DNA pargasinin, kesime maruz birakilmis genomik DNA
dizileri tizerindeki tamamlayicisi olan bolgelere baglanmasini saglamak amaciyla Southern

hibridizasyonu yapildi.

e On hibridizasyonun bitmesine 10 dakika kala, 17 pl prob (25 ng/ml) 5 dakika
boyunca kaynar suda tutmak suretiyle denatiire edildi.

e Ardindan tip buza alindi ve 4 ml onceden 48 °C’ye isitilan hibridizasyon standart
sollisyonu icerisine eklendi. Bu arada membrani doyuran soliisyon dokiilerek, elde
ettigimiz prob-hibridizasyon soliisyonu membranin bulundugu siseye eklendi ve

membran gece boyu hafif¢e galkalandi.

e Ertesi giin probu igeren hibridizasyon standart soliisyonu dokiildii ve membran oda
sicaklifindaki hibridizasyon sonrasi yikama sollisyonu I iginde 20 %C’de ve 2 kez 5’er

dakika sabit bir ¢calkalama ile 1. yikama yapildi.

e Kabin igerisindeki soliisyon uzaklastirildiktan sonra hibridizasyon sonrasi yikama

soliisyonu II ile 68 0C>de, 2 kez 15°er dakika sabit bir ¢alkalama ile 2. yikama yapildi.
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2.8.5 immunolojik belirleme

Bu asamada hibridize olan probun yapistnda bulunan, DIG-11-dUTP’lerin tasidig
digoksigenine 6zgiil anti-digoksigenin antikoru ortama ilave edildi. Antikora bagli alkalin
fosfotaz enziminin, uygun substratlar varlhiginda renk olusturmasi ile cadC geninin varlig

incelendi.

Immunolojik belirleme siirecinde, yapilan tiim inkiibasyon islemleri oda sicakliginda yavagca

karigtirilarak yapildi.
o Membran 5 dakika yikama tamponunda (Cizelge 2.14) ¢alkalandi.

o Yikama tamponu ortamdan uzaklastirilarak, 50 ml bloklama soliisyonu (Cizelge 2.14)
ilave edildi ve 30 dakika hafifce ¢alkalandi.

o Bloklama soliisyon uzaklagtirildiktan sonra antikor soliisyonu (Cizelge 2.14) ilave
edilerek 30 dakika hafifce ¢alkalanda.

o 2 kez 15’er dakika yikama tamponunda (Cizelge 2.14) yikama yapildi.
J 5 dakika deteksiyon tamponunda ekilibrasyon yapildi.

° Membran taze hazirlanmis renk-substrat soliisyonunda, uygun bir tagiyici igerisinde ve

karanlikta kanigtirllmadan 16 saat inkiibe edildi.

16 saat sonunda reaksiyonu durdurmak igin, membran 50 ml TE tamponunda S dakika

yikanarak oda sicakliginda iki filtre kagidi arasinda kurutuldu ve saklandi.
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Cizelge 2.14 DIG sisteminde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Tampon ve Cozeltiler

Icerik

Maleik Asit Tamponu*

Maleik Asit 0.1 M
NaCl 0.15M
pH 10 N NaOH ile 7.5’a ayarland.

Bloklama Soliisyonu 10 X’

Bloklama maddesi lg
Maleik Asit Tamponu 10 ml

Gerekli sulandirim maleik asit tamponu ile yapildi.

Antikor Soliisyonu

Anti-DIG-AP kullanilmadan 6nce 10000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi ve 150 mU/ml olacak sekilde
bloklama soliisyonu i¢inde dilue edildi.

Yikama Tamponu" Maleik Asit 0.1 M
NaCl 0.15M
pH 7.5 (20 °C)

Tween 20 %0.3 (v/v)

Deteksiyon Tamponu® Tris-HCI 0.1 M
NacCl 0.1M

pH 9.5 (20 °C)

Renk-Substrat Soliisyonu NBT/BCIP 40 ul

Deteksiyon Tamponu 2ml
Hibridizaszlon Standart EDTA 1 mM
Soliisyonu NaH,POq4 0.5M
(pH 7.2) SDS %7
10 X SSC (pH 7)" NaCl 15M

Na-sitrat 0.15M
Hibridizasyon Sonras: Yikama SSC 2X
Soltisyonu I

SDS %0.1
Hibridizasyon Sonrast Yikama SSC 05X
Soltisyonu II

SDS %0.1

" Soliisyonlar sdH,O ile hazirlandi.
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3. BULGULAR

3.1 Z. ramigera’nin zamana bagh iiremesinin saptanmasi

Ureyen hiicreler Malzeme ve Yontem 2.4°de aciklandig1 gibi belirli saatlerde toplanarak kuru
biyokiitle hesaplandi ve buna gore Z. ramigera’nin zamana bagli tireme grafigi ¢ikarild: (Sekil

3.1).
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Sekil 3.1 Zoogloea ramigera’nin zamana bagli ireme grafigi

Bu grafige gore 0- 23. saatler aras1 lag fazda olan iireme, bu saatten itibaren 47. saate kadar

log fazinda, 47. saatten itibaren de duragan faza girmistir.
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3.2 Z. ramigera’nin generasyon siiresinin hesaplanmasi

Biyokiitlenin logaritmik {ireme sirasinda iki katina ¢ikmasi i¢in gerekli siire, Malzeme ve

Yontem 2.5°te belirtilen dogal logaritma denklemi ile hesaplanarak 13 saat bulunmustur.

33 Z. ramigera’nm farkhh bakir ve kadmiyum konsantrasyonlarinda iireme
durumlarinin incelenmesi

Z. ramigera’mn agir metalde lireme durumlarinin incelenmesi i¢in segilen konsantrasyonlar,
CuCl, i¢in 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 0.75, 0.8, 0.9 ve 1 mM, CdCl, i¢in 0, 5, 10, 20, 25, 30, 40
uM’dir. CuCl, ve CdCl, besiyerinde birlikte bulundugunda, her iki metal i¢in de kullanilan
konsantrasyonlar aymdir ve bu degerler 0, 0.025 ve 0.05 mM’dir. Bu konsantrasyonlar1 igeren
kat1 besiyerlerine bakir ve kadmiyumun {ireme tizerine etkisinin anlagilmas i¢in Malzeme ve

Yontem 2.6’da agiklandig: gibi iki farkli yogunlukta hiicre ekilmigtir.
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Az yogunlukta ekilen hiicrelerde agir metal igermeyen kontrol besiyerinde 4. giinde 165-195
koloni gozlenmis (Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4), 0.9, 1 mM CuCl, ve 0.05 mM CuCl, ile
CdCl; igeren besiyerinde 6. giin iireme goriilmiis (Sekil 3.2 ve Sekil 3.4), 25, 30 ve 40 uM

CdCly igeren besiyerinde iireme goriilmemistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.2°de goriildiigii gibi kolonilerin say1 ve biiyiikliigii bakimmdan 0.75 mM CuCl, igeren
besiyerlerine kadar kontrol grubundan belirgin bir fark goriilmemektedir. 0.8 mM CuCl,’de
koloni sayisinda biraz diisme goriilmekle beraber 6. giinde tireme gériilen 0.9 mM CuCl,’de
koloni sayisinda ve biiyiikliigiinde ¢ok ciddi bir diisiis goriilmiis, 1 mM CuCly’de ise koloniler
goriilemeyecek kadar kiigiilmiis ve koloni sayist da 0.9 mM CuCl, igerene gére azalmistir.
Sekil 3.3°de goriildiigii gibi 5 ve 10 pM CdCl, igeren besiyerlerinde olusan koloni sayisi
kontrole gore daha az olmakla birlikte, kendi aralarinda ciddi bir fark goriilmemektedir. Oysa
20 uM’da koloni sayi ve biiyiikliigiinde birden diisiis olmakta, koloniler gériilemeyecek kadar
kiigiilmektedir. Sekil 3.4 incelendiginde 0.025 mM CuCl, ve CdCly’yi beraber igeren
besiyerinde olusan koloni sayist ve biiyiikliigiinde kontrole gére ciddi bir diisiis
goriilmektedir. 0.05 mM (50 uM) CdCly’de higbir sekilde tireme gozlemlenmezken 50 pM
CuCl, ve CdCl, igeren besiyerinde 6. giin iireme goriilmiistiir. Fakat bu tireme 50 puM

CuCly’de gozlemlenen tiremeden ¢ok daha azdir (Sekil 3.2).
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Daha fazla yogunlukta ekilen hiicrelerde agir metal igermeyen kontrol besiyerinde 950-1000
koloni gézlenmis (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6), 0.9, 1 mM CuCl, ve 25, 30 pM CdCl, iceren
besiyerlerinde 4. giin (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6), 40 pM CdCl, igeren besiyerinde 6. giin iireme
gorilmiistiir (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6). Daha fazla yogunlukta hiicre ekildiginde, Sekil 3.5°de
goriildtigt gibi kontrolde goriilen tireme ile 0.5, 0.75 ve 0.8 mM CuCly’de gozlenen iireme
¢ok farkli olmamaktadir. Fakat az yogunlukta hiicre ekildiginde 6. giinde tireme goriilen 0.9
ve 1 mM CuCl, besiyerinde, ¢ok yogunlukta hiicre ekildiginde 4. giinde iireme
gozlenmektedir. Koloni sayisi ve biiyiikliigiinde ise Sekil 3.2’ye gore farkilik goze

carpmaktadir.

Agir metal igeren sivi besiyerinde iireyen hiicrelerin biyokiitlesine bakildiginda, kati
besiyerinde gézlenen tiremeden ¢ok farkli olmadigi anlagilmaktadir. Sekil 3.7°da goriildiigii
gibi 0.75 mM CuCly’e kadar neredeyse iiremis hiicrelerin biyokiitlesinde degisme
goriilmezken, 0.75 mM CuCl,’den sonra azalmaya baslamaktadir. Ureme, 0.8 mM CuCl,’da
%33.5, 0.9 mM CuCly’da %47.72, 1 mM CuCl, da ise %85.25 oraninda inhibe olmustur.
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Sekil 3.7 Artan bakir konsantrasyonuna gore iireyen biyokiitle
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Sekil 3.8°de ise 20 uM CdCl,’den itibaren hiicre tiremesi birden azalmustir. Ureme, 20 pM
CdCly’da %13.86, 25 pM CdCl,’da %88.37, 30 uM CdCly de %86.67 ve 40 uM CdCl, de ise
%92.42 oraninda inhibe olmustur.

Yas 1
Agirlik 0,05
() 1

0,03

0,02

0,01 Mo M

0 e T e
0o 5 10 15 20 25 30 35 40

Kadmiyum Konsantrasyonu (uM)

Sekil 3.8 Artan kadmiyum konsantrasyonuna gore iireyen biyokiitle.

Sekil 3.9°da goriildiigii gibi tireme 0.025 mM CuCl, ve CdCly’de %26.19, 0.05 mM CuCl, ve
CdCl,’de % 69.48 oraninda inhibe olmustur.
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Bakir ve Kadmiyum Konsantrasyonu (mM)

Sekil 3.9 Artan bakir ve kadmiyum konsantrasyonuna gore iireyen biyokiitle.

3.3.1 Z. ramigera’da bakir alimiminin tayini

Z. ramigera’da bakir alimmmn 6lgiilmesi Malzeme ve Yéntem 2.7.1°de agiklanan yéntemle

yapildi.

Biyokiitleden bagimsiz olarak, ortamdaki CuCl, konsantrasyonu arttikca, 0.75 mM
konsantrasyona kadar bakirin % toplanma verimi artmakta ve en yiiksek % toplanma verimi
bu konsantrasyonda gériilmektedir. 0.75 mM’dan fazla olan konsantrasyonlarda, bakirin %

toplanma verimi 0.75 mM’dakinden ¢ok az farkli olan 0.5 mM’daki toplanma verimine

diismekte ve artan konsantrasyonlarda da degismemektedir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1 Hiicrelerce toplanan bakir orani

Besiyerindeki Cu Ureme Sonunda Besiyerindeki Cu
Konsantrasyonu Cu Konsantrasyonu Toplanma
Verimi
(mM) (ppm) (ppm)
(Vo)

0 0.21 0.21 0
0.05 3.18 3.1 2.52
0.1 6.36 6.2 2.52
0.2 12.72 11.448 10
0.5 31.8 9.568 69.9
0575 47.7 12912 72'9
0.8 50.88 15.504 69.6
0.9 57.24 17505 69.5
1 63.6 1927 69.8

Toplanan bakirin (mg), biyokiitleye (g) oranma bakildiginda, 6zgiil bakir toplanmasinin en
fazla 1 mM CuCly’da oldufu gézlenmistir (Sekil 3.10). Ortamdaki CuCl, konsantrasyonu

arttikea 1 g yas agirlikta toplanan mg bakir miktarinda da artis oldugu gézlenmektedir.
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Sekil 3.10 Artan bakir konsantrasyonuna gére 6zgiil bakir toplanmast.

3.3.2 Z. ramigera’da kadmiyum alimiminin tayini

Z. ramigera’da kadmiyum alimminin lgiilmesi Malzeme ve Yontem 2.7.1°de agiklanan

yontemle yapildi.

Biyokiitleden bagimsiz olarak, besiyerlerinde azalan kadmiyum miktarlar karsilastirildiginda,
en fazla kadmiyum % toplanma verimi 5 pM’da gériilmektedir (Cizelge 3.2). Toplanan
kadmiyumun (mg), biyokiitleye (g) oranina bakildiginda, 6zgiil kadmiyum toplanmasinin en

fazla 25 pM’da oldugu gozlenmistir (Sekil 3.11).
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Cizelge 3.2 Hiicrelerce toplanan kadmiyum orani

Besiyerindeki Cd Ureme Sonunda Cd Toplanma
Konsantrasyonu Besiyerindeki Cd Verimi
M — Konsantrasyonu (ppm) %)
0 0 0 0
5 0.562 0.325 422
10 1.124 0.909 19.1
20 2.248 2.067 8.1
25 2.81 1.861 33.8
30 3.372 3227 431
40 4.496 4.484 0.27
3,0
n
251
Biyokiitlede =
Kadmiyum 1,54
(mg/g yas
agirlik) i
05 -J
4 -;\“\
"
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Kadmiyum Konsantrasyonu (uM)

Sekil 3.11 Artan kadmiyum konsantrasyonuna gore 6zgiil kadmiyum toplanmasi
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3.3.3 Z. ramigera’da bakir ve kadmiyum Kkonsantrasyonlarinda bakir ve kadmiyum
aliniminin tayini

Z. ramigera’da bakir ve kadmiyum almiminin 6lgiilmesi Malzeme ve Yéntem 2.7.1°de

agiklanan yontemle yapildi.

Biyokiitleden bagimsiz olarak bakildiginda, bakir ve kadmiyum igeren besiyerinde bakirin %
toplanma verimi, bakir konsantrasyonu arttikca artmaktadir (Cizelge 3.3). Biyokiitlede (g)
toplanan bakir (mg) oranmna bakildiginda, 0.025 mM’da neredeyse hi¢ toplanmadigi, 0.05
mM’da ise toplamada artig oldugu gézlenmektedir (Sekil 3.12).

Bakir ve kadmiyum igeren besiyerinde kadmiyum % toplanma verimi kadmiyum
konsantrasyonu arttikga degismemektedir (Cizelge 3.3), ancak biyokiitlede (g) toplanan
kadmiyum (mg) oranina bakildiginda, kadmiyum konsantrasyonu arttikga 6zgiil kadmiyum

toplanmasinda artis gézlenmistir (Sekil 3.13).

Cizelge 3.3 Bakir ve kadmiyum igeren besiyerinde, hiicrelerce toplanan bakir ve kadmiyum

orani
Besiyerindeki Cu ve Cd Ureme Sonunda Cuve Cd
Konsantrasyon Besiyerindeki Cu ve Cd Toplanma
Konsantrasyonu Verimi
Cu Cd (ppm) (%)
(mM) (ppm) (mM) (ppm) Cu Cd Cu Cd
0.025 159 0.025 281 L:5i 2.637 1.26 6.16

0.05 3.18 0.05 5.62 2413 5.274 33.02 6.16
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Sekil 3.12 Artan bakir ve kadmiyum konsantrasyonunda 6zgiil bakir toplanmasi.
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Sekil 3.13 Artan bakir ve kadmiyum konsantrasyonunun 6zgiil kadmiyum toplanmas.



3.4.1 Bakarin sitosole alimiminin tayini

Z. ramigera’da bakirin sitosole alinimmin tayini Malzeme ve Yontem 2.7.2°de agiklanan
sekilde yapildi. Hiicre sitosoliinde toplanan bakir konsantrasyonu, hiicrelerce toplanan bakir
konsantrasyonundan ¢ikarildiginda, bakirin yiiksek oranda hiicre duvarinda toplandig:
goriilmiistir (Cizelge 3.4). Ortamdaki bakir konsantrasyonu arttikga hiicre sitosoliinde
toplanan bakir orani da azalmig, | mM CuCl; igeren besiyerinde tiremis hiicrelerin sitosoliinde

neredeyse hi¢ bakir toplanmamustir.

(izelge 3.4 Hiicrelerce toplanan bakira oranla sitosolde bakirin toplanma orani

Besiyerindeki Cu Hiicrelerce Sitosolde Sitosolde  Hiicre Duvarinda
Konsantrasyonu Toplanan Cu Toplanan Cu Toplanan Cu  Toplanan Cu
m Kons?ll’lit)lr"::)syonu Konsantrasyonu (%) (%)
(ppm)

0.007°  0.45 0.421 0.142 3387 66,3
0.05 3.18 0.28 0.25 89.2 10.8

0.1 6.36 0.46 0.4 86.9 13.1

0.2 12,72 1.272 0.498 SIS 60.85

0.5 31.8 22232 1.782 8 92

0.75 47.7 34.788 1.863 5.4 94.6

0.8 50.88 35.376 1.397 3.9 96.1

0.9 57.24 39.735 0.821 2.1 979

1 63.6 4433 0.067 0.15 99.85

IR
Besiyeri formulasyonunda bulunan bakir.
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3.4.2 Kadmiyumun sitosole alimminmn tayini

Z ramigera’da kadmiyumun sitosole almiminin tayini Malzeme ve Yontem 2.7.2°de
agiklanan sekilde yapildi. Cizelge 3.5°de belirtildigi gibi sitosolde toplanan kadmiyum orani
hiicrelerce toplanan kadmiyuma oranlandiginda, toplanan kadmiyumun neredeyse tamaminin

hiicre sitosoliinde toplandigi ortaya ¢ikmaktadir.

Cizelge 3.5 Hiicrelerce toplanan kadmiyuma oranla sitosolde kadmiyum toplanma orani

Besiyerindeki Cd Hiicrelerce Toplanan  Sitosolde Toplanan Cd

Konsantrasyonu Cd Konsantrasyonu Konsantrasyonu
(ppm)

(uM) (ppm) (ppm) (“o)
0 0 0 0 0
5 0.562 0.237 0.236 99.57
10 1.124 0.215 0.218 101.3
20 2.248 0.181 0.18 99.44
25 2.81 0.949 0.953 100.4
30 3372 0.145 0.142 97.93
40 4.496 0.012 0.011 91.6

3.4.3 Bakir ve kadmiyumun sitosole ahmiminin tayini

Z. ramigera’da bakir ve kadmiyumun sitosole aliniminin tayini Malzeme ve Yontem 2.7.2°de
aciklanan sekilde yapildi. Bakir ve kadmiyumun birlikte bulundugu durumda sitosolde
toplanan bakir oraninda sadece bakirda inkiibe edilen hiicrelere gére diigme goriilmektedir
(Cizelge 3.6). Yalmiz sitosolde toplanan kadmiyumda bir farklilik gozikmemektedir.
Hiicrelerce toplanan kadmiyumun neredeyse hepsi hiicre sitosoliinde toplanmustir (Cizelge

346).
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Cizelge 3.6 Hiicrelerce toplanan bakir ve kadmiyuma oranla sitosolde bakir ve kadmiyum
toplanma orani

Besiyeri Konsantrasyon Hiicrelerce Sitosolde Sitosolde
Toplanan Toplanan
Toplanan
Cuve Cd Cuve Cd
Cuve Cd
Cu cd (ppm) (ppm) (%0)
(mM) (ppm) (mM) (ppm) Cu Cd Cu Cd Cu Cd
0:025  1:89 0.025 2.81 0.02 0.173  0.028 0.170 100 100

0.05 3.18 0.05 5162 1.05 0.346 0208 035 19.8 100

3.5 DIG sistemi ile Southern Hibridizasyonu

3.5.1 Genomik DNA’nin miktar tayini ve safhik kontrolii

Malzeme ve Yontem 2.8.1.1°de agiklanan yontemle izole edilen Z ramigera genomik
DNA’st jel elektroforezinde analiz edildi (Sekil 3.14). Elde edilen DNA’nin  1/1000
oranindaki sulandimimn spektrofotometrede 260 nm dalga boyundaki absorpsiyon degeri
saptand1 (Cizelge 3.7). Izole edilen genomik DNA’nin konsantrasyonu 5150 pg/ml olarak

belirlendi.

Elde edilen genomik DNA’nin spektrometrik OD20/ODago degerinin sonucuna gore genomik

DNAnin oldukga saf oldugu saptand: (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7 Genomik DNA’nin spektrofotometrik analiz sonuglari

ODzg0 0.103
OD3ygo 0.057
OD;60/0OD32gg 1.7939




w
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21.2 kb

Sekil 3.14 Genomik DNA’nin agaroz jel elektroforezi. 1-3: genomik DNA 4: DNA standarti;
A DNA+EcoR I+Hind 111

3.5.2 Genomik DNA’nin kesimi
Genomik DNA Malzeme ve Yontem 2.8.1.4.’de agiklanan yontemle Southern Hibridizasyon

icin ayri ayn Hinc 11, Hind 1L, Pvu 11, EcoR 1, Sal 1 ve Xho 1 enzimleriyle kesildi. Kesim

sonu jel elektroforezi ile analiz edildi.

Sekil 3.15 Genomik DNA’nin enzimlerle kesim sonucu elektroforetik analizleri 1: DNA
standarti; A DNA+ EcoR I+Hind III (negatif kontrol), 2: Hinc 11, 3: Hind 111, 4: Pvu 11, 5:
EcoR 1, 6: Sal 1, 7: Xho 1 enzimleriyle kesilmis Z. ramigera genomik DNAs1, 8:
Hibridizasyonda pozitif kontrol olan cadC genini igeren plazmit DNA’s1
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3.5.3 Plazmit izolasyonu

7. ramigera’nin genomik DNA’sinda cadC geninin olup olmadigint gosterebilmek igin S.
aureus’a ait cadC genini igeren pET-28a plazmiti . coli’den Malzeme ve Yontem 2.8.2.1°de
aciklanan sekilde izole edildi. Kontrol ve prob hazirlamak igin Xba I ve Hind 111 enzimleri ile
kesildi. Kesim sonucu jel elektroforezi ile analiz edildi. Kesim sonucunda olugan 5.3 kb ve

440 bg boyutunda bantlar ile pET-28a plazmitinin boyutunun 5.7 kb oldugu gosterildi.

21.2 kb

53 kb 6 kh

5.1 kb

947 be
440 bg

Sekil 3.16 pET-28a vektoriinin Xba 1 ve Hind 111 enzimleriyle kesim tiriinlerinin incelenmesi.
1: DNA standartlari; 2 DNA + EcoR 1 + Hind 111, 2-7: pET-28a + Xba 1+ Hind 111, 8: DNA
standartlart; 1 kb DNA Ladder

3.5.4 Saflagtirlmis cadC geninin miktar tayini ve saflik kontrolii

Malzeme ve Yontem 2.8.2.3°de agiklanan sekilde agaroz jelden geri kazanilan cadC geninin
1/100 oranindaki sulandimin spektrofotometrede 260 nm dalga boyundaki absorpsiyon
degeri saptandi (Cizelge 3.8). Saflagtirilan cadC geninin konsantrasyonu 306 pg/ml olarak

belirlendi.

Elde edilen cadC geninin spektrometrik OD540/ODago degerinin sonucuna gore geninin

oldukga saf oldugu saptandi (Cizelge 3.8).
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Cizelge 3.8 CadC geninin spektrofotometrik analiz sonuglar

OD2¢ 0.0612
OD2g 0.0322
OD240/OD2sy 1.827

3.5.5 isaretlenen probun kontrolii

DIG sistemi ile sentezlenen cadC geni probu, Zeta-Probe membrana transfer edilmis genomik
DNA ile hibridizasyona maruz birakilmadan énce, probun isaretlendigini kontrol etmek

amactyla Malzeme ve Yontem 2.8.2.5°te agiklanan sekilde analiz edildi.

12

Sekil 3.17 Isaretlen prob ile kit igerisinde hazir bulunan isaretli probdan hazirlanan
sulandirma serilerinin Zeta-Probe membranda analizi 1: isaretlenmis hazir prob, 2: Southern
hibridizasyonunda prob olarak kullanilacak isaretlenmis cadC geni

3.5.6 Southern hibridizasyonu

1 2 3 456 7 8

Sekil 3.18 CadC geni ile hazirlanan prob ile hibridize edilmis Zeta-Probe membran 1: cadC
genini tastyan pET-28a, 2: Xho I, 3: Sal 1, 4: EcoR 1, 5: Pvu 11, 6: Hind 111, 7: Hinc 11
enzimleriyle kesilmis Z. ramigera genomik DNA’s1, 8: EcoR 1 ve Hind III enzimleriyle
kesilmig L. DNA’si1



4. TARTISMA VE SONUC

Daha ¢nce yapilan galismalarda Zoogloea ramigera’mn hiicre disina ¢ok fazla miktarda
saldig1 eksi yiiklii asidik polisakkarit tabakasimnin metalleri adsorplama kapasitesinin oldukca
yiiksek oldugu gosterilmistir (Norberg ve Persson, 1984). Ozellikle bakir toplanmasinda Z.
ramigera biyokiitlesi bir ¢ok bakteriye gore en yiiksek 6zgiil bakir toplama degerini vermistir
(Esposito vd., 2001). Bu ¢alismada ilk kez, habitati atik su aritim sistemleri olan Z ramigera
tarafindan bakir ve kadmiyum toplanmasimin metabolizmayla iliskisi anlagiimaya calisildi.
Bakterinin metale direncinin anlagilabilmesi igin; en son iireme gosterdigi bakir ve kadmiyum
konsantrasyonlari, bakir ve kadmiyumun birlikte iiremeye etkisi ve tireme inhibisyon oranlari
ilk defa belirlendi. Bu bulgular ileriki ¢alismalarimizda bu bakterinin sudan agir metal
gideriminde kullanilabilmesi i¢in, agir metal toplanmasinin iireme ve metabolizmayla

iliskisinin aydinlatiimasi bakimindan énem tasimaktadir.

Z. ramigera’nin tireme gosterdigi en son bakir konsantrasyonu 1 mM’dir. Baslangigta ckilen
hiicre yogunluguna gére kati besiyerinde koloni olusum zamaninda farkhiliklar ortaya cikti.
Az yogunlukta hiicre ekildiginde, 0.9 ve 1 mM CuCl, igeren ortamlarda koloni olusumu 6.
giin goriiliirken, fazla yogunlukta hiicre ekildiginde bu konsantrasyonlarda koloni olusumu 4.
giin gozlemlendi. Bu farkhilik ekilen hiicre yogunlugundaki artisin metal igeren ortamda
ireme gansini artuirmasi seklinde agiklanabilir. Z ramigera’nin iireme gosterdigi en son
kadmiyum konsantrasyonu baslangigta ekilen hiicre yogunluguna gore degismektedir. Az
yogunlukta hiicre ekildiginde koloni olusumunun gozlendigi en son konsantrasyon 20 pM
iken, ekilen hiicre yogunlugu arturildiginda 25 (4. giin), 30 (4. giin) ve 40 uM (6. giin)
kadmiyum igeren besiyerinde tireme gériildii. Wang vd., (1997) tarafindan yapilan ¢alismaya
gore Z ramigera ile aym familyaya ait olan Pseudomonas aeruginosa’da 1 ve 3 mM

kadmiyumda tireme gozlenmistir.

Kadmiyum ve bakirin iiremeye etkisi incelendiginde 0.05 mM CuCl,’de kontrol ile aym
diizeyde koloni olusumu goriiliirken bakirin ve kadmiyumun ayni konsantrasyonda (0.05
mM) birlikte bulunmasiyla koloni sayisinda kontrole gore ciddi diisiis gozlemlendi. 50 uM

CdCly’de hig tireme goriilmezken iki metalin birlikte bulundugu durumda 6. giinde tireme
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goriildii. Bunun nedeni iki metalin biyolojik 6neminden kaynaklanmaktadir. Bakir tiim
canhlarda gergeklesen biyokimyasal reaksiyonlarda eser element olarak rol oynamakta, oysa
kadmiyumun biyolojik aktivitesi simdiye kadar sadece Thalassioria weisflogii diyatomunda
goriilmektedir (Lane ve Morel, 2000). Kadmiyum canlilar igin son derece toksik ve
kanserojen bir metaldir (Beyersmann, 2002). Bakir ve kadmiyumun hiicre icersine ayni
tastyici sistemle alinmasi halinde, bakir ve kadmiyum ortamda birlikte bulundugunda, bakteri
eser bir element olan bakiri 6ncelikle tercih edeceginden her iki metali de 0.05 mM’da igeren

ortamda yasamini siirdiirecegi diisiiniilebilir.

Uremenin gozlendigi bakir ve kadmiyum konsantrasyonlarini iceren sivi besiyerlerinde,
tiremenin optimum oldugu sicaklik ve galkalama devrinde inkiibasyondan sonra hiicreler
toplanarak, toplanan bakir ve kadmiyum konsantrasyonlar 6l¢iildii. Bunun sonucunda 6zgiil
bakir toplanmasi kadmiyuma gore ¢ok daha fazladir. Bu durumda bu metallerin giderimindeki
cekim ilgisi serisi Cu > Cd'>dir. Bu sonu¢ Mullen vd., (1989) tarafindan P. aeruginosa,
Bacillus cereus, B. Subtilis ve E. coli ile yapilan calisma ile benzerlik gostermektedir.
Esposito vd., (2001) tarafindan yapilan g¢alismada ise aym sonug¢ Sphaerotilus natans
bakterisiyle alimustir. Bu durum muhtemelen kadmiyum ve bakir iyon yiiklerinin, kiitlelerine
oramindaki farkliliktan kaynaklanmaktadir. Bakir ve kadmiyumun yiikleri aynidir fakat
kadmiyumun kiitlesi neredeyse bakirin kiitlesinin iki katidir. Kadmiyumda sterik engelleme
daha fazla oldugundan, bakteri hiicre yiizeyi tarafindan adsorplanmasiin da engellenecegi

diistintilebilir.

Mullen vd.. (1989)'nin galismasina gére ¢aligilan dort bakteriden en fazla bakir toplanmasi Z.
ramigera ile ayni familyaya ait olan P. aeruginosa’da goriilmiistir. Esposito vd., (2001)
tarafindan yapilan ¢alismada en fazla 6zgiil bakir toplanmasi Z ramigera tarafindan olmus,
Veglio vd.. (1997)’ye gore ise Z. ramigera bakir toplamasinda bakteriler iginde ikinci sirada
yer almustir. Bu ¢aliymada ortamdaki bakir konsantrasyonu arttikga 6zgiil bakir toplanmasinda
da artis goriildi. Norberg ve Persson, (1984) da Z ramigera’da ayni sonucu elde etmistir.
Bunun yaninda ayni sonuglar Boyer vd., (1998)’nun ¢alismasinda, Thiobacillus ferrooxidans
bakterisinde, Mullen vd. (1989)’'nin P. aeruginosa ve B. cereus bakterileriyle yaptigi

calismada, Wong vd., (2001)’nun ¢alismasinda ise Micrococcus sp. bakterisinde alinmistir.
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Z. ramigera tarafindan 6zgiil kadmiyum toplanmas incelendiginde, bu galismada en yiiksek
deger ortam kadmiyum konsantrasyonu 25 pM iken alindi. Diger konsantrasyonlarda
neredeyse hig toplanma gozlenmedi. Literatirde, Z ramigera’da 6zgiil kadmiyum
toplanmasinin, ortam konsantrasyonuna baghhgima iliskin bir bilgiye rastlanmazken, Mullen
vd. (1989)’un yaptign ¢alismaya goére P. aeruginosa ve B. cereus bakterilerinde ortam

kadmiyum konsantrasyonu arttikga 6zgiil kadmiyum toplanmasinda artis saptanmustir.

Bakir ve kadmiyum ortamda birlikte bulundugunda 0.05 mM CuCl, ve CdCl, igeren
ortamdan 6zgiil bakir toplanmasi, sadece 0.05 mM bakir igerene gore oldukga artis gosterdi,
0.025 mM CuCl, ve CdCl, igeren besiyerinde kadmiyum toplanmasi ise, sadece 0.025 mM
kadmiyum igerene gére oldukga azaldi. Sonug olarak, bu ¢alismada kadmiyum ve bakirin
birlikte bulunmasinin, kadmiyum ve bakinn toplanmasinda farkliliga neden oldugu
anlagilmistir. Norberg ve Persson (1981)’nin 6lii Z. ramigera biyokiitlesiyle yaptigi ¢alismada

ortamda kadmiyum bulunmasi 6zgiil bakir toplanmasini etkilememektedir.

Atk sulardan agir metal gideriminde kullamilan biyosorpsiyon yénteminin mekanizmasi,
kullanilan mikroorganizmanin canlilhfl ve metabolizmasi g6z oniine alindiginda ikiye ayrilir
(Veglio ve Beolchini, 1997): 1- Metabolizmaya bagimli, 2-Metabolizmadan bagimsiz.
Metallerin  hiicre ~ zarindan tagmarak hiicre igersinde toplanmasi, organizmanin
metabolizmasina bagli bir biyosorpsiyon yoludur. Metabolizmadan bagimsiz olarak agir metal
katyonlari ile hiicre duvari arasindaki elektrostatik etkilesimle bakir, kadmiyum, ¢inko ve

kobalt gibi bir ¢ok metal toplanmaktadir (Kuyucak ve Volesky, 1988).

Bakir ve kadmiyum toplanmasinda Z. ramigera’nin metabolizmasinin roliinii anlamak igin,
hiicreler pargalanarak hiicre sitosliinde toplanan bakir ve kadmiyum konsantrasyonlari
incelendi. Bu ¢alismada alinan sonuglara gére ortam bakir konsantrasyonu arttik¢a, hiicre
sitosoliinde toplanan bakir oraninda azalma géze ¢arpmaktadir. Bu durumda, hiicre duvarinda
toplanan bakir oraninda da artig oldugu sdylenebilir. Mullen vd., (1989)'a gore bakir
baglanmasi esas olarak bakteri hiicre duvarinda bulunan eksi yiiklii karboksil ve fosforil
gruplarina baglanmasi ile kontrol edilmektedir. Aksu vd., (1992)’in ¢alismasina gore

clektrostatik etkilesimler bakir iyonlarmin Z. ramigera’nin hiicre duvarinda toplanmasinda rol
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oynamaktadir. Boyer vd., (1998)c gére bakir iyonlart 7. ferrooxidans’in metabolizmasina
bagh olarak toplanmakta, Baillet vd., (1997)'nin yaptig1 bir ¢aligmaya gore de UO* ve Cr*
iyonlart T. ferrooxidans’in hiicre duvarinda birikmektedir. B. subilis’te Ag', E. coli’"de La**
iyonlarinin hiicre yiizeyinde toplandift gdsterilmistir (Mullen vd., 1989). Uranyum
iyonlarinin da bir maya tiirii olan Saccharomyces cerevisiae’nin hiicre ylizeyinde biriktigi

agiklanmistir (Strandberg vd., 1981).

Sitosolde toplanan kadmiyum oranmna bakildifinda, Z ramigera biyokiitlesi tarafindan
toplanan kadmiyumun neredeyse tamaminin hiicre sitosoliinde biriktigi goriildii. Bu acidan
kadmiyumun aktif tagnma sistemiyle hiicre igine girdigi ve bu nedenle kadmiyum
toplanmasinin  hiicre metabolizmasina ve iiremesine bagl oldugu distinilmektedir. Z.
ramigera ile aym familyaya mensup P.aeruginosa’da da kadmiyum toplanmasinin hiicre
iiremesi olmadiginda gergeklesmedigi, toplanmanin metabolizmaya baghhg gosterilmistir
(Wang vd., 1999). B. subtilis’te de kadmiyum hiicre igerisine Mangan Tagima Sistemi ile
tasinarak toplanmaktadir (Mullen vd., 1989). Literatiirde bir ok metal katyonunun 6zgiil
olmayan aktif taginma sistemi ile gesitli bakteri ve maya tiirlerinde hiicre igersinde
biriktirildigi gosterilmistir (Costa ve Leite, 1990; Gadd vd., 1988; Gourdon vd., 1990; Huang
ve Morehart, 1990; Nourbakhsh vd., 1994; Peng ve Koon, 1993).

Bu ¢alismada 7 ramigera’da kadmiyum toplanmasimn, bakterinin metabolizmasina baglh
oldugu diisiiniiliidiigiinden, DIG sistemi kullamlarak, Z ramigera genomunda cadC geninin
varhgi incelenmistir. Literatiirde cad4 geninin kadmiyum varligima spesifik olarak anlatim
yaptigi gosterilmistir (Corbisier vd., 1993; Silver ve Walderhaug, 1992). CadA geninin
bulundugu cad operonu cadC geni tarafindan negatif yonde diizenlenir. Bu gen, yaptigimiz
southern hibridizasyonu ¢alismalarinda Z ramigera genomunda gorilmemistir. CadC' geni
genomda nadir bulunan bir gen oldugu i¢in (Busenlehner vd., 2002), DNA konsantrasyonu
arttirilarak veya baska restriksiyon enzimleri ile kesime maruz birakilarak bu ¢aliyma
tekrarlanabilir. Babai ve Ron (1998)'nun ¢alismasinda, E. coli hiicrelerinde kadmiyum
varhiginda ekspresyon yapan zntA genini bulunmus fakat cadC genine homoloji gdsteren bir
gene rastlanmamistir. Z ramigera’da da kadmiyum varligina tolerans gostermesinden ve
tasinmasindan sorumlu bagka tagtyict proteinleri ve ATPaz’lari kodlayan genler rol

oynayabilir.
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Atik sulardan agir metal giderimi igin kullanilacak mikroorganizmalarin:
1- Biyokiitlelerinin iiretilmesi ekonomik olmali;

2- Antim isleminden sonra mikroorganizma biyokiitlesi kolay, ekonomik bir yol ile

sudan ayrilabilmelidir.

Z. ramigera biyokiitlesinin eldesi ¢ok ucuz olmakta, hiicreler bulunduklari ortamda
kiimelesme yaptiklarindan, artimdan sonra sadece yer ¢ekimine dayali olarak sistemden
kolayca ayrilabilmektedir. Norberg ve Persson (1984) nin galismasinda, metallerin toplanmasi
ve geri kazammu igin gerekli optimum pH saptanmigtir. Gelismekte olan iilkemizde de, tiim
diinyada oldugu gibi agir metal kirliligi maden ve metal endiistrilerine bagli olarak nemli bir
sorun haline gelmektedir. Z. ramigera’nin biiyiik boyutlarda aritimda kullamlabilmesi igin,
hiicrelerin canhiligi ve iiremesinin, agir metal toplanmasina etkisinin bilinmesi ©nem
tasimaktadur. leriki galiymalarda, Z ramigera’da metal toplanmasindan sorumlu genler
arastirilabilir, toplamayi arttiracak genler aktarilabilir. Z ramigera biiyiik boyutlarda aritim

i¢in kullanilmast en uygun tiirlerden biridir.
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