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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KURSUN AGIR METALIi BIYOREMEDiYASYON POTANSIYELINE SAHIP
MIKROORGANIZMA iZOLASYONU VE ADAPTASYONU

Merve Ezgi ESKI

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Aytac KOCABAS
Ocak, 2019, 76 sayfa

Biyoremediyasyon, cesitli kirleticileri dogal biyolojik faaliyetler kullanarak yok etme
veya zararsiz hale getirme olanagi sunan bir secenektir. Endiistrinin biiylimesiyle
endustriyel atiklarin gevreye, 6zellikle toprak ve suya bosaltilmasinda 6nemli bir artig
olmustur. Bu durum kentsel alanlarda agir metallerin birikmesine yol agmistir. Bu amag
icin bakteriler, mantarlar veya bitkiler kullanilarak atiklarin kontrollii kosullar altinda
biyolojik olarak zararsiz bir hal almasini ve belirlenen konsantrasyon sinirlarinin
altindaki  seviyelere indirgenmesini  saglamak amaciyla  biyoremediyasyon
biyoteknolojik araclar kullanilarak uygulanmaktadir. insan saglii acisindan en ¢ok
tehdit olusturan agir metaller kursun, kadmiyum, civa ve arseniktir. Bu calismada
kursun agir metalinin biyoremediyasyonuna yonelik mikroorganizma izolasyonu,
adaptasyonu ve adaptasyon saglayan mikroorganizmalarin kursunlu ortamda
tepkilerinin SDS-PAGE, fosfoprotein boyama ve 2D-PAGE ile belirlenmesi
amaclanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda iki farkli mikroorganizmanin kursun
biyoremediyasyonu potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir. Bu iki
mikroorganizmanin, kursun agir metaline kars1 tepkileri incelendiginde farkli protein
profillerine sahip olduklar1 gozlemlenmis ve 2D-PAGE spot analizlerinde, TPRK?2 igin
18, SUI i¢in 9 adet farkli protein spotu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyal biyoremediyasyon, agir metal, protein profili, 2D
Elektrofezi



ABSTRACT

Ms. Thesis

ISOLATION AND ADAPTATION OF MICROORGANISMS HAVING
BIOREMEDIATION POTENTIAL FOR LEAD HEAVY METAL

Merve Ezgi ESKI

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Aytac KOCABAS
January, 2019, 76 pages

Bioremediation is an option that allows the removal or to make harmless of various
pollutants by using natural biological activities. There has been a significant increase in
the discharge of industrial wastes into the environment, especially to soil and water with
regard to the growth of the industry. This has led to the accumulation of heavy metals,
especially in urban areas. For this purpose, bioremediation is carried out using
biotechnological tools by the help of the bacteria, fungi or plants to ensure that the
wastes are biologically harmless and reduced to levels below the determined
concentration limits under controlled conditions. Heavy metals, which are the most
threat to human health, are lead, cadmium, mercury and arsenic. In this study, isolation
and adaptation of microorganisms for bioremediation of lead heavy metal, and
determinationof the adaptation response by SDS-PAGE, phosphoprotein staining and
2D-PAGE were aimed. According to the results obtained, two different microorganisms
have been found to have potential for lead bioremediation. These two microorganisms
were found to have different protein profiles when their reactions to lead heavy metals
were examined and 18 different protein spots for TPRK2 and 9 for SU1 were detected
in the 2D-PAGE spot analysis.

Keywords: Microbial bioremediation, heavy metal, protein profile, 2D

Electrophoresis
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1. GIRIS

Endiistrinin biiylimesiyle endiistriyel atiklarin c¢evreye, Ozellikle toprak ve suya
bosaltilmasinda 6nemli bir artis olmustur. Bu durum o6zellikle kentsel alanlarda agir
metallerin birikmesine yol agmistir. Agir metallerin toprak ve sulara salinmasi, toksik
olmayan formlara pargalanmamasi ve bu nedenle ekosistem tizerinde uzun siireli etkiler
gosterecegi igin diinya ¢apinda 6nemli bir saglik sorunudur. Agir metallerin ¢ogu, ¢cok
diisiik konsantrasyonlarda bile toksiktir. Agir metallerin basinda arsenik, kadmiyum,
krom, bakir, kursun, Civa, nikel, selenyum, giimiis ve ¢inko gelmektedir. Agir metaller
sadece sitotoksik degil ayn1 zamanda kanserojen ve mutajenik Ozellikleride

barindirmaktadir (Dixit ve ark., 2015).

Kursun agir metali, madencilik, kursun cevherlerinin erimesi ve yanmasindan, kursun
tel veya boru iireten sanayilerden, otomobil egzozundan, metal kaplama islemlerinden,
giibrelerden, pestisitlerden ve kursun bazli boyalardan ¢evreye salinmaktadir
(Chakraborty, 2013) . Kursun kanserojen ve mutajenik olup biyolojik sistemler iizerinde
zararh etkilere neden olmaktadir (Naik, 2012). Cevrede bulunan kursun insan viicudu
icinde birikebileceginden, insan sagligi, 6zellikle de ¢ocuklarin sagliginda geri doniisii
olmayan hasarlara yol agmaktadir. Gelisim bozuklugu, zeka geriligi, kisa siireli hafiza

kayb1, 6grenme ve koordinasyon problemleri bu hasarlarin sadece bir kagidir (Li, 2016).

Agir metalle kirlenmis topraklar ve sular, DNA, protein ve lipitlere zarar vermektedir ve
ayrica metal iyonlar1 enzim ve protein yapilarini degistirdiginden mikrobiyal biiyiime
icin ekstrem kosullar yaratmaktadir. Mikroorganizmalar, metallerin toksik seviyelerine
dayanacak c¢esitli diren¢ mekanizmalarina sahiptir; Bunlar indirgeme, oksidasyon,

cokeltme, hiicre dis1 sekestrasyon ve hiicre i¢i biyoakiimiilasyondur (Naik, 2012).

Toprakta ve suda meydana gelen agir metal kirlenmesi c¢esitli mobilizasyon ve
immobilizasyon teknikleri ile giderilebilir. Bu teknikler biyoremediyasyon,
elektrokimyasal islem, iyon degisimi, ¢coktiirme, ters ozmoz, buharlagtirma, agir metal
cikarma teknikleri ve fizikokimyasal yontemlerdir. Bu teknikler arasinda
biyoremediyasyon, disilk metal konsantrasyonlarinda bile yiiksek etkinlige sahip
olabilecegi i¢in, diger yontemlere kiyasla ¢ok daha iyi bir segenektir (Chatterjee, 2012).
Biyoremediyasyon, cesitli kirleticileri dogal biyolojik faaliyetler kullanarak yok etme



veya zararsiz hale getirme olanagi sunan bir secenektir. Diisiik maliyetli, diisiik
teknolojili tekniklerin kullanilmas1 biyoremediyasyon yontemin avantajlarindan sadece
bir kagidir (Vidali, 2001).

Fiziko-kimyasal yontemler agir metallerin konsantrasyonlar1 100 mg/L' den daha fazla
oldugu ortamlarda etkin bir sekilde kullanilabilmektedir. Ozellikle sulu ortamlarda agir
metal tuzlar ¢6ziindiigii i¢in fiziksel ayirma yontemleri yetersiz kalmaktadir dolayisiyla
bu tarz durumlarda agir metallerin uzaklastirilmasi igin alternatif metod olarak
biyosorpsiyon ve / veya biyoakiimiilasyon gibi biyolojik yontemler tercih edilmektedir.
Agir metal kirliliginin 6nlenmesinde biyoremediyasyonun diger bir avantaji da
mikroorganizmalarin, mantarlarin ve bitkilerin kullanilmasindan kaynakli olarak

stirdiirtilebilir iyilestirme potansiyeli sunmasidir (Dixit ve ark., 2015).

Insan niifusunun artmasi, kontrolsiiz endiistriyel gelismeler dogayanin kapasitesinin
tizerinde kirlenmesine sebep olmaktadir. Bu kirliligin Oniine gegebilmek adina
biyoremediyasyonun biyoteknolojik uygulamalar1 6n plana ¢ikmistir. Biyoteknolojik
calismalar arasinda yeni ve farkli mikroorganizmalarin bulunmasi, bunlarin istenilen
karakteristige gore adaptasyonlari bulunmaktadir. Bu c¢alismada da, kursun agir
metalinin  biyoremediyasyonuna yonelik farkli ortamlardan mikroorganizma
izolasyonlar1 adaptasyonlarinin saglanmasi ve adapte olan mikroorganizmalarin toplam
ve fosfoprotein profillerinin SDS-PAGE {izerinde karsilastiriimasi ve 2D-PAGE ile

farkli protein spotlarin tayini amaglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Agir Metal Kaynaklar:

Agir metaller, dogal olaylar ve insan yapimi faaliyetler sonucunda asir1 {retilmesi
nedeniyle toprak ve su ortaminda kirletici maddeler haline gelir. Agir metal kaynaklari,
madencilik, eritme, elektrokaplama, bocek ilact kullanimi, giibre desarji, kanalizasyon
camuru gibi dogal olmayan insan faaliyetlerinden kaynaklanmaktadir. Doganin
jeokimyasal dongiisiiniin insanlar tarafindan bozulmasi, topraklarda ve sularda agir
metal birikimiyle sonuglanabilmektedir. Agir metallerin ¢evrede birikimi basta insan
sagligi olmak tizere, bitkilere ve hayvanlara geri donilisiimli-doniistimsiiz risk
olusturmaktadir. Agir metallerin ¢ogu, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile toksiktir.
Agir metallerin basinda arsenik, kadmiyum, krom, bakir, kursun, civa, nikel, selenyum,

gimiis ve ¢inko gelmektedir (Dixit ve ark., 2015).
2.1.1. Kursun Agir Metali

Kursun (Pb) atom numarast 82 ve atom kiitlesi 207,19 olan mavi-giimiis rengi karisimi
bir elementtir. Kursun 327,5 °C de erir ve 1740 °C de kaynar. Dogada, 208, 206, 207 ve
204 kiitle numaralarina sahip 4 izotopu bulunmaktadir. Kursunun son katmaninda 4 agik
elektron olmasina ragmen, genellikle bilesiklerinde +4 yerine +2 degerlik alir. Ciinkii
kalan son 2 elektron kolayca iyonize olabilir. Yer kabugunda bulunma sikligi 12,5
g/t’dur. Dogal olarak bulunabilen metaller arasinda yer alir. Kursunun en ¢ok rastlanilan
cevherleri, galen (PbS) ve onun oksitlenmis triinleri seriisit (PbCQO3) ve anglezittir
(PbSOy4) ( Jérup, 2003).

Agir metaller binlerce yildir pek ¢ok alanda kullanilmakta, c¢evreye salinmakta ve
ekosistemi tehdit etmektedir. Kursun agir metali basta kursun yapimi, yapt malzemeleri,
cam seramik i¢in pigmentler ve su tasima borulart da dahil olmak iizere
kullanilmaktadir (Jarup, 2003). Kursun, civa, arsenik ve kadmiyum gibi agir metaller
viicuda besinlerle, igme sulariyla, hatta hava yoluyla buhar olarak girer, yumusak
dokularda birikip uzun yillar kalir. Hatta anneden ¢ocuga da gecebilir. Cesitli organ

hasarlari olusturur, zehirlenme ve 6liimlere neden olabilir (Jarup, 2003).



Endiistri ve sanayide kullanimi nedeniyle kursun dogada fazlaca bulunmaktadir.
Kursunlu otomobil yakitlari, kursun igeren boyalar, bu boyalarin kullanildig1 oyuncak
ve diger malzemeler, glineslikler, sirli porselen ve seramik malzemeler, kursun iceren
kap ve cam iirlinleri, otomobillerde kullanilan kursun-asit bataryalar, kursun lehimli
ambalajlardaki konserve kutulari, gida ve igecekler, kursunla kontamine olmus su ve
arazilerden elde edilen sebze ve meyveler, tiitiin mamulleri, su, alkollii i¢ecekler; ile bu
ortamlardan etkilenen balik, beyaz ve kirmizi et, sakatat tiirleri, siit, siit iirtinleri

kursunun baslica kaynaklaridir (Dindar ve Aslan., 2005).

2.1.2. Kursun Agir Metalinin Viicuda Alinmasi

Agir metaller, hava, su, toprak ve besinlerle canli viicudana alinirlar. Solunum, sindirim
ve deriden emilim ile viicutta birikir ve sagligi tehdit ederler.

Solunum

Kursun hava sirkiilasyonu ile cevrede dagilim gosterir. Ozellikle endiistriyel faaliyetler
sonucunda agiga ¢ikan kursun partikiilleri ve kursun igeren benzinlerin ¢evreye salinimi
havanin kursun agir metali ile kirletilmesine neden olmaktadir. Havada bulunan kursun

partikiilleri solunum yollar1 ile canli viiciiduna girer (Dindar ve Aslan., 2005).
Sindirim
Kursun agir metali ¢cok diisiik seviyelerde dahi sindirim sisteminden absorbe edilerek

kan vasitasiyla dokulara ulasir. Kursun ince bagirsak villuslarindan kana hizla emilir ve

viicutta birikmeye baglar (Dindar ve Aslan., 2005).

Deriden Emilim

Organik kursun bilesikleri i¢in meydana gelebilecek bir durumdur. Ozellikle boyalarm
icinde bulunan kursun oksit ve kursun karbonat bilesikleri temas halinde deriden viicut

igine alinmaktadir (Dindar ve Aslan., 2005).
2.1.3. Kursunun Viicuda Etkileri

Kursunun etkileri akut ve kronik olarak iki kategoride degerlendirilmektedir. Diisiik
konsantrasyonlardaki kursun alimina akut, yiiksek konsantrasyonda ve tekrarlayan
kursun alimlarmi1 ise kronik zehirlenmeler denilmektedir. Akut zehirlenmeler

hissedilemeyecek derecede gerceklesir fakat kronik zehirlenmeler agizda metal tadi,
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bulanti, kusma diyare, solunum durmasi hatta 6liimle sonu¢lanabilmektedir (Dindar ve

Aslan., 2005).

Kursun 0zellikle kan hiicreleri ve sinir hiicrelerine etki etmektedir. Kursun enzim
inhibitorii olarak hiicrelere gecer ve enzimlerin antioksidan etkinlik géstermesine izin
vermez. Diisiik dozlarda bile biiyiime ve sinirsel gelisimi baskilar. Hamilelik sirasinda
alian kursun, bebekte sinir sistemi bozukluguna ve gelisme geriligine neden olmaktadir

(Mameli ve ark., 2001).

Kursun zehirlenmesinin belirtileri yetiskinlerde birka¢ hafta icinde ortaya cikarken
cocuklarda bu bir veya iki giindiir. Belirtiler ¢ocuklarda daha siddetli olarak goriliir.
Onlem alinmayan kursun zehirlenmelerinde felg, korliik, hafiza kaybi, mental gecikme,
kisirlik ve karaciger yetmezlikleri hatta koma ve 6lim gelisebilmektedir (Dindar ve
Aslan., 2005).

2.2. Biyoremediyasyon ve Uygulanmasi

Biyoremediyasyon, atiklarin kontrollii kosullar altinda biyolojik olarak zararsiz bir hal
almasmi ve belirlenen konsantrasyon sinirlarin altindaki seviyelere indirgenmesini
saglayan stire¢ olarak tanimlanir. Tanim olarak biyoremediyasyon, gevre kirleticilerini
daha az toksik yapilara indirgemek igin, basta mikroorganizmalar olmak {izere canli
organizmalarin kullanilmasidir. Molekiiler biyoloji ve ekoloji alaninda yapilan
caligmalar, canlilarin biyolojik siireclerinin daha iyi anlasilmasim1i ve dolayisiyla
biyoteknolojik potansiyellerin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Bu alanlardan bir tanesi de
biyoremediyasyondur ve 6zellikle Kirli su ve arazilerin temizlenmesinde canlilar etkin

bir sekilde kullanilmaktadir (Vidali, 2001).

Biyoremediyasyon, insan ve cevre sagligi amaciyla zararli maddeleri indirgemek veya
cozmek icin bakterileri, mantarlar1 ve/veya bitkileri kullanir. Mikroorganizmalar
kirletilmis bolgeye 6zgii olabilir ya da baska alanlardan izole edilebilir ve kirlenmis
bolgeye getirilebilirler. Kirletici bilesikler, canli organizmalar tarafindan, metabolik
sireclerinin  bir pargast olarak olusan reaksiyonlar yoluyla doniistiiriliir.
Biyoremediyasyonun etkili olabilmesi i¢in, mikroorganizmalar kirleticilere enzimatik
olarak saldirmali, zararli olmayan iiriinlere doniistiirmeli veya biinyesinde muhafaza

etmelidir (Vidali, 2001; Kumar ve ark., 2011) .



2.3. Biyoremediyasyonun Avantaj ve Dezavantajlari

Biyeremediyasyon uygulamasimin bir¢ok avantajinin  yaninda dezavantajlarida

bulunmaktadir.

2.3.1. Biyoremediyasyon Uygulamasinin Avantajlari

Dogal bir islemdir, toprak gibi kontamine olmus malzemeler i¢in kabul

edilebilir bir atik isleme bi¢imidir.

Kirletici madde bozundugunda, biyolojik bozunma popiilasyonu azalir.
Uygulama kalintilari, genellikle su, karbondioksit ve hiicre biyokiitlesi dahil

zararsiz bir Urtinlerdir.

Cok daha az c¢aba gerektirir ve genellikle normal faaliyetlerde biiyiik bir

aksamaya neden olmadan sahada gergeklestirilebilir.

Tehlikeli atiklarin temizlenmesi igin kullanilan diger geleneksel yontemlerden

(teknolojilerden) daha uygun maliyetli bir islemde uygulanir.

Ayrica, kirleticilerin tamamen yok edilmesine yardimci olur, tehlikeli

bilesiklerin ¢ogu zararsiz iirlinlere doniistiiriilebilir.

Tehlikeli kimyasallar kullanmaz. Besinler, 6zellikle aktif ve hizli mikrobiyal

biiyiime saglamak igin eklenen materyallerdir.

Biyoremediasyon zararli kimyasallar1 Suya ve zararsiz gazlara dondstiirdigi

icin zararl kimyasallar tamamen ortadan kalkmaktadir.

Dogal ekosistemi kirletici maddeden arindirmak i¢in etkili ve ¢evre dostu bir

secenektir (Abatenh ve ark., 2017).

2.3.2. Biyoremediyasyon Uygulamasinin Dezavantajlari

Biyobozunur olan bilesiklerle sinirhdir.

Biyolojik bozunma fiirlinlerinin ana bilesikten daha toksik olabilecegine dair

bazi endiseler vardir.

Biyolojik stiregler genellikle oldukga spesifiktir.



= Kirletici maddeler katilar, sivilar ve gazlar olarak mevcut olabilir. Cevrede esit
sekilde dagilmayan karmasik kirletici karisimlart bulunan alanlar i¢in uygun

olan biyoremediasyon teknolojilerinin gelistirilmesi gerekmektedir.

= Genellikle kaz1 ve topragi yakmak gibi diger aritma se¢eneklerinden daha uzun

surer.

» Biyoremediyasyon icin kabul edilebilir performans kriterlerine iliskin
diizenleyici belirsizlik devam etmektedir. Kabul edilmis bir “temiz” tanimi
yoktur, biyoremediyasyonun performansimni degerlendirmek zordur (Abatenh
ve ark., 2017).

2.4. Biyoremediyasyona Etki Eden Faktorler ve Biyoremediyasyon Cesitleri

Biyoremediyasyon siireci kontrolii ve optimizasyonu bir¢ok faktérden olusan karmasik
yapida bir sistemdir. Bu faktorler arasinda, kirleticileri pargalayabilen bir mikrobik
popiilasyonun varligi, Kirleticilerin mikrobiyal popiilasyona uygunlugu, ¢evre faktorleri
(toprak tipi, sicaklik, pH, oksijen ve besin maddelerinin varligi) bulunmaktadir (Vidali,
2001). Bu ¢evresel faktorler mikroorganizmanin optimum kosullarini etkiledigi icin

biyoremediyson siirecinin verimliligni de etkilemktedir.

Biyoremediyasyon iki sekilde gergeklestirilir; Bunlar in  situ  (yerinde)
biyoremediyasyon ve ex situ (yerinde olmayan) biyoremediyasyondur (Girma, 2015).

2.4.1. In Situ Biyoremediyasyon

In situ biyoremediyasyon, biyolojik aritmanin yeraltinda bulunan tehlikeli kimyasallarin
temizliginde uygulanmaktadir. Bu metodda biyoremediyasyon uygulanacagi bolgede
dogal olarak bulunan bakteriler oksijen ve besince zengin ¢ozeltilerle uyarilarak
biyoremediyasyon siireci gerceklestirilir. /n situ biyoremediyasyon toprak ve yeralti
suyu icin  kullamlabilir. /n situ biyoremediyasyon uygulanmadan &nce
biyoremediyasyonu  gergeklestirecek  kirleticilerin ~ mikrobiyal — doniigiimlerinin
optimizasyonu ve kontrolii amaciyla 6ncesinde bilimsel c¢alismalar gerceklestirilir
(Akshata ve ark., 2012). In situ biyoremediyasyon, iki farkli yaklasim icermektedir
(Kulshreshtha ve ark., 2014).
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Yerlesik Biyoremedivasyon Uygulamasi

Yerlesik biyoremediyasyon, kirletilmis bolgede dogal olarak olusan mikrobiyal
topluluklarin metabolik aktivitelerini arttirmak i¢in ortama besin, azot kaynagi ve

oksijen tavkiveyesinin yapildigi bir yontemdir (Kulshreshtha ve ark., 2014).

Tasarlanmis Bivoremedivasvon Uygulamasi

Laboratuvar ortaminda in situ biyoremediyasyon uygulamasi i¢in tasarlanan mikrobiyal
toplulugun kirletilmis bolgeye uygulanmasi ile gergeklestirilir. Kirletilmis bolgeye
uygulanan mikrobiyal toplulugun bozunma islemini hizlandirmak amaciyla ortama

besin, azot kaynagi ve oksijen tavkiveyesi yapilmaktadir (Kulshreshtha ve ark., 2014).
2.4.2. Ex Situ Biyoremediyasyon

Ex situ biyoremediyasyon uygulayabilmek igin kirlenmis topragin kazilmasi ve
cikarilmas1  gerekir.  Kirletici maddenin  durumuna bagli olarak, ex situ
biyoremediyasyon kat1 faz sistemi (toprak isleme ve toprak yiginlari) ve bulamag faz
sistemleri (bio reaktorlerde kati-sivi siispansiyonlar) olarak gerceklestirilir (Akshata ve
ark., 2012).

Kat1 Faz Sistemleri

Kati-Faz biyoremediyasyon, kirlenmis topragin kazildig1 bir ex situ biyoremediyasyon
teknolojisidir. Bakteriyel biiytimenin uyarilmasi ig¢in alan boyunca désenmis borulardan
olusan sistemler hazirlanir ve bu sistemler sayesinde mikrobiyal solunum i¢in gerekli
havalandirma saglanir. Kat1 fazli sistemler, ¢ok fazla alan gerektirir ve temizleme
islemleri bulamag faz islemlerinden daha fazla zaman gerektirir (Kulshreshtha ve ark.,
2014).

Bulamac Faz Sistemleri

Bulamag fazi kirlenmis topragin kazilip ¢ikartilmasindan sonra suyla karistirilmasi ve
bir biyoreaktore yerlestirilmesi sonucu uygulanan kontrollii olarak yapilan bir uygulama
bi¢imidir. Bu islemde ilk olarak taslarin ve molozlarin kirlenmis topraktan ayrilmasi
amagclanir. Daha sonra, bulamaci olusturabilmek i¢in toprak bir soliisyon ile karistirilir.
Eklenen soliisyon miktari, biyolojik bozulma orani, topragin fiziksel yapisi ve

kirleticilerin konsantrasyonuna baglidir. Bu islem sonrasinda toprak, basing ve vakum
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filtreleri veya santrifiijler kullanilarak kurutulur. Bir sonraki asama ise toprak ve elde

edilen sivilarin daha fazla islenmesini igerir (Kulshreshtha ve ark., 2014).

2.5. Bitkiler ve Biyoremediyasyon (Fitoremediyasyon)

Fitoremediyasyon uygulamasi, ¢evredeki Kkirleticilerin alinmasinda ya da onlarin
zararsiz hale getirilmesinde bitkilerin kullanimi saglayan bir teknolojidir (Dindar ve
ark., 2010). Bitkiler topragi, suyu veya havayi temizlemek i¢in kullanilabilir. Bu
teknoloji son zamanlarda tehlikeli atik sahalarinda kullanilan daha gelismis aritma
yontemlerine yenilik¢i, uygun maliyetli bir alternatif olarak dikkat ¢ekmektedir (Girma,
2015). Toksik agir metaller ve organik kirleticiler fitoremediyasyon uygulamasinda
hedef alinan kirleticilerdir (Dindar ve ark., 2011). Bitkiler organik Kirleticileri bozabilir,
parcalayabilir veya metallerde oldugu gibi biinyesine alabilir (EPA, 1995).
Fitoremediyasyon c¢evresel agidan problem olusturmamasi nedeniyle avantajli bir
yontemdir. Uygulanan yontem toprak yapisini degistirmez ve fitoremediyasyon
sonrasinda toprak tarimsal amaglar i¢in kullanilabilir. (Dindar ve ark., 2011).
Fitoremediyasyonun dezavantaji uygulanabilir strateji olmasi i¢in, yiiksek metal alim
gliciine sahip hizli biiyiiyen bitkilere ihtiyag duymasidir (Khan ve ark., 2000).
Helianthus annuus (Meers ve ark., 2005), Brassica napus (Zaier ve ark., 2010) ve
Bassia scoparia fitoremediyasyonda kullanilan tiirlerdir (Moubasher ve ark., 2015).

2.6. Mantarlar ve Biyoremediyasyon (Mikoremediyasyon)

Mikoremediyasyon uygulamasi, mantarlarin salgiladiklar1 enzimler, birgok c¢evresel
Kirleticinin indirgenmesi, endiistriyel ve tarimsal sanayi atiklarmin ayristirip
kullanilabilir Giriinlere doniistiirilmesini iceren bir teknolojidir. Mantarlar ekstrem iklim
kosullarinda gelisebilirler (Rhodes ve ark., 2014; Vural ve ark., 2018).

Mantarlar, giiclii hiicresel enzimler salgilarlar. Bu enzimler arasinda lignin
peroksidazlar (LiP), manganez peroksidaz ve lakkaz bulunur. Dolayisiyla kirlenmis
bolgelerde bu organizmalar tarafindan bozunma oranlarini arttirmak i¢in ortama talas,
saman ve misir kocani gibi karbon kaynaklari eklemek diger teknolojiler ile
kiyaslandiginda daha kolay bir secenektir. Mantarlar, pestisitlerin biyotransformasyonu,
petrol hidrokarbonlarinin  ve lignoseliiolitik atiklarin  kagit hamuru ve kagit
endiistrisinde  pargalanmasi igin  kullanirlar. Kirli alanlarin  temizlenmesinde

Phanerochaete chrysosporium, Agaricus bisporus, Trametes versicolor ve Pleurotus
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ostreatus gibi bircok mantar kullanilmaktadir (Adenipekun ve Lawal, 2012). Bu

yontemin dezavantaji havada sporlarin dagilmasi yoluyla hizlica yayilmalaridir (Rhodes
ve ark., 2014; Vural ve ark., 2018).

2.7. Bakteriler ve Biyoremediyasyon

Bakteriler 1 pm genisliginde ve 1-5 um uzunlugunda olan, bagimsiz olarak yasayan tek
hiicreye sahip canlilardir. Ender durumlarda 50 um genisliginde ve bir kag mm
uzunlugunda olanlar1 bulunmaktadir. Yine istisnai bir durum olarak aktinomisit ve
biyofilm olusumlarinda ¢ok hiicreli bakteri yapilar1 gozlemlenmektedir. Bunun yaninda
Okaryot canlilara kiyasla bdolinme zamanlart ¢ok kisadir ve biyoteknolojik

uygulamalarda ¢ok 6nemli bir avantaj saglamaktadir (Kocabas ve Ulasli, 2014).

Bakterilerde istisnai gruplar hari¢ gli¢ ve koruma saglayan hiicre duvari yapilari
bulunmaktadir. Oldukca karmasik olan bu yapmin bileseni, kiigiik peptit zincirleri ile
birbirine baglanmis polisakkaritlerin olusturdugu kompleks bir polimer olan
peptidoglikan tabakasidir. Hiicre duvarinin kalinligi ve igerigi bakterilerin tliriine gore

farklilik gostermektedir. Hiicre duvari yapilarina gore bakteriler 2 gruba ayrilir

(Engelkirk ve Engelkirk, 2017).

Gram pozitif bakterilerde hiicre duvari, kalin bir peptidoglikan tabakadan olusmaktadir.
Gram negatif bakterilerin hiicre duvarlar ise daha ince olup dis tabaka lipopolisakkarit
icermektedir (Sekil 2.1). (Engelkirk ve Engelkirk, 2017).

Flagellum = - Porin Lipoprotein
Lipoteichoic asit
Cengel _ S0 I
H ' @\ Protein Y : : : .
7z R ¢ ' gt Lipopolisakkarit
AN N Lipit A
n—mm n )
Farana ® AR (S S Dis membran b
I e T ',‘—— Peptit caprazbagn 2
2 X7 : % Xz ¢ @ Peptidoglikan katman o ", VT IS CTLLTTTS
D BADE o p Periplazmik jel ——————= 04
w—Sitoplazmik membran . | |\ - 3 g
: ¥ Fosfolipitler ~ o2 L) 2 :
e - - ¥ y Vs >
\ \ Flagella ¢arin =’ S/ P o
| V— 3 Membran proteinleri // — './
Gram Pozitif Hiicre Yiizevi Gram Negatif Hiicre Yiizeyi

Sekil 2.1 Gram pozitif ve gram negatif bakteri dis yiizeyi (Bozanta ve ark., 2011)

Bakteriler, farkli kosullarda yasayabilmektedir ve biyolojik bozunmalarda énemli rol

oynamaktadir. Bakteriler yiiksek agir metal igeren ortamlarda dahi biyolojik
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fonksiyonlarin1 yerine getirebilmek igin farkli mekanizmalar gelistirmistir. Bu
mekanizmalar metallerin uzaklastirilmasi, metal iyonlariin hiicre digina atilmasi veya
hiicre i¢inde biriktirilmesidir. Bu aktiviteler sonrasinda toksik metal iyonlar1 toksik
olmayan yan driinlere donistirilir veya hiicre biinyesinde muhafaza edilir.
Biyoremediyasyonda siklikla kullanilan bakteriler Xanthofacter, Penicillium, Bacillus,
Pseudomonas, Flavobacterium, Mycrobacterium, Nitrosomonas’ dir (Kulshreshtha ve
ark., 2014). Bakterilerin biyoremediyasyon siireci aerobik ve anaerobik olarak

gergeklestirilebilir.

Aerobik biyoremediyasyon siirecinde kullanilan bakteriler pargalayici yetenekleriyle
taninan Pseudomonas, Sphingomonas, Rhodococcus ve Mycobacterium'dur. Bu
bakterilerin, hem alkanlari hem de bocek ilact ve hidrokarbonlar1 bozduklar
bildirilmistir. Bunun yaninda bakterilerin bir¢ogu, ortamda bulunan kirleticiyi karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanirlar. Anaerobik biyoremediyasyon siiregleri nehir
sedimentlerinde poliklorlu bifenillerin biyolojik olarak aritilmasinda ve atik sularin
temizlenmesinde kullanilmaktadir. (Kulshreshtha ve ark., 2014). Anaerobik

biyoremediyasyon siirecinde kullanilan bakteriler Desulfitobacterium spp.’ dir.
2.8. Proteinler

Tim canlilarda metabolik yolaklarin kontrolii proteinler tarafindan gergeklestirilir.
Mikrobiyal agir metal biyoremediyasyonunda metal baglayan proteinler 6n plana
cikmaktadir. Dolayisiyla agir metal biyoremediyasyonunu agiklayabilmek i¢in protein

yapist ve yolaklari bilmek dnemlidir.

Proteinlerin Yapilar:

Amino asitler proteinlerin monomerleridir. 21 amino asitten 18’1 sadece karbon,
hidrojen, oksijen ve azot igerirken, iki tanesi kiikiirt ve bir tanesi selenyum igermektedir.
Tiim amino asitler a-Karbona baglh bir karboksilik asit (-COOH) bir amino grubu (-
NH2) ve bir degisken gruptan olusur (Sekil 2.2). Proteinler, bir amino asidin karboksil
grubu ile bir sonraki amino asidin amino grubu arasinda kurulan peptid baglar

araciligiyla sentezlenir (Madigan ve Martinko, 2010).
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Amino grubu

Sekil 2.2 Amino asit yapis1 (Madigan ve Martinko, 2010).

Amino asitlerin kimyasal 6zellikleri yan zincir niteligine baghdir. Asidik amino asitler
kimyasal 6zellikleri bakimindan, bazik amino asitler, polar olan ve olmayan amino
asitler olarak 4 farkli gruba ayrilir (Cizelge 2.2). Bu o6zellik hiicrelerin bir¢ok farkli
biyokimyasal 6zellige sahip ¢ok sayida protein liretmesine olanak saglar (Madigan ve
Martinko, 2010).

Cizelge 2.1 Yaygin olarak bulunan 21 amino asidin ad1 ve kimyasal 6zelligi (Madigan ve
Martinko, 2010).

Amino Asit Adi Amino Asidin Kimyasal Ozelligi
Gly Glisin (G) Polar olmayan (hidrofobik)
Ala Alanin (A) Polar olmayan (hidrofobik)
Val Valin (V) Polar olmayan (hidrofobik)
Leu Losin (L) Polar olmayan (hidrofobik)
Ile Izolosin (I) Polar olmayan (hidrofobik)

Met Metiyonin (M) Polar olmayan (hidrofobik)
Phe Fenilalenin (F) Polar olmayan (hidrofobik)
Trp Triptofan (T) Polar olmayan (hidrofobik)
Pro Prolin (P) Polar olmayan (hidrofobik)
Ser Serin (S) Polar
Thr Treonin (T) Polar
Asn Asparajin (N) Polar
GIn Glutamin (Q) Polar
Cys Sistein (C) Polar
Sec Selenosistein (U) Polar
Tyr Tirozin (Y) Polar
Asp Aspartat (D) Asidik
Glu Glutamat (E) Asidik
Lys Lizin (K) Bazik
Arg Arjinin (R) Bazik
His Histidin (H) Bazik

Proteinler temel olarak 2 smifta incelenir. Bunlar katalitik proteinler (enzimler) ve
yapisal proteinlerdir. Katalitik proteinler hiicrede meydana gelen bir¢ok reaksiyonun

katalizorii olarak islev goriirler. Buna karsilik yapisal proteinler zarlari, duvarlar1 ve
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sitoplazmik bilesenleri olusturmaktadirlar.  Proteinler, birincil yapi, ikincil yapi,

tictinciil yap1 ve dordiinciil yapilara sahip olabilirler (Sekil 2.3).

(c) Polipeptid zincirinin
katlanmasi

Iki yada daha
(d) fazla polipeptid

zincil

Daérdimciil Yapr

Sekil 2.3 Proteinlerin birincil, ikincil, ti¢linciil ve dordiinciil yapist (Derman, 2006)

Fosfoproteinler

Fosfoproteinler, ilk defa 1906 yilinda Phoebus Levene tarafindan vitellin proteininde
fosfat grubu bulunmasiyla ortaya ¢ikmis, prostetik grubu fosforik asit olan proteinlerdir
(As1, 1995; Fischer ve Krebs, 1995; Kaynar, 2013). Protein fosforilasyonu, en ¢ok
calisilan translasyon sonrasi modifikasyonlardandir. Protein fosforilasyonu, sinyal
iletimi, hiicre farklilagsmasi, hiicre dongiisii kontrolii ve metabolismast gibi bir¢ok
protein fonksiyonu ic¢in hayati 6nem tasimaktadir. Protein fosforilasyonun en temel
islevi, protein aktivitesinin ya da hiicresel yolagin acilip kapanmasidir. Giiniimiizde
protein fosforilasyonu ile gergeklestirilen tiim siiregler geri doniistimlii ve kontrol

edilebilirdir. Kontrol islemi protein kinaz ve protein fosfatazlar tarafindan
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gerceklestirilir. Fosforilasyonun hiicresel faaliyetlerdeki éneminin anlagilmasindan bu

yana ¢alisma konularinin odak noktasi olmustur (Delom F. ve Chevet E., 2006)

2.9. Proteinlerin Karakterizasyonu

Proteinlerin karakterizasyonu genel olarak 4 asamada olusur. Molekiiler agirliginin
belirlenmesi, pl degerinin belirlenmesi, li¢ boyutlu yapisinin belirlenmesi ve amino asit
sekansinin belirlenmesidir. Amino asit sekansinin belirlenmesi i¢in protein izole edilir
ya da kiitle spektrofotometresi analizlerini i¢eren teknikler kullanilarak sekans dizilimi

belirlenir.
2.9.1 Jel elektroforezi

Jel elektroforezi, makromolekiilleri ayirmak ve tanimlamak i¢in kullanilan, biyiikliik,
form veya izoelektrik noktaya dayanan yaygin kullanilan bir tekniktir. Molekiillerin
elektroforez ile ayrilmasi, yiiklii molekiillere bir elektrik uygulanmasi {izerine bir jel
matrisinden gectikleri teknige dayanmaktadir. Bu teknikler biyokimya, molekiiler
biyoloji, analitik kimya ve proteomik alanlarinda temel bir ara¢ haline gelmistir

(Descalzo ve ark., 2012).
2.9.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi, 100 bp ila 25 kb araliginda degisen boyutlarda DNA’ y1
ayirmanin en etkili yoludur. Agaroz, deniz yosunu cinsi Gelidium ve Gracilaria' dan
izole edilir ve tekrarlanan agarobioz (L ve D-galaktoz) alt birimlerinden olusur.
Jellesme sirasinda, agaroz polimerleri kovalent olmayan sekilde birlesir ve gdzenek
boyutlar bir jelin molekiiler eleme 6zelliklerini belirleyen bir yap1 olusturur. Agaroz jel
elektroforezi kullanarak DNA' y1 ayirmak igin, taraklar yardimiyla olusturulmus
kuyucuklara yiiklenen 6rnege bir akim uygulanir. DNA molekiiliiniin fosfat omurgasi
negatif olarak yiliklenmistir, bu nedenle bir elektrik alana yerlestirildiginde, DNA pozitif
yiikke dogru tasinir. DNA, muntazam bir kiitle / ylik oranina sahip oldugu i¢cin DNA
molekiilleri, bir agaroz jeli icinde, kat edilen mesafe molekiiler agirligina ters orantili
olacak sekilde ayrilir. Bir DNA molekiiliiniin bir jelden ge¢is hizi bazi nedenlere

dayanmaktadir. Bunlar asagida ifade edilmistir.

= Agaroz jelin konsantrasyonu,
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*  DNA molekiiliiniin biiytikligi,
= DNA konformasyonu,

= Uygulanan voltaj,

»  Etidyum bromiir varligi,

= Agarozun tiirii ve

Elektroforez tamponu.

Ayrildiktan sonra, DNA molekiilleri uygun bir boya (Etidyum bromiir) ile boyandiktan
sonra UV 15181 altinda goriintiilenir ve kullanilan DNA ladder ile okunur (Lee ve ark.,
2012).

2.9.3. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Yaygin olarak poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) olarak adlandirilan bir
poliakrilamid matrisine sahip proteinlerin jel elektroforezi, karmasik proteinleri
karakterize etmek i¢in kullanilan en yaygin tekniklerden biridir. Proteinler, izoelektrik
noktalarindan farkli bir pH'a sahip olan bir ortamda bulunmalari durumunda net bir
elektrik yiikiine sahiptir ve bu nedenle bir elektrik akimina maruz kaldiklarinda hareket
edebilirler. Gegis hizi, protein yiikii ve kiitlesi ile dogru orantilidir. Kiitle bagina birim
yiik ne kadar yiiksek olursa go¢ o kadar hizli olur. Proteinler, niikleik asitler gibi tahmin
edilebilir bir yapiya sahip degildir ve bu nedenle go¢ hizlari farklidir. Bir elektromotor
kuvveti uygularken (izoelektrik noktalarindayken) go¢ edemezler. Bu durumlarda
proteinler, yalnizca molekiiler agirliga gore ayirmak i¢in sodyum dodesil siilfat (SDS)
gibi bir deterjan ilave edilerek denatiire edilir. Bu teknigi (Shapiro ve ark. 1967)
kullanmigtir. SDS, disiilfit baglarini kiran, proteini alt birimlerine ayiran ve ayrica jel ile
dogrudan boyutlarina gére gegmelerine izin veren negatif yiik yiikleyen bir indirgeyici
maddedir. Ek olarak, denatiirasyon, tersiyer yapilarini yitirmelerini saglar ve bu nedenle
g0¢ hizi, tersiyer yapi ile degil, protein boyutu ile orantilidir. Akrilamid jel elektroforez
sistemleri bir veya daha fazla tampon kullanilarak gergeklestirilebilir. Bu durumlarda
siirekli fosfat tampon sisteminden (Osborn ve Weber, 1968) veya siireksiz tampon
sistemlerinden (Davis, 1964; Ornstein, 1964) bahsedilir. Siireksiz sistemlerde, iist jel,

tim proteinlerin gogiinii saglar, bu da kuyuya yiiklenen tiim numunenin birikmesine

15



neden olur. Gergek ayrim, proteinlerin ikinci jel (alt jel) sinirina ulastigi andan itibaren

baslar ve devam eder (Lee ve ark., 2012).
2.9.4. iki Boyutlu Poliakrilamid Jel Elektroforezi (2D-PAGE)

Proteinler asit ve baz gibi davranmakta negatif ve pozitif iyon baglama ozellikleri
bulunmaktadir. Protein molekiilleri i¢in farkli ve karakteristik Ozellikte olan R-
gruplariin sayilarina ve elektriksel yiiklerinin gesitlerine bagli izoelektrik noktalar
bulunmaktadir. Proteinler, elektriksel alanda farkli hizlarda go¢ etmektedir. Bu gog,
izoelektrik noktalarindan diisiik pH’larda katoda; izoelektrik noktalarindan yiiksek
pH’larda anoda dogrudur. Proteinlerin elektriksel alanda go¢me hizi, net elektrik
yiiklerine ve ortamin pH degerine baglidir. Bir protein, elektriksel alanda, izoelektrik
noktasina esit pH ortaminda her iki kutup tarafindan esit kuvvetlerle ¢ekildiginden

hareketsiz kalmaktadir (Asi, 1995).

iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (2D-PAGE), dokulardan, hiicrelerden veya
diger biyolojik numunelerden elde edilen kompleks protein karigimlarinin ayrilmasi igin
gliclii bir arag olarak kabul edilir ve binlerce proteinin tek bir jelde ayrilmasini saglar.
O’Farrell tarafindan yapilan modifikasyon, 2D-PAGE tekniginin 5000'e kadar proteini
temsil eden noktalar1 ¢ozmesine izin vermistir ve protein lekelerinin yiiksek dogrulukta
ve hassas ayrimini saglamistir. 2D-PAGE, temel olarak iki boyuttan olusur; Birinci
boyutta, protein molekiilleri izoelektrik noktalarina (pl) bagl olarak ayirir. Proteinlerin
pH gradyan: altinda ayrilmasi, izoelektrik odaklama (IEF) kullanilarak saglanir. ikinci
boyutta, protein ayrimi, SDS-PAGE (Laemmli, 1970) kullanilarak molekiiler agirlik
temelinde dayanir. Farkli protein molekiillerinin ayni fizikokimyasal 6zelliklere (pl ve
MW) sahip olmasi olanaksiz oldugu i¢in, proteinler verimli bir sekilde 2D-PAGE ile
ayrilir. 2D-PAGE' in 6ne ¢ikan bir diger 6zelligi, IEF jel seridi SDS-PAGE jeline
baglandiginda, birinci boyut ayirma sirasinda elde edilen ¢oziiniirliiglin ikinci boyutta

da devam etmesidir (Magdeldin ve ark., 2014).

2.10. Biyoremediyasyon Uygulama Ornekleri

Metallerin kirlettigi ortamda biyolojik giderme ve eliisyonun sinirlandirilmasi igin
Ralstonia sp. ¢okelti stabilizasyonu ve yilizey suyuna eliisyonun engellenmesi igin

onerilmektedir (Park ve ark., 2008).
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Chatterjee ve ark. izole ettikleri kursun direngli suslarin hem agir metalle kirlenmis
lagim pisliklerinin hemde atik sularin biyolojik olarak aritilmasi i¢in iyi ve etkili oldugu
sonucuna varmigtir. Alsusu, kursun iyilestirme mekanizmasi hala bilinmese de, A2
susuna kiyasla kursun iyilestirmede daha etkili oldugunu bildirmislerdir (Chatterjee ve
ark., 2012).

Atiksu aritma merkezinden izole edilen Aspergillus foetidus mantar1 kursun toleransl
susu takviye deneyleri ile saptanmis ve yiiksek bir kursun konsantrasyonuna
dayanmistir. Taramal1 elektron mikroskobu ile kursunun varligini dogrulanmistir. Hiicre
ici prolin seviyesi ve antioksidan enzimlerin aktiviteleri, kursun toksisitesinin rettigi
malondialdehit ve H2O2' yi detoksifiye etmek i¢in belirli bir seviyeye yiikselmistir. Bu
veriler, test susunun alisilmadik derecede yiiksek kursun dozlarini ve yiiksek kursun
alim potansiyelini tolere etmek icin bazi dogal mekanizmalara sahip oldugunu

gostermistir (Chakraborty ve ark., 2013).

Naik ve ark., kursuna direngli bakterilerin yliksek kursun seviyelerine direng gostermesi
icin kullanilan farklt mekanizmalarinin bulundugunu ve bunlarin efeks mekanizma,
hiicre dis1 sekestrasyon, biyosorpsiyon, c¢dkeltme, hiicre morfolojisinde degisiklik,
arttirtlmis yan kanal dretimi ve hiicre i¢i kursun biyoakiimiilasyonu oldugunu

bildirmistir (Naik ve ark., 2013).

Taklamakan ¢oliinden Microvirga aerilata ile yakindan ilgili oldugunu ve bu nedenle
Microvirga aerilata LM olarak adlandirilmis bakteri tiiriiniin etkili bir sekilde kursun

biriktirebildigini ve hiicre i¢i ¢cokeltiler olusturdugu bulunmustur (Luo ve ark., 2014).

Hindistan, Ghaziabad' da Enterobacter cloacae izole edilmis ve giiglii agir metal
biriktirme kapatisesi oldugu bildirilmistir. Kursun i¢in 1100 ppm kullanilmis ve
biyolojik birikim % 95,25 olarak kaydedilmistir. Bu agir metallerin varliginda az

miktarda protein fazla eksprese edildigide gézlenmistir (Banerjee ve ark., 2015).

2,4,5-triklorofenol (TCP) veya agir metallerin (Cu, Cd, Cu + Cd) Clitocybe maxima ile
topraklarda toplanmasi saglanmis agir metallerle ve TCP ile kirlenmis topragin
biyolojik olarak iyilestirilmesi ig¢in Clitocybe maxima’ nin iyi bir opsiyon oldugu
belirtilmistir ( Liu ve ark., 2015).

Bassia scoparia ekilen kirli topraklar da kiikiirt seviyelerinde onemli bir azalma

gozlenmistir. Petrol hidrokarbonlart ve kiikiirtiin Bassia scoparia tarafindan
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iyilestirilmesi ic¢in gosterilen potansiyel, ham yag ile kirlenmis kurak toprak
topraklarinin iyilestirilmesi i¢in yararli bir ara¢ olabilecegini 6ne siirliyor (Moubasher

ve ark., 2015).

Actinobacteria, Firmicutes ve Alphaproteobacteria temsilcileri izolatlar kiiltiir ortamina
eklenen tiim hidrokarbonlar1 kullanabilmis. Katekol 2,3-dioksijenaz, alkan dehidrojenaz
ve hidroksilasyon dioksijenlerin polisiklik aromatik hidrokarbon halkalarinin alfa alt
biriminin primerleri kullanilarak izole edilen DNA' nin polimeraz zincir reaksiyonu
amplifikasyonu, bilinen hidrokarbonlar1 kullanabilen ¢esitli izolatlarin genlerini
sergilemedigini  gostermistir. Bu  mikroorganizmalardaki bilinmeyen katabolik
yolaklarin varligini ortaya koymustur. Bulgular, tropik okyanus adalar1 kiyilarina bagl
mikrobiyotalarin, kiyilarinda petrol dokiilmeleri gibi durumlarda gevresel rejenerasyona

yardim etme kabiliyetine sahip oldugunu gostermistir ( Rodriguez ve ark., 2015).

1,2-dikloroetan (DCA) bozundurucu bakteriler, sekans analizleri ile karakterize edildi.
Dehalococcoides spp. ve Desulfitobacterium spp. oldugu belirlendi. 1ki bakteri

biiylimesinin DCA’ nin indiiklenebilecegini gosterdi (Wang ve ark., 2015).

Hindistan’ da arsenige maruz kalmis yer alt1 suyundan Aneurinibacillus aneurinilyticus
ve Bacillus sp. izole edilmis. 4500 ppm arsenit ve 550 ppm arsenat konsantrasyonunu
tolere edebilecegi goriilmiistiir. Bu iki mikroorganizma arsenigin daha az toksik madde

olan arsenit okside donilismesini saglamistir (Dey ve ark., 2016).

Aspergillus niger Triton X-100’ a kars1 adsorpsiyon ve biyolojik bozunma, gostermistir.
Aspergillus niger, atik suyun biyolojik aritimini saglayabilmektedir (Ghunmi ve ark.,
2016).

Kursun ile kirlenmis topragin biyolojik olarak diizeltilmesi i¢in Rhodobacter
sphaeroides kullanilmistir. Rhodobacter sphaeroides, kursunu topraktan ¢ikarmamus,
ancak oOzelliklerini degistirmistir. Rhodobacter sphaeroides kirli toprakta kursun

tyilestirme i¢in limit verici bir alternatif olmaya devam etmektedir (Li ve ark., 2016).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu calismada kullanilan materyaller ve sarf malzemeler Sigma-Aldrich (Almanya),
Merck (Almanya), sirketlerinden tedarik edilmistir. Besiyelerinin, boyalarin, ¢6zeltilerin

ve stok soliisyonlarin hazirlanmasina ait bilgiler Ek’ler kisminda verilmistir.
3.2. Metot

Aragtirmamizda 12.07.2017-24.09.2017 tarihleri arasinda Karaman ¢6p toplama
merkezi, acik kanalizasyon, benzin istasyonu ve fabrika atik alanindan toplanan su ve
toprak numunelerinin  mikrobiyolojik analizleri yapilmistir. Bu calismada

gercgeklestirilen siireglerin akis semas1 Sekil 3.1° de verilmistir.
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SDS-PAGE Fosfo Protein ve Toplam Protein Bovama ID-PAGE

Sekil 3.1 Calismada uygulanan akis semasi
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3.2.1. Mikroorganizmalarin Eldesi, Kiiltiirii ve Izolasyonu

Ornekler toprak ve sudan ayri ayr1 kursun igerdigi bilinen endiistriyel atiklarin

depolandig: yerler olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1).

Toprak Orneklerinin Toplanmasi

Toprak ornekleri: 1) Benzin istasyonu 2) Fabrika atik su alanlar1 ¢evresi olmak lizere 2
farkli noktadan toplanmis ve kiirek-spatiil yardimiyla toprak yiizeyinin 10-15 cm

altindan 6rnekler alinmistir.

Su Orneklerinin Toplanmasi

Su ornekleri: 1) Agik kanalizasyon kuyusu, 2) Cop toplama merkezinin aritmaya tabii
tutulmamis sivi biriktirme kuyusu olmak tizere 2 farkli noktadan toplanmis ve

belirlenen bu noktalardan siringa ve su siseleri yardimiyla 6rnekler alinmistir.

Cizelge 3.1 Ornek alim noktalari, tarihleri ve numune bigimi

Numune Alim Noktasi Numune Alim Numune Alinm
Tarihi
Karaman ¢6p toplama 12.07.2017 _
merkezi 14.08.2017 Su humunesi
(37.1811- 33.2622) 23.09.2017
) 13.07.2017
Agik kanalizasyon 15 08.2017 Su numunesi
(37.1747- 33.2752) 24.09.2017
.. 14.07.2017
Benzin |stasy0nu 16.08.2017 Toprak numunesi
(37.1177- 33.2778) 25.09.2017
) 15.07.2017
Fabrika atik alami 17 08.2017 Toprak numunesi
(37.2213- 33.3152) 26.09.2017

Toplanan su ve toprak ornekleri laboratuvara getirilerek ekim ve izolasyon islemlerine

baslanmistir.

Toplanan toprak ve su drnekleri 10° M kursun konsantrasyonuna sahip Nutrient Agar
(NA) besiyerlerine ekilmistir. EKilen besiyerleri farkli sicakliklara sahip (25, 30, 35, 40
°C) inkiibatorlerde inkiibasyona birakilmistir. Her giin ¢ogalmalart kontrol edilerek

cogalan mikroorganizmalar arasindan, morfolojik farkliliklar gosterenler segilerek
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saflastirilmak amaciyla ¢izme plak yontemi kullanilanarak taze besiyerlerine ekilmistir.
Tek koloni olarak ¢ogalan mikroorganizmalar tekrar taze besi yerlerine aktarilarak saf

mikroorganizmalar elde edilmistir.
3.2.2. Adaptasyon Asamasi ve Diren¢ Tespiti

Saflastirilan mikroorganizmalar, 10° M kursun konsantrasyonuna sahip NA besiyerine
ekilerek inkiibasyona birakildi ve ¢ogalmalart kontrol edilmistir. Bu asamada ¢ogalma
kapasitelerine (koloni  biiyiikliikleri) bakilarak mikroorganizmalar adaptasyon

asamasinda kullanilmak tizere secildi.

Segilen mikroorganizmalar kursun konsantrasyonu 10° M’ dan 10 M’ a kademeli
olarak yiikseltilen NA besi yerlerine ekilerek inkiibe edilmistir. Her asama i¢in ayni
kursun konsantrasyonuna sahip besi yerine 3 kez seri ekimleri yapilarak adaptasyonlari
saglanmigtir. Ugiincii tekrarm sonunda gogalabilen mikroorganizmalar bir sonraki
kursun konsantrasyonuna sahip besiyerine aktarilarak asamalar tekrar edilmistir. Kursun
konsantrasyonu 10! M olan besi yerinde c¢ogalan mikroorganizmalar kursun

biyoremediyasyonu i¢in potansiyele sahip kabul edilmistir.
3.2.3. Biyokimyasal Testler

Secilen mikroorganizmalara gram boyama, endospor boyama, oksidaz-katalaz ve indol

testleri yapilmustir.

Gram Boyama

Kursun biyoremediyasyonu i¢in kullanilacak mikroorganizmalar NA besiyerine ekilmis
ve 24 saat 30 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda inkiibatdrden
¢ikarilan mikroorganizma lam {izerine alinmig ve steril distile su ile homojen hale
gelinceye kadar karistirilmistir. Lam pens yardimiyla 3 kez bunzen bek alevi iizerinden
gecirilerek tespiti yapilmistir. Hazirlanan preparata sirasiyla kristal viyole boya ¢ozeltisi
(1 dakika) eklenmis ve distile suyla yikanmistir. Lugol ¢6zeltisi (1 dakika) eklenmis ve
distile su, % 95’ lik etanol ve tekrar distile su ile yikanmistir. Son olarak preparat karsit
boya olan safranin soliisyonu ile 30 saniye boyanip su ile yitkanmigtir. Lam, kurutma

kagidiyla kurutulduktan sonra 151k mikroskobunun 100 X objektifinde immersiyon yagi
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damlatilarak incelenmistir (Gram, 1884). Mor renkte goriilen bakteriler gram pozitif,

pembe renkte goriilenler gram negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.2).

Endospor Boyama

Kursun biyoremediyasyonu igin kullanilacak mikroorganizmalar lam {izerinde havada
kurutulmus ve pens yardimiyla 3 kez bunzen bek alevi iizerinden gegirilerek tespiti
yapildiktan sonra kaynar su banyosu diizeneginin {istline yerlestirilmistir. Preparat % 5’
lik malasit yesili boya ¢ozeltisi ile 5 dakika muamele edilmistir. Preparat yikanip % 0,5’
lik safranin ile 20-30 saniye boyanip su ile yikanmistir. Lam, Kurutma kagidiyla
kurutulduktan sonra 1sik mikroskobunun 100 X objektifinde immersiyon yagi

damlatilarak incelenmistir.
Oksidaz Testi

Kursun biyoremediyasyonu i¢in kullanilacak mikroorganizmalar NA besi yerine ekilmis
ve 24 saat 30 °C’ de inkiibasyona birakilmigtir. Koloni {izerine indol ayiraci
damlatilmistir. Uzerine ayira¢ damlatilan kolonilerin 1-2 dakika icinde kirmizi mavi
renk almalar pozitif oksidaz testi olarak kabul edilmistir. Hi¢ bir renk degisikliginin

olmamasi negatif oksidaz olarak degerlendirilmistir.
Katalaz Testi

Kursun biyoremediyasyonu igin kullanilacak mikroorganizmalar NA besi yerine ekilmis
ve 24 saat 30 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. Kolonilerinden platin 6ze yardimi ile
yeterli miktarda mikroorganizma alinarak temiz ve yagsiz bir lamin {izerine
konulmustur. Lam {izerine alinan koloninin tizerine % 3’ liik hidrojen peroksitten bir
damla damlatilmistir. Hidrojen peroksit katilmasindan sonra kabarciklarin goriilmesi
veya ¢ikmasi pozitif reakiyon olarak degerlendirilmistir. Sonuclar, negatif (-), zayif (+),

orta (++) ve kuvvetli (+++) pozitif olarak derecelendirilmistir.
indol Testi

Kursun biyoremediyasyonu i¢in kullanilacak mikroorganizmalar Nutrient Broth (NB)
besiyerine ekilmistir. Kiiltiirlerin iizerine kovac’s ayiracindan 0,5 mL ilave edilmis ve

iyice karigtirllmigtir. Tiiplerin {ist kisminda bir iki dakika i¢inde kirmizi bir halkanin
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olugsmasi pozitif reaksiyon (indol formasyonunu), sarimsi halkanin olusmasi indolun

olusmadigin1 gostermistir (negatif indol).
3.2.4. Mikroorganizmalarin Biiyiime Egrileri

101 M kursun iceren NA’ da iireyebilen mikroorganizmalar igin bilyiime egrileri

olusturulmustur. Biiyiime egrileri NB besi yerinde gergeklestirilmistir.

Secilen mikroorganizmalar canlandirilmak ve sivi besiyerine ekim yapilmak tizere 5 mL
NB besi yeri bulunan cam tiiplere her bir mikroorganizma i¢in ayr1 ayr1 kati
besiyerinden 6ze yardimiyla ekilmis ve 18 saat boyunca 175 rpm ve 30 °C’ ye

inkiibasyona birakilmistir.

18 saat sonunda inkiibatorden ¢ikarilan mikroorganizmalar ilk olarak % 0,9° luk
sodyum kloriir (NaCl) soliisyonu kullanilarak 0,5 McFarland (1.5%10%8 KOB/mL)’ a
ayarlanmig ve 100 kat seyreltilmistir. Seyrelme islemleri tamamlandiktan sonra
mikroorganizmalar 50 mL 10° M kursun iceren NB iceren erlenlere paralelleriyle
birlikte 250 pL ekilmistir. Ekim yapilan erlenler ilk 6rnekler (250 pL) alindiktan sonra
175 rpm, 30 °C’ ye inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyona birakilan erlenlerden saat
bast drnekler alinmis ve 600 nm’ de dlgiim yapilmustir. Olgiimler 35 saat ayni sekilde
devam ettirilmistir. Alinan Orneklere, kullanilan kursunun olusturdugu bulaniklig:

onlemek amaciyla 3 M 150 uL hidroklorik asit (HCL) eklenmistir.

ICP-MS ile Kursun Miktar Tayini

Biyoremediyasyon asamasinda kullanilan mikroorganizmalar, kontrol ve 38 ppm kursun
iceren NB besi yerine ekilmis ve optimum inkiibasyon siireleri baz alinarak
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda alinan besiyerleri 22 um boyuntundaki
filtreden gecirilmis ve siiziintli, besi yeri i¢inde bulunan kursun miktarin1 belirmek

amaciyla ICP-MS ile 6lgiilmiistiir (Cizelge 4.4).
3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Bakteri Tanimlama

Aragtirmada kullanilan mikroorganizmalarin molekiiler olarak tanimlanmak amaciyla
koloni PZR yontemiyle tniversal primerler (515F-Y ve 806R-B) kullanilarak
bakterilerin 16S rRNA’nin V4 bolgesi hedeflenmistir. PZR sonrasinda ¢ogaltilan bolge
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agaroz jel elektroforezinde kontrol edimis ve elde edilen PZR iiriinleri -20 °C’ de

muhafaza edilerek sekanslamaya gonderilmistir.

Reaksiyonun (Master mix’in) Hazirlanmasi

PZR’1 yapilacak her bir 6rnek i¢cin PZR ortami hazirlanmis ve PZR igeregi Cizelge 3.2’

de verilmistir.

Cizelge 3.2 PZR karisim protokolii
PZR Icerigi Miktar (pL)

Steril distile su 34.25 uL

10X PZR buffer | 5uL

dNTP (2mM) | 5L

Forward Primer | 0,25 puL

Reverse Primer | 0,25 uL

MgCl> (25 uM) | 4 uL

Taqg Polimeraz 0,25 uL

Ornek 1 koloni

Toplam 50 uL

PZR islemi i¢in termal dongii cihazinda laboratuvarimizda daha 6nce optimize edilen
PZR yontemi kullanilmistir. Kullanilan PZR yontemi ve primerler Cizelge 3.3’te

verilmistir.
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Cizelge 3.3 Calismada kullanilan primerler

Hedef Bolge V4
Primer Ciftleri | 515f-Y & 806 R-B
F: GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
R: GGACTACNVGGGTWTCTAAT

Primer Dizileri

Cogaltlan | »50 Ba Cifti
Kisim
94°Cde 3dk [k denatiirasyon
----------------------------------------------------------- 1x
94°C de 45 sn Denatiirasyon
50°C de 60 sn Baglanma
PZR Protokolii | 72°C de 90 sn Uzama
----------------------------- - ------------35X
72°C de 10 dk Son uzama
----------------------------- L

4°C “ de bekleme

Agaroz Jel Elektroforezi

PZR irtinlerinin elektroforezi, % 3’ lik agaroz jelde (Ek 4) uygulanmistir. Agarozun
homojen bir sekilde erimesinden ve sicaklik 60 °C’ ye diistiikten sonra 3 uL etidyum
bromiir eklenmistir. Elektroforez jel tanki hazirlanarak igerisine kuyucuk olusturmak
lizere taraklar yerlestirilmistir. Jel tankinin igine yavasca, kabarcik oOlusturmadan

dokiildiikten sonra jel katilasana kadar (30 dakika-1 saat arasi) beklenmistir.

Jel taraklar1 ¢ikartilmig ve elektroforez tankina yerlestirilmistir. Tankin igerisine 1X
TBE tamponu jelin iizerini 1-2 mm gegecek sekilde eklenmistir. PZR 6rneklerinden 6
uL alinarak temiz bir parafilm iizerinde 4 pL 6x Loading Dye Solution (Ek 4) ile
karistirtlmis ve mikropipet araciligr ile jel kuyucuklarma 10 pL yiiklenmistir. DNA’nin
biiyiikliigiinii belirlemek amaciyla jelin bir kuyucuguna 3 pL ladder (Gene Ruler 25 bp
DNA Ladder) yiiklenmistir. Gene Ruler 25 bp DNA Laddera ait cetvel Sekil 3.2°de
verilmistir. Yiikleme islemi bittikten sonra tank kapatilarak gii¢ kaynagina baglanmis ve

70 voltta da 45 dakika siire ile yiiriitme islemi yapilmistir. 45 dakikalik elektroforez
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ardindan jel elektroforez tankindan dikkatlice alinarak ChemiDoc MP Imaging System

(Biorad, ABD) cihazi ile goriintiilenmis ve degerlendirilmistir.

bp ng/0.549 %

700 30 6
500 325 65
400 35 7
300 90 18
35 4
35 7
90 18
375 75
40 8

75 15

3% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTBE,5V/ecm, 1 h

Sekil 3.2 25 bp DNA Ladder’a ait cetvel (Thermo Scientific)

16S rDNA’nin Baz Sirasinin Belirlenmesi ve BLAST Tarama

Sekans sonuglar1 elde edildikten sonra (http://www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST/) adli
internet sayfasinda bulunan program kullanilarak veri tabani ile karsilastiriimistir.
BLAST (Basic Local Alingment Search Tool), aranan dizi sirasint (niikleotid) veri
tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait baz dizileri ile karsilastirarak ayni veya en
yakin olan dizi sirasinin ait oldugu mikroorganizmayi, %-yaklasim ve e-degerine gore
veren bir bilgisayar programidir. Eslestirme (Alingment) sonucu, aranan dizi sirasinin
hangi mikroorganizmaya ait olabilecegi, benzerlik yiizdesi ve e-degeri’ne gore

belirlenmistir.
3.2.6. Mikroorganizmalarin Protein Profillerinin Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin protein profillerinin belirlenmesi amaciyla sodyum dodesil stilfat-
poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) gergeklestirildikten sonra
giimiis boyama (Blum ve ark., 1987), fosfoprotein boyama, total protein boyama ve iki
boyutlu elektroforez (2DE) teknigi (O’Farrel ve Klose, 1975) kullanilmistir. Calisma,
Mini Protean Tetra Cell (Biorad, ABD) ve PROTEAN®i12™Cell (Biorad, ABD)

sisteminde gergeklestirilmistir. Molekiil agirligi 5-250 kDa araliginda olan marker
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proteinler (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilmistir. Elektroforez islemi 150 V

sabit voltaj altinda gergeklestirilmistir.

Protein Eldesi ve Miktar Tayini

Se¢ilen mikroorganizmalar canlandirilmak ve sivi besiyerine ekim yapilmak tizere 5 mL
NB besi yeri bulunan cam tiiplere her bir mikroorganizma i¢in ayri ayri1 kati
besiyerinden 6ze yardimiyla ekilmis ve biiyiime egrileri goz dniinde bulundurularak 175
rom 30 °C’ ye inkiibasyona birakilmistir. Cogalan mikroorganizmalar (her bir
mikroorganizmadan 3 paralel ve 1 kontrol grubu olmak iizere) 10 M kursun agir metali
iceren NB besi yerlerine 1,5%108 KOB/mL olacak sekilde ekilmis ve 175 rpm, 30 °C’ de
18 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda besi yerleri 20,000 g’ de 25 dakika 4 °C’ de santrifiij edilmistir.
Santrifij sonunda pelletler toplanarak sivi azot ile ogiitiilmiistiir. Ogiitiilen
mikroorganizmalar 50 mM pH 7 sodyum fosfat (KH2PO4) tamponu (Ek 2) ile toplanmis
ve 20,000 g’ de +4°C’ de 15 dakika santrifiij edilerek siipernatantlar1 alinmistir. Elde
edilen siipernatantlarin {izerine 1:1 (H/H) oraninda % 20 TCA-Aseton eklenmis (Ek 2)
ve ¢oktiirme islemi i¢in + 4 °C’ ye 1 gece birakilmistir. Gece sonu alian 6rnekler
20,000 g’ de +4 °C’ de 15 dakika santrifiij edilmistir. Pelletler alinmis ve iizerlerine
kullanilan % 20 TCA-Aseton miktari ile ayn1 hacimde % 50 aseton (EK 2) eklenmistir.
Pelletler ¢ozdiiriildiikten sonra 20,000 g’ de +4 °C’ de 15 dakika santrifiij edilmis ve bu
islem seri sekilde 3 kez tekrarlanmistir. Son asamada elde edilen protein yeterli
miktarda 50 mM pH 7 sodyum fosfat tamponu ile ¢ozdiiriilmiistiir.

Protein miktar tayininde bradford metodu kullanilmistir (Bradford, 1976). Standart
protein olarak sigir serum albumini (BSA) kullanilmistir. BSA’ nin 1 mg/mL’ hik
standart ¢Ozeltisi hazirlanmis ve standart ¢ozeltiler bu stoktan 0,01-0,5 mg/mL olacak
sekilde, saf su ile seyreltilerek kullanilmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerden tiiplere
0,05 mL eklenmis, kor 6rnege ise 0,05 mL sodyum fosfat tamponu koyulmustur. Biitiin
tiplere 1,5 mL hazirlanan bradford ¢ozeltisinden (EK 2) eklenmis, karigtirilmis ve 30
dakika bekletilmistir. Daha sonra standartlar 595 nm dalga boyunda kor 6rnege karst
okunmustur. Protein standart grafigi, konsantrasyona kars1 absorbans grafigi ¢izilmistir.
Bilinmeyen 6rnegin protein konsantrasyonu, bu standart grafigin analizi sonucu elde

edilen denklemin formiiliinden hesaplanmistir.
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Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Mini-protean Tetra Cell (Biorad, ABD) elektroforez diizenegi ve Laemmli, (1970)
metodu kullanilarak proteinler SDS-PAGE ile yiiriitiilmistiir. Bunun igin 6ncelikle %

12’ lik alt jel ve % 4 liik st jel 6rnek yiiklemesi igin hazirlanmistir (EK 5).

Yiiklenecek protein miktarlarin1 esitlemek amaciyla (son konsantrasyon 100 pg/uL)
yiikleme tamponu ile seyreltme islemi yapilmistir. Yiikleme 6ncesinde proteinler 95°C’
de 5 dakika kaynatilmis ve kuyucuklara 25 pL yiiklenmistir. Tk kuyucuga 5 pL protein
marker yiiklenmistir. SDS-PAGE elektroforez tanki yiiriitme tamponu ile uygun sekilde
doldurulduktan sonra 150 V sabit akimda yiiriitilmistiir.

Elde edilen jeller giimiis boyama (Ek 7), toplam boyama ve fosfo protein boyama
prosediirine gore isleme tabil tutulmustur. ChemiDoc MP Imaging System (Biorad,

ABD) cihazi ile goriintiilenmistir.

Fosfoprotein ve Toplam Protein Boyama

Fosfoprotein Boyama
SDS-PAGE sorast elde edilen jeller 2 kez 100 mL fiksasyon ¢ozeltisi (EK 7) ile 30

dakika boyunca ¢alkalanarak fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasi jeller 100 mL ultra saf

su ile 10 dakika boyunca 3 kez calkalanarak yikanmuistir. Jelin tamamini kaplayacak
yeterli phos-Tag™phosphoprotein jel boyast (40 ~ 60 mL) ile jel 60-90 dakika boyunca
karistirict {izerinde boyanmustir. Fazla boyayr uzaklastirmak i¢in 30 dakika boyunca
yavasca c¢alkalanmasi saglanarak (P005B) Phos-Tag™ phosphoprotein boya
uzaklastirici ¢ozelti ile jel 2 kez yikanmustir. Jeller her yikamadan sonra 5 dakika ultra
saf su ile yitkanmis ve yikama islemi sonunda jeller 300 nm UV transilliiminator ile

goriintiilenmistir.

Toplam Protein Boyama

Fosfo protein boyama sonrasi elde edilen jeller goriintiilendikten toplam protein boyama
yapilabilmesi i¢in 5 dakika boyunca ultra saf su ile 2 kez yikanmistir. eLuminol™
protein jel boya ¢ozeltisi (40~60 mL) ile jel 45 saniye mikrodalgada firinda tutulmus
(500 Watt) ve 15 dakika orbital galkalayicida ¢alkalanmistir. Bu islem 2 kez tekrar
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edilmistir. Jel 100 mL yikama ¢o6zeltisi (Ek 4) ile 30 dakika yikanmig ve 300 nm UV

transilliiminator ile goriintiilenmistir.

iki Boyutlu Poliakrilamid Jel Elektroforezi (2D-PAGE)

2D-PAGE izoelektrik odaklama igin Yiiklenecek orneklerin protein konsantrasyonlari
20 pg/uL olacak sekilde rehidrasyon tamponu (Ek 6) ile ayarlanmistir. Pasif
rehidrasyon i¢in pH 3-10 arasindaki stripler yiiriitiilecek protein 6rnekleri tizerine hava
kabarcigr kalmamasina dikkat edilerek yerlestirilmis ve striplerin iizerini tamamen

kaplayacak sekilde mineral yagi eklenmistir. Pasif rehidrasyonun tamamlanmasi i¢in

stripler 16 saat boyunca 27 °C’ de bekletilmistir. Rehidrasyon sonrasinda
(PROTEAN®i12™Cell)’ de yiiriitiilmiistiir (Cizelge 3.4).
Cizelge 3.4 Izoelektrik odaklama protokolii
Adimlar | Voltaj | Degisim Hizi | pAmp | Zaman Birim

1 200 Hizli 100 0:10 HH:MM

2 500 Hizli 100 0:01 HH:MM

3 4000 Dogrusal 100 2:00 HH:MM

4 4000 Hizli 100 10000 Volt Hr

Yiriitme sonrasinda stripler ilk olarak 1. Dengeleme tamponunda (Ek 6) sonrasinda 2.
Dengeleme tamponu (Ek 6) ile 15° ser dakika calkalanarak dengelenmistir. Dengeleme
islemi sonunda stripler 1X yiiriitme tamponu (Ek 6) ile 2 kez yikanarak 2. boyutta
yiiriitiilmek amaciyla dikey elektroforez jeli iizerine yerlestirilmistir. Uzerine % 1

agoroz jel (Ek 6) dokiliip 100 voltta sabit akimda yiiriitilmistir. Yiriime
tamamlandiktan sonra elde edilen jel giimiis boyama prosediiriine gore isleme tabii

tutulmus ve ChemiDoc MP Imaging System (Biorad, ABD) cihazi ile goriintiilenmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada kursun agir metalinin biyoremediyasyonuna yonelik mikroorganizma
izolasyonu, adaptasyonu ve adaptasyon saglayan mikroorganizmalarin protein

profillerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
4.1. Mikroorganizmalarin Eldesi, Kiiltiirii ve izolasyonu

Calisma kapsaminda dort farkli ortamdan farkli tarihlerde 3 kez su ve toprak
numuneleri alinarak toplamda 12 6rnek, mikroorganizma eldesi igin toplanmuistir.
Numunelerin alindig1 alan, tarih ve numune alimi Materyal ve Metod boliimii Cizelge

3.1 verilmistir.

Toplanan 6rnekler kursun agir metaline toleransli mikroorganizmalarin tespiti amaciyla
oncelikle 10° M kursun konsantrasyonuna sahip NA besi yerlerine ekilmistir. Bu besi
yerleri farkli sicakliklara sahip (25, 30, 35, 40 °C) inkiibatorlerde inkiibasyona
birakilmistir. Her gilin ¢ogalmalari kontrol edilerek cogalan mikroorganizmalar
arasindan koloni biiytikligli, tireme siiresi baz alinarak 13 adet mikroorganizma
secilmigtir (Sekil 4.1). Secilen mikroorganizmalar saflastirilmak iizere ¢izme plak,
yayma plak yontemleri uygulanarak taze besi yerlerine ekilmistir. Elde edilen tek
koloniler tekrar kursun agir metali igeren taze besi yerlerine aktarilarak hem kursun agir
metaline Kkarsi toleranslar1 kesinlestirilmis hem de saf mikroorganizmalar elde
edilmistir. Elde edilen mikroorganizmalara izole edildikleri alana gére kod verilmistir.
Topraktan izole edilen mikroorganizmalar TPRK, sudan izole edilen mikroorganizmalar
SU olarak kodlanmistir. Kodlarin yaninda bulunan numaralar ise izolasyon sirasini

belirtmek amaciyla yazilmistir.
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Sekil 4.1 Izole edilecek kiiltiirlerin NA besi yerinde petri goriintiileri

[zolasyon asamasinda elde edilen mikroorganizmalarm, alim noktalari, biiyiime

sicakligi, renk, koloni biiyiikliigii ve tireme siireleri Cizelge 4.1° de verilmistir.
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Cizelge 4.1 Izolasyon asamasinda elde edilen mikroorganizmalar ve morfolojik 6zellikleri

NUMUNE ALIM KOLONi

MIKROORGANIZMA | BESIORTAMI | SICAKLIK GUN NOKTASI BUYUKLUGEH | RENK
KODU
10°M kursun 35°C 2 gii Fabrika atik al 01 B
TPRK1 iceren glin abrika atik alan1 ,1cm eyaz
NA
10°M kursun . X
iceren 30°C 1 giin Fabrika atik 0,4 cm Kirmizi
TPRK2 ice alam
NA
10°M kurgun 30°C 1 gi Benzin ist 0.1 B
TPRK3 iceren giin enzin istasyonu ,lcm eyaz
NA
10°M kursun 35°C 3 gi Fabrika atik al 03 S
TPRKA4 igeren gun abrika atik alani , o Cm arl
NA
R 35°C lgin | Benzin ist 0.2 B
TPRKS iceren giin enzin istasyonu ,2cm eyaz
NA
107 Mg 30°C 1 gi Agik 0,3cm Yesil
. giin (¥ ) esl
iceren
sul ¢ kanalizasyon
NA
10°M kursun 35°C 4 gii Cop topl: 0,1cm Krem rengi
: in Op toplama ,
suz foeren ¢ rﬂerlfezi ’
NA
10°M kursun . R .
SU3 iceren 30°C 3 giin Acik kanalizasyon 0,1cm Beyaz
NA
10°M kursun 35°C 1 gii Ack 0,2cm Turunc
iceren giin ¢ , uruncu
su4 ¢ kanalizasyon
NA
10°M kursun 35°C 1 gii Cip topl 03cm Beya
. in op toplama , z
SUs feeren £ rlr:erlI()ezi ¢
NA
10° M Kursun . .
iceren 30°C 1 giin Cop toplama 0,2cm Krem
Sué merkezi rengi
NA
10°M kursun 30°C 2 gi Cop topl 0.1 cm S
: n Op toplama , ari
su7 feeren & rgerlfezi
NA
10°M kursun . . )
sus iceren 30°C 2 giin Agik kanalizasyon 0,1cm Pembe
NA
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Izolasyon asamasinda iireme siiresi kisa ve koloni biiyiikliigii fazla olan
mikroorganizmalar (Cizelge 4.1 koyu olarak belirtilenler) adaptasyon ve direng tespiti

i¢in secilmistir.
4.2. Adaptasyon Asamasi ve Direnc¢ Tespiti

Mikroorganizmalarin kursun agir metaline karsi adaptasyonlarini saglamak amaciyla
her bir mikroorganizma kursun derisimi asamali olarak artirilan besi yerlerine
ekilmistir. Her asamada mikroorganizmanin adaptasyon sagladigindan emin olmak
adima ayn1 kursun konsantrasyonuna sahip kati besi yerlerine 3 kez seri ekim
yapilmistir. Her ii¢ ekimde de benzer iireme profili (morfolojik ve iireme siiresi)
gosteren mikroorganizmalar bir sonraki asamaya gecirilmistir. Bir onceki asamada
secilen 6 mikroorganizma baslangic kursun konsantrasyonu 10° M olacak sekilde NA
besi yerine uygun ¢ogalma kosullar1 baz alinarak inkiibasyona birakilmistir. Ugiincii
tekrar sonunda ¢ogalabilen mikroorganizmalar bir sonraki kursun konsantrasyonuna

sahip kati besi yerlerine aktarilmis ve asamalar 102 M’ a kadar devam ettirilmistir.

Secilen mikroorganizmalarin tamami 104 M kursun konsantrasyonuna ait NA besi
yerlerinde adaptasyon gostererek 3. ekim sonrasinda bir sonraki asamaya gegirilmistir.
102 M kursun konsantrasyonuna ait besi yerlerinde TPRK5, SU5 ve SU6 kodlu
mikroorganizmalar ¢ogalma gosteremedigi i¢in bir sonraki agama icin sec¢ilmemistir.
SU4 kodlu mikroorganizmada ise pigmentasyon kaybi ve iireme siiresinde uzama
gbzlendigi i¢in bir sonraki kursun konsantrasyonuna aktarilmamistir. 107 M kursun
konsantrasyonuna kadar c¢ogalma gosteren mikroorganizmalar Cizelge 4.2° de

verilmistir.

Cizelge 4.2 Biyoremediyasyon uygulamasinda kullanilacak mikroorganizmalar

KOD BESi ORTAMI SICAKLIK | GON NUMUNE ALIM KOLONI RENK

NOKTASI BUYUKLUGU

10"°M kursun iceren
NA

TPRK2 30°C 1 giin Fabrika atik alani 0,4 cm Kirmizi

10" M kursun igeren
NA

Su1l 30°C 1 giin | Acik kanalizasyon 0,3cm Yesil
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4.3. Biyokimyasal Testler

Adaptasyon asamasinda elde edilen TPRK2 ve SU1 kodlu mikroorganizmalar kati
besiyerlerine tekrar ekilmis ve gram reaksiyonlari, oksidaz, katalaz ve indol testleri

yapilmistir. Test sonuglar1 Cizelge 4.3’ te verilmistir.

Cizelge 4.3 Biyoremediyasyon uygulamasinda kullanilacak mikroorganizmalarin biyokimyasal
test sonuglari

KOD | Besiyeri Ad1 Endospor Gram Sekil Oksidaz Katalaz indol
Boyama Boyama
TPRK2 NA Yapilmadi Gram negatif Kok Negatif Pozitif Negatif
SUl NA Sporsuz Gram negatif Basil Pozitif Pozitif Negatif

4.4. Mikroorganizmalarin Biiyiime Egrileri

Adaptasyon asamasinda segilen ve biyokimyasal testler uygulanan TPRK2 ve SU1
kodlu mikroorganizmalar biiyiime egrilerinin olusturulmasi amaciyla NB besi yerlerine
ekilmistir. Bilyliime egrileri kursunsuz besiyeri (kontrol) ve 103 M kursun agir metali
iceren NB besi yerlerine ekilerek 35 saat siiresince 1 saatlik periyotlarla &rnekler
alinmig ve spektrofotometrede O.D 600 nm’ de Ol¢iimleri yapilarak biiyiime egrileri
olusturulmustur (Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4).
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Sekil 4.2 Mikroorganizmalarin kursunlu ve kursunsuz besi yerindeki goriintiileri
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ICP-MS ile Kursun Miktar Tayini

TPRK2 kodlu mikroorganizma bulundugu ortamdaki kursunun % 76,3’ {inii ortamdan
alip ortamin agir metal konsantrasyonunu distirtirken, SU1 kodlu mikroorganizmanin
% 63,1’ ini ortamdan aldig1 tespit edilmistir. Olciim sonuglar1 Cizelge 4.4° te

verilmistir.

Cizelge 4.4 ICP-MS 6l¢iim sonuglari

Mikroorganizma/

Olgiim (mg/L) TPRK2 su1
Baslangis Kons.

(mg/L) 38 38
Besiyerinde Kalan N .
Miktar (mg/L) 8,923 £0,05 14,48 £ 0,05
Yiizde (%) % 76,3 % 63,1

4.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Mikroorganizma Tamimlama

Calismada kullanilmak tizere secilen 2 mikroorganizmayr molekiiler seviyede
tanimlanmak i¢in koloni PZR yontemi kullanilmistir. Oncelikle her bir mikroorganizma
icin NA besi yerine ¢izme plak yontemi kullanilarak ekimi yapilan 24 saatlik taze, saf
mikroorganizma kiltiirii elde edilmistir. Saf mikroorganizma kiiltiirinden dogrudan
alinan koloniler PZR ortamina konularak koloni PZR teknigi kullanilmistir. Uygun
tiniversal primerler (515F ve 806R) kullanilarak 16S rRNA’ ya ait V4 degisken
bolgesinde bulunan DNA pargasi amplifiye edilmistir. Amplifikasyon sonunda koloni
PZR’ nin dogrulugunu gostermek amaciyla agaroz jel elektroforezi yapilmis ve koloni
PZR’ de elde edilen frlinlere ait bantlarin agaroz jeldeki goriintiileri
mikroorganizmalara verilen kodlara gore kaydedilmistir (Sekil 4.5). Agaroz jelde
kullanilan 25 bp DNA ladder’ a gore degerlendirildiginde DNA boyutlarinin yaklasik
300 bp oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.5 Koloni PZR’ a ait agaroz jel elektroforezinde bant goriintiisii

Amplifike olmus tiriinler sekanslama sonrasinda Bioedit programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Bioedit programi Gen Bankasi’nin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi web sayfasinda, niikleotid dizilerinin
kiyaslanarak benzerliklerin incelenmesi ile yapilmistir. Her bir mikroorganizmaya ait

sekans dizisi ve Gen Bankasi’ndan elde edilen sonuglar sirasiyla verilmistir.

fontek firmasina génderilen iiriinler yaklasik 300 bp uzunluktadir. Bu uzunlukta {iriiniin
1 primer seti (forward ve reverse) kullanilarak okunmasi durumunda yontem kaynakli
olarak arada okunmamis bolgeler olugsmaktadir. Reverse primerle elde edilen sekansin
bir kisminin forward primer ile okunan sekansla eslestirilmesi ¢alismanin giivenirliligi
acgisindan ¢ok Onemlidir. Bu nedenle PZR iiriiniiniin miimkiin olan en uzun sekans
dizisinin elde edilmesi amaci ile dizi analizleri iki farkli primer (515F ve 806R)
kullanilarak yaptirilmistir. Bioedit programinda mikroorganizmalara ait ileri ve geri
sekans sonuglar1 birlestirilerek her strain i¢in tek bir sekans dizisi olusturulmustur. Bu
islem yapilirken ayn1 zamanda primerlerin ortak belirledigi sekanslar da eslestirilerek
kontrolii saglanmistir. Sekans sonuglarinin  baginda verilen kod numaralari
calismamizda elde ettigimiz sekans dizilerinin birlestirilmesi islemi sirasinda ¢ikan

sekansimizla en yiiksek benzerlige sahip Gen Bankasina kayitli olan sekansin accession
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(kayit) numarasidir. Mikroorganizmalara ait 16S rRNA’nin kismi sekans dizisinin gen

bankas1 niikleotid blast sonucu Sekil 4.6 da verilmistir.

TPRK2 kodlu mikroorganizmanin blast sonucu okutuldugunda anlamli bir veri elde

edilememistir.

Pseudomonas aeruginosa strain DSM 50071 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: NR 117678 1 Length: 1527 Number of Matches: 2

Range 1: 511 to 753 GenBank Graphics ¥ Naxt Match
Score Expect Identities Gaps Strand
431 bits(233) 2e-120 240/243(99%%) 1/243(0%) Plus/Minus

e itimytitianiiinaiiintinnititi g

Sbjct 753 TTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCC 654

e ittty

Sbjct 693 TATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCT 634

Query 414 CAGTAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTGLT 473

C
, |||||||||||||||||| CLLLELLLLLELLLLETELLT ] ||||||||||||
Sbjct 633 CAGTAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGEATTTCACATCCAACTTGCTGAA 574

L] |
TCC G
Query 474 CCACCTACGCGCGCT ?%?C.&GTMTT?%?ATTMEGCTTG

TTAC
, CELLLEEEE L L LT L L L]
Sbjct 573 CCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTG

Query 534 GCG 536

[1]
Sbjct 513 GCG 511

I
I
C
I

G
i 2

|
C
C| J

CCCTTCGTATTACC 514

| |
AG A
TA CA
| [
CA

Sekil 4.6 SU1 kodlu mikroorganizmaya ait 16S rRNA’nin kismi sekans dizisinin blast sonucu

SU1l kodlu mikroorganizma % 99 oraninda NRI117678.1 accession numarali
Pseudomonas aeruginosa strain DSM 50071 ile benzerlik gosterdigi igin, bu

mikroorganizma Pseudomonas aeruginosa olarak tanimlanmustir.
4.6. Mikroorganizmalarin Protein Profillerinin Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin ~ protein  profillerinin  belirlenmesi  amaciyla her  bir
mikroorganizmadan 3 paralel ve 1 kontrolden olmak iizere elde edilen proteinler SDS-
PAGE’ de yiiriitilmistiir. Giimiis boyama, fosfo protein boyama ve toplam protein
boyama metodlart kullanildi, daha detayli analiz icin proteinler Iki Boyutlu
Poliakrilamid Jel Elektroforezinde yiirtitiilmiistiir.
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Proteinlerin SDS-PAGE Profillerinin Eldesi

Proteinler SDS-PAGE’ de yiiriitiildiikten sonra jel giimiis boyama prosediiriine tabii
tutulup goriintiiler elde edilmistir (Sekil 4.7).

O N VB W N =

0

Sekil 4.7 TPRK2 ve P. aeruginosa’ ya ait SDS-PAGE protein profilleri
Kuyucuklarda sirasiyla (soldan saga) Marker (5-250 kDa), TPRK?2 (kontrol), TPRK2+K (kursunlu), P.
aeruginosa (kontrol), P. aeruginosa +K (kursunlu).

TPRK2 ve P. aeruginosa’ nin SDS-PAGE’ de elde edilen protein profilleri
karsilastirildiginda mikroorganizmalar arasinda benzerlik ve farkliliklar gozlenmistir.
100 kDa, 90 kDa, 80 kDa, 70 kDa, ~65 kDa, ~55 kDa ve ~22 kDa da bulunan protein
bantlarinin her iki mikroorganizmada oldugu goriilmiistiir. Buna karsilik TPRK2’ nin
kursunlu besi yerinden elde edilen proteinlerde bant yogunlugu artarken, P. aeruginosa

proteinlerinde bant yogunlugunda azalma tespit edilmistir.

TPRK2’ nin kontrol ve kursunlu besi yerinden elde edilen proteinlerin bantlarinda
yogunluklar referans alindiginda 28 adet farkli protein bandi tespit edilmistir. Kursunlu

besi yerinden elde edilen protein bantlar1 genel olarak daha yogun olmakla birlikte 1, 2
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ve 14 numarali protein bantlarinda daha az 3, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 18, 19, 21, 22, 24,
25, 26, 27 ve 28 numarali protein bantlarinda daha fazla oldugu gézlenmistir. Bunun
yaninda 4, 5, 6, 7, 8, 9, 15, 17, 20 ve 23 numaral1 protein bantlar1 sadece kursunlu besi

yerine ait kuyucukta gézlenmistir.

TPRK2’ de 28 adet protein bandi elde edilirken P. aeruginosa ‘ nin kontrol ve kursunlu
besi yerinden elde edilen proteinlerin bantlarinda, yogunluklar referans alindiginda 27

adet farkli protein bandi tespit edilmistir.

P. aeruginosa‘ nin kontrol ve kursunlu besi yerinden elde edilen proteinlerin bantlari
karsilastirildiginda, 1 numaradan 27 numaraya kadar isaretlenmis protein bantlarinda
farkliliklar gozlenmistir. Isaretli olan tiim protein bantlarinin P. aeruginosa’ nin
kontroliinden elde edilen proteinlerin yiiklendigi kuyucukta yogunlugun daha fazla

oldugu gozlenmistir.
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Toplam Protein ve Fosfo Protein Boyama

Toplam protein boyama sonucunda belirlenen bantlar SDS-PAGE giimiis nitrat boyama

sonucu ile ortiismektedir.

Marker TPRK2+K Pseudomonus Pseudomonas
aeruginosa aeruginosa +K

250 kDa

150 kDa

100 kDa

Sekil 4.8 TPRK2 ve P. aeruginosa’ ya ait SDS-PAGE toplam protein profilleri
Kuyucuklarda sirasiyla (soldan saga) Marker (5-250 kDa), TPRK2 (kontrol), TPRK2+K (kursunlu), P.
aeruginosa (kontrol), P. aeruginosa +K (kursunlu).

Toplam protein bantlar1 (Sekil 4.8) ve SDS-PAGE bantlart (Sekil 4.7)

karsilastirildiginda jellerde kullanilan boyalarin hassiyeti sebebiyle bant profilleri ayni

olmakla beraber protein bant yogunluklarida farkliliklar gézlenmistir.
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el .
Sekil 4.9 TPRK2 ve P. aeruginosa’ ya ait SDS-PAGE fosfo protein profilleri
Kuyucuklarda sirasiyla (soldan saga) Marker (5-250 kDa), TPRK2 (kontrol), TPRK2+K (kursunlu), P.
aeruginosa (kontrol), P. aeruginosa +K (kursunlu).

TPRK2’ nin kontrol ve kursunlu besi yerinden elde edilen fosfoprotein bantlar1 SDS-
PAGE (Sekil 4.7)’ e gore numaralandirilmistir ve 8 adet fosfoprotein gézlenmistir.
TPRK2’ nin kontrol ve kursunlu besi yerinden elde edilen fosfoprotein bantlari
karsilastirildiginda her iki kuyucukta da fosfoprotein varligi tespit edilmistir. TPRK?2’
nin kursunlu besi yerinden elde edilen proteinlerin yiiklendigi kuyucukta bulunan

fosfoprotein yogunlugunun daha fazla oldugu gézlenmistir.

TPRK2’ nin kursunlu besi yerinden elde edilen proteinlerin yiiklendigi kuyucukta
bulunan 6, 11, 14, 25 ve 28 numarali bantlar karsilastirildiginda fosfoprotein
yogunluklarinin, 3, 26 ve 27 numarali fosfoprotein bantlarinin yogunlugundan daha

fazla oldugu gbzlenmistir.

P. aeruginosa‘ nin kontrol ve kursunlu besi yerinden elde edilen fosfoprotein bantlar1
SDS-PAGE (Sekil 4.7)’ e gore numaralandirilmig ve 7 adet fosfoprotein gézlenmistir.
P. aeruginosa‘ nin kontrol ve kursunlu besi yerinden elde edilen fosfoprotein bantlari

karsilagtirildiginda her iki kuyucukta da fosfo protein varligi tespit edilmistir. P.
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aeruginosa’ nin kontroliinden elde edilen proteinlerin yiiklendigi kuyucukta bulunan

fosfoprotein yogunlugunun daha fazla oldugu gézlenmistir.

P. aeruginosa’ nin kontroliinden elde edilen proteinlerin yiiklendigi kuyucukta bulunan
11, 18, 19, 25, 26 ve 27 numarali bantlar karsilagtirildiginda fosfoprotein
yogunluklarinin, 5 numarali fosfoprotein bandinin yogunlugundan daha fazla oldugu

gbzlenmistir.
2D-PAGE

2D-PAGE sonucu elde edilen goriintiiler Sekil 4.10 ve 4.11° de verilmistir. Goriintiilerin

analizi sonrasinda spotlar Cizelge 4.4 ve 4.5’ de verilmistir.

(@) (b)

Sekil 4.10 TPRK?2 kodlu mikroorganizmanin NB besi yerinde 2D-PAGE goriintiisii (a), TPRK2
kodlu mikroorganizmanm 102 M kursun agir metali iceren NB besi yerinde 2D-PAGE
goriintiist (b)

Kirmizi halka iginde bulunan protein spotlar her iki jelde bulmaktadir. Beyaz halka i¢inde bulunanlar ise
tek jelde karsilasilan protein spotlaridir.

Sekil 4.10’a bakildiginda (a) ve (b) 21 adet ayni protein spotu tespit edilmistir. Bu

protein spotlari kDa ve pH cinsinden degerlendirilmis ve asagida ifade edilmistir.

Avni protein spotlarinin degerlendirilmesi

8 kDa pH 7, 10 kDa pH 7, 16 kDa pH 6,5, 17 kDa pH 6,5, 19 kDa pH 7’ de iki adet
protein spotu, 20 kDa pH 7, 21 kDa pH 7, 21 kDa pH 6,5’ te iki adet protein spotu, 22
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kDa pH 6,5, 25 kDa pH 7-7,5, 25 kDa pH 6, 27 kDa pH 6, 28 kDa pH 7, 35 kDa pH
5,5, 40 kDa pH 6,5, 45 kDa pH 6, 50 kDa pH 4,5, 65 kDa pH 6,5, 80 kDa pH 5-5,5

arasinda ayni protein spotlar1 gézlenmistir.

Ayni protein spotlarmin 2 jel iizerindeki protein yogunluklarinin degerlendirilmesi

asagida verilmistir.

8 kDa pH 7, 10 kDa pH 7, 35 kDa pH 5,5, 45 kDa pH 6 ve 65 kDa pH 6,5 bulunan
protein spotlar1 karsilastirildiginda Sekil 4.10.a> da bulunan protein spotlarinin
yogunluklarinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.

16 kDa pH 6,5, 17 kDa pH 6,5, 19 kDa pH 7, 20 kDa pH 7, 21 kDa pH 6,5’ te iki adet
protein spotu, 22 kDa pH 6,5, 25 kDa pH 7-7,5, 28 kDa pH 7, 40 kDa pH 6,5, 50 kDa
pH 4,5 ve 80 kDa pH 5-5,5 arasinda bulunan protein spotlar karsilastirildiginda Sekil
4.10.b de bulunan protein spotlarimin yogunluklarinin daha fazla oldugu tespit

edilmistir.

19 kDa pH 7, 21 kDa pH 7, 25 kDa pH 6 ve 27 kDa pH 6’ da bulunan protein spotlar1
karsilastirildiginda Sekil 4.10.a ve Sekil 4.10.b° de bulunan protein spotlarinin

yogunluklarmin esit miktarda oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5 TPRK2‘ nin 2D-PAGE aymi protein spotlarinin karsilastiriimasi
pH/ Molekiiler Agirhik
(kDa) pH 4,5 pH 5 pH 5,5 pH 6 pH 6,5 pH 7

8 kDa ®

10 kDa ®

16 kDa ®

17 kDa °

19 kDa °

20 kDa o

21 kDa o0

22 kDa ()

25 kDa o

27 kDa

28 kDa o

35 kDa o

40 kDa ®

45 kDa ®

50 kDa o

65 kDa o

80 kDa ()

Siyah spotlar 4.10 (a)’ da bulunan ve miktar olarak yogun olan spotlardir.
Kirmizi spotlar 4.10 (b)’ de bulunan ve miktar olarak yogun olan spotlardir.
Sar1 spotlar 4.10 (a) ve 4.10 (b)’ de bulunan ve miktar olarak esit olan spotlardir.

Farkli (Sekil 4.10.a) protein spotlarinin degerlendirilmesi

Iki jel karsilastirildiginda (Sekil 4.10.a) 19 adet adet farkli protein tespit edilmistir.
Tespit edilen protein spotlart kDa ve pH cinsinden degerlendirilmis ve asagida ifade

edilmistir.

19 kDa pH 8,5, 25 kDa pH 7,5, 26 kDa pH 7,5 27 kDa pH 5,5, 28 kDa pH 7,5, 37 kDa
pH 7, 40 kDa pH 7,5, 43 kDa pH 7, 50 kDa pH 5,5 ve pH 7, 55 kDa pH 7, 57 kDa pH
7,5, 65 kDa pH 5,5, 67 kDa pH 6,5, 69 kDa pH 7 ve 7,5, 70 kDa pH 6,5, 72 kDa pH 7
olmak iizere 19 adet farkli protein spotu tespit edilmistir (Cizelge 4.6).
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Iki jel karsilastirildiginda (Sekil 4.10.b) 18 adet adet farkli protein tespit edilmistir.

Tespit edilen protein spotlar1 kDa ve pH cinsinden degerlendirilmis ve asagida ifade

edilmistir.

Cizelge 4.6 TPRK2 kodlu mikroorganizma‘ nin (solda kontrol, sagda kursunlu) 2D-PAGE
farkli protein spotlarinin karsilastirilmasi

Molekiiler Agirhik pH Araligi

(kDa) (3-10)

19 kDa 8,5(1)

25 kDa 7,5(2)

26 kDa 7,5 (3)

27 kDa 5,5 (4)

28 kDa 7,5 (5)

37 kDa 7 (6)

40 kDa 7,5(7)

43 kDa 7 (8)

50 kDa 5,5 (9) ve 7 (10)
55 kDa 7 (11)

57 kDa 7,5 (12)

65 kDa 5,5 (13) ve 6 (14)
67 kDa 6,5 (15)

69 kDa 7 (16) ve 7,5 (17)
70 kDa 6,5 (18)

72 kDa 7 (19)

Molekiiler Agirlik pH Araligi
(kDa) (3-10)
8 kDa 6 (1)
10 kDa 55 (2)
12 kDa 55(3)
14 kDa 55 (4)
16 kDa 8 (5)
17 kDa 5,5 (6)
18 kDa 6 (7)
19 kDa 55 (8) ve 6,5(9)
20 kDa 6,5 (10) ve 9 (11)
22 kDa 5,5 (12) ve 9 (13)
24 kDa 5,5 (14)
26 kDa 5 (15) ve 6 (16)
28 kDa 7,5 (17)
29 kDa 7,5 (18)

8 kDa pH 6, 10 kDa pH 5,5, 12 kDa pH 5,5, 14 kDa pH 5,5, 16 kDa pH 8, 17 kDa pH
5,5, 18 kDa pH 6, 19 kDa pH 5,5, 19 kDa pH 6,5 20 kDa pH 6,5 ve pH 9, 22 kDa pH
5,5-6 aras1 ve pH 9, 24 kDa pH 5,5-6 arasi, 26 kDa pH 5 ve pH 6, 28 kDa pH 7,5 ve 29

kDa pH 7,5 olmak tizere 18 adet farkli protein spotu tespit edilmistir (Cizelge 4.6).
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(a) (b)

Sekil 4.11 P. aeruginosa’ nin NB besi yerinde 2D-PAGE goriintiisii (a), P. aeruginosa’ nin 103
M kursun agir metali iceren NB besi yerinde 2D-PAGE goriintiisii (b)

Kirmizi1 halka i¢inde bulunan protein spotlari her iki jelde bulmaktadir. Beyaz halka i¢inde bulunanlar ise
tek jelde karsilasilan protein spotlaridir.

Sekil 4.11° e bakildiginda (a) ve (b) 41 adet ayn1 protein spotu tespit edilmistir. Bu

protein spotlar1 kDa ve pH cinsinden degerlendirildi ve asagida ifade edilmistir.

Avyni protein spotlarinin degerlendirilmesi

7 kDa pH 5,5, 13 kDa pH 6,5-7 arasinda, 15 kDa pH 3, 15 kDa pH 6,5 ve pH 8’ de, 16
kDa pH 4,5 ve 6,5 de, 17 kDa pH 5-6’ da, 18 kDa pH 6-8,5” de, 18 kDa pH 7,5, 19 kDa
pH 5, 6,7, 7,5ve 8,5 de, 21 kDa pH 5,5, 22 kDa pH 7,5-8 aras1, 25 kDa pH 5-5,5 arasi,
26 kDa pH 5-5,5 arasi ve 6,5, 35 kDa pH 4,5, 37 kDa pH 7, 40 kDa pH 4-4.5, 50-51
kDa pH 5-5,5 aras1 5’ li protein spot, 55 kDa pH 7, 60 kDa pH 4,5-5, 88 kDa pH 5,5, 90
kDa pH 4,5, 100 kDa pH 4,5-5 te ayn1 protein spotlar1 gézlenmistir.

Ayni protein spotlarmin 2 jel iizerindeki protein yogunluklarinin degerlendirilmesi

asagida verilmistir.

7 kDa pH 5,5, 15 kDa pH 6,5, 16 kDa pH 4,5, 17 kDa pH 6’ da, 18 kDa pH 6 ve 22 kDa
pH 7,5-8 arasinda bulunan proteinler karsilastirildiginda Sekil 4.11.a’ da bulunan

protein spotlarinin yogunluklarinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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15 kDa pH 3, 16 kDa pH 6,5, 90 kDa pH 4,5 ve 100 kDa pH 4,5-5’ te bulunan
proteinler karsilastirildiginda  Sekil 4.11.b> de bulunan protein spotlarinin
yogunluklarinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.

13 kDa pH 6,5-7 arasinda, 15 kDa pH 8’ de, 17 kDa pH 5, 18 kDa pH 8,5’ de, 18 kDa
pH 7,5, 19 kDa pH 5, 6, 7, 7,5 ve 8,5’ de, 21 kDa pH 5,5, 25 kDa pH 5-5,5 arasi, 26
kDa pH 5-5,5 arasi1 ve 6,5, 35 kDa pH 4,5, 37 kDa pH 7, 40 kDa pH 4-4,5, 50-51 kDa
pH 5-5,5 aras1 5’ li protein spot, 55 kDa pH 7, 60 kDa pH 4,5-5 ve 88 kDa pH 5,5’ te
bulunan protein spotlari karsilastirildiginda Sekil 4.11.a ve Sekil 4.11.b> de bulunan

protein spotlarinin yogunluklarinin esit miktarda oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.7 P. aeruginosa‘ nin 2D-PAGE ayni protein spotlarinin karsilagtirilmasi

pH/ Molekiiler

?Eg")k pH3 | pH4 | pH45 | pHS5 | pH55 | pH6 | pH65 | pH7 | pH75 | pH8
a

7 kDa ®

13 kDa Y

15 kDa Y

16 kDa Y e

17 kDa ®

18 kDa o

19 kDa

21 kDa

22 kDa ®

25 kDa

26 kDa

35 kDa

37 kDa

40 kDa

50-51 kDa

55 kDa

60 kDa

88 kDa

90 kDa Y

100 kDa ® ®

Siyah spotlar 4.11 (a)’ da bulunan ve miktar olarak yogun olan spotlardir.
Kirmizi spotlar 4.11 (b)’ de bulunan ve miktar olarak yogun olan spotlardir.
Sar1 spotlar 4.11 (a) ve 4.11 (b)’ de bulunan ve miktar olarak esit olan spotlardir.

Farkli (Sekil 4.11.a) protein spotlarinin degerlendirilmesi

Iki jel karsilastirildiginda (Sekil 4.11.a) 9 adet adet farkl1 protein tespit edilmistir. Tespit

edilen protein spotlar1 kDa ve pH cinsinden degerlendirilmis ve asagida ifade edilmistir.

15 kDa pH 5,5, 16 kDa pH 3 ve 4,5, 17 kDa pH 5,5, 20 kDa pH 4, 23 kDa pH 4,5, 24
kDa pH 4, 26 kDa pH 4,5 ve 70 kDa pH 7 olmak iizere 9 adet farkli protein spotu tespit
edilmistir (Cizelge 4.8).
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Iki jel karsilastirildiginda (Sekil 4.11.b) 9 adet adet farkli protein tespit edilmistir. Tespit

edilen protein spotlar1 kDa ve pH cinsinden degerlendirilmis ve asagida ifade edilmistir.

Cizelge 4.8 P. aeruginosa ° nin (solda kontrol, sagda kursunlu) 2D-PAGE farkli protein
spotlarimin karsilastirilmasi

Molekiiler Agirlik pH Araligi

(kDa) (3-10)

15 kDa 55 (1)

16 kDa 3(2)ved5(13
17 kDa 55 (4)

20 kDa 4 (5)

23 kDa 4,5 (6)

24 kDa 4 (7)

26 kDa 4,5 (8)

70 kDa 7(9)

Molekiiler Agirlik pH Aralig
(kDa) (3-10)
4 kDa 4(1)
5 kDa 4(2)
15 kDa 3(3)
20 kDa 6 (4)
22 kDa 5,5-6 arasi (5)
23 kDa 5 (6)
70 kDa 4(7)
75 kDa 4(8)
80 kDa 5(9)

4 kDa pH 4, 5 kDa pH 4, 15 kDa pH 3, 20 kDa pH 6, 22 kDa pH 5,5-6 aras1, 23 kDa pH
5, 70 kDa pH 4, 75 kDa pH 4, 80 kDa pH 5 olmak iizere 9 adet farkli protein spotu

tespit edilmistir (Cizelge 4.8).
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5. TARTISMA VE SONUC

Biyolojik olarak "kursun" metali ifadesinin karsilig1 "kursun (II)" iyonudur ve redoks
reaksiyonlarina dogrudan katilmamaktadir. Bu nedenle, lipid peroksidasyonuna yol
acan ve hiicrelerde reaktif tiirlerin olusumuna etki eden kursun, kursunun biyolojik
molekiillere baglanarak ya reaktif tiirler tireten bir prosesi aktif hale getirmesinden ya da
normal olarak reaktif tiirleri sondiiren redoks enzimleri inhibe etmesinden kaynaklanan

dolayl1 bir eylem olmalidir (Maret, 2017).

Civa, kadmiyum veya talyum ile karsilastirildiginda kursun, toksikolojide daha 6nemli
bir konudur ¢iinkii kursun (Pb) yeryiiziinde dogal olarak bulundugu kadar bol olanda bir
elementtir. Insan etkinlikleri sebebiyle cevrede erken kullanimlarindan kaynakli olarak
kursun miktart hizla artmigtir (Patterson, 1965). Jeolojik kayitlara goére, topragin
orijinal degerinden (0,4 ng Pb / m®) en az 100 kat artis gergeklesmistir. Olgiimlere gore,
yogun niifuslu ve sanayilesmis bolgelerde kursun degeri artik 500 ila 10.000 ng Pb /
m>tiir (Wixson ve Davies, 1993; Nriagu, 1998). 2012 yilinda diinya ¢apindaki kursun
tiretimi 10 milyon tona ulagsmistir (Anonim, 2019). Tiim metallerde oldugu gibi, iki ana
tiretim yolu vardir. Kursun maden cevherinden elde edilen birincil iiretim elbette tiim
kursunlarin orijinal kaynagidir, ancak geri doniistiiriilmiis {iriinlerden veya iiretim
siirecinden kaynaklanan kalintilardan geri kazanildig: ikincil iiretimde ¢ok onemlidir.
Ikincil kursun iiretimi simdi diinya genelinde iiretilen tiim kursunlarin yarisindan
fazlasin1 olusturmaktadir. Kursunun ABD'de % 80'inden fazlasi, Avrupa'da ise %
60'indan fazlasi ikincil iiretimden elde edilmektedir (Anonim, 2019). Ancak, tiim geri
donlisgiim ¢abalarmma ragmen ya c¢evrede ya da organizmalarda yolculugunu
tamamlamaktadir. Diger bir ifadeyle, endiistriyellesme ile birlikte tiikettigimiz
yiyecekler, i¢tigimiz su ve soludugumuz hava araclifiyla insanlar ve diger canlilar Pb'ye

maruz kalmaktadir (Maret, 2017).

Pbmin herhangi bir maruziyet esik degeri belirlenmemis olup, tamamen toksik kabul
edilmektedir. Kursun genel olarak kemikte birikmesine ragmen (yar1 6mrii 30 yildir)
farkli fizyolojik ve patofizyolojik nedenlerle mobilize olabilmektedir. Yetiskinlerde,
kursuna maruz kalmanin kronik etkileri arasinda yiiksek tansiyon, kanser gelisimi ve

daha yakin zamanda Onerildigi gibi ndrodejenerasyon bulunur. Cocuklar ozellikle
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maruz kalma riskine karsi savunmasizdir ve Ogrenme yetenegini ve davranisini

etkileyen geri doniisii olmayan norolojik zararlara maruz kalirlar (Maret, 2017).

Kursun ve bilesikleri, boyalarda, bazi kristal camlarin imalatinda, cam sirlamalarinda,
seramik ve c¢omlekgilikte ve bazi kalaylama islemlerinde de kullanilmaktadir
(Barwinska-Sendra ve Waldron, 2017) Asitli igecekler veya yiyeceklerle birlikte
kullanildiginda kursun bu malzemelerden serbest hale gelmektedir. Kursun
nanopartikiiller, ¢esitli uygulamalar i¢in kursun iceren malzemeler tireten yeni bir
alandir ve sagligimiz i¢in potansiyel olarak yeni bir tehdit olusturmaktadir (Maret,

2017).

Kursun zehirlenmesine dair bilgiler 6000 yildan daha eski bir kayitta ge¢mesinin
yaninda daha yakin zamanlarda en biiylik sanat¢ilarin bazilarinda (Montes-Santiago,
2013) hastaligin veya hatta 6liimiin nedeni olduguda kayitlarda mevcuttur (Nriagu,
1983; Lessler, 1988). Kursun zehirlenmesi ayrica saturnizm (Saturn kursunu ilk bulup
adlandiran kisi) veya plumbizm (plumber: kursun is¢isi) ve boyadan kaynaklanan

zehirlenmelerden dolay1 ressam koligi olarakta bilinmektedir (Maret, 2017).

Endiistriyel hijyen, gelismis iilkelerde onemli dlgiide iyilesmis olsa da, ciddi kirlilik
sorunlart devam etmektedir. Kursunun toksisitesi hakkindaki bilgimizin ¢ok uzun bir
gecmise dayanmasina ragmen, ne yazik ki, insanin kursuna maruz kalmasi sorun
olmaya devam etmektedir. ABD Cevre Koruma Ajanst (EPA) toksik bir maddenin
maksimum kabul edilebilir oral dozu olan RfD'nin (referans dozu) olamayacagini ifade

ederek, kursun i¢in giivenli maruz kalma siniriim olmadig1 sonucuna varmistir (Maret,

2017).

Pb (II) 'nin baz1 sistemik ve hiicresel metabolizma yollar1 bilinmekle birlikte, o-
aminolevulinat dehidratazdaki etkisi disinda, molekiiler toksikolojisi spesifik hedefler
bakimindan biiylik 6l¢iide kanitlanmamistir. En ¢ok iizerinde durulan ve kanitlanmig
olan mekanizmalarindan birisi ¢inko proteinlerinde fonksiyonel sonuglart olan ¢inkonun
kursun ile degismesidir. Kalsiyum baglayict proteinler de olast hedefler olarak
tartisilmaktadir. Ancak, Kkursunun proteinlerin igindeki kalsiyum bolgelerine olan

afinitesi, ¢inko bolgelerindekine gore daha diistiktiir (Maret, 2017).

Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), civa (Hg) ve talyum (Tl) gibi 6nemli toksisiteye sahip
metaller periyodik tablonun bir alaninda kiimelenirler. Bu metallere en yakin metal
cinko (Zn) esansiyel besindir. Toksisitesi yliksek olan bu elementlerin paylastigi bir
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kimyasal 6zellik tiyofilisiteleridir, yani ligandlarin kiikiirt verici atomlari i¢in yiiksek bir
afiniteye sahip olmalaridir. Bu metallerin siilfidlerinin ¢oziiniirliik sabitleri (-log K):
CdS: 27; HgS: 52; TIS: 22; PbS: 28-29' dur. Bizmut (Bi) i¢in bu deger daha da
yiiksektir (Bi2S3: 96). Karsilastiracak olursak, ZnS'nin degeri 25'tir. Bununla birlikte,
kadmiyum ve kursunun kiikiirt i¢in benzer afiniteleri olmasina ragmen, insanlardaki
toksik etkileri birbirinden farklidir (Maret ve Moulis, 2013). Cinkoya goére kadmiyum
ve kursunun ligand donodrleri i¢in afinitelerini karsilastirdifimizda, azot koordineli
ortamlar i¢in Cd <Pb <Zn, oksijen koordineli ortamlar i¢in Cd <Zn <Pb ve kiikiirt
koordineli ortamlar i¢in Zn <Cd <Pb’ dir (Martin, 1987). Dolayisiyla, li¢ metal arasinda
kursun, oksijen ve kiikiirt koordineli ortamlarda afinitesi daha yiliksek olan metaldir

(Maret, 2017).

Bakterilerde Pb detoksifikasyon ii¢ temel yontemden birisi ile gerceklesir: hiicre ici
¢okeltme, atim (efflux: hiicre disina atma) ve bazi durumlarda Pb?*' nin organik kursun
bilesiklere metilasyonundan olusur (Jarostawiecka ve Piotrowska-Seget, 2014). Pb' nin
hiicre icerisinde ¢okeltme yontemi genel olarak fosfat ile bilesik olusturmasi seklinde
gerceklesir ve yaygin bir ayristirma (Pb'nin hiicre icerisinde diger metallerden
ayristirilmasi) mekanizmasi olarak islev gordiigii diistiniilmektedir ve ¢okeltilen kursun
fosfat tuzu genellikle tiire 6zgiidiir. Ornegin, Staphylococcus aureus, hiicre igi Pb'yi
Pb3(PO4)2 (Levinson, 1998) olarak ¢okeltirken, Vibrio harveyi, hiicre igi Pb'yi Pbg(PO4)s
olarak ayristirir (Mire ve ark., 2004). Burkholderia cepacia, Pb'yi Pbs(POa4)s*! olarak
aynigtirtr (Templeton ve ark., 2003) Farkli hiicre i¢i Pb fosfat tiirleri, muhtemelen
detoksifikasyonda yer alan farklt tiirlere 6zgli alt-hiicresel islemlerden
kaynaklanmaktadir. Ancak, bilinen farkli detoksifikasyon yollariyla fosfat ¢okeltme
tiplerini karsilastiran bilinen sistematik bir calisma yoktur. Hiicre i¢i ¢okeltme ayrica
kiikiirt ile de gozlenmistir. Fosfat siirlayict kosullar altinda Pb'yi alirken, Klebsiella
aerogenes NCTC418'de PbS bulunmustur (Aiking ve ark., 1985) Ayrica XRD ile siilfat
indirgeyen bakterilerin  PbS04ti PbS olusturmak i¢in elektron alicist olarak

kullanabildigi gosterilmistir (Karnachuk ve ark., 2002).

Ayristirmanin diger bir sekli Metalotiyonin proteinleri tarafindan gergeklestirilir (Maret,
2017). Agir metale maruz kalma uzun zamandir metalotiyonin (MT) diizenlemesi ve
fonksiyonu ile iligkilendirilmistir. Metallotiyoninler, sistein bakimindan zengin olan

metaloproteinlerdir ve Grup 11 ve 12 metallerine iki metal tiyolat kiimesinden olusan
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iki bolge ile baglanir. Metalotiyoninler, diisiik molekiil agirlikli bir kiitle (memeli
proteini i¢cin 6000-7000 Da), yaklasik % 30 sistein bolgesi (memeli MT'sinin 62'de 20 si
sisteindir) ve birincil dizilimde hi¢ bir aromatik amino asitin olmamasi ile karakterize
edilir. MT'ler ¢inko ve bakir esansiyel metallerinin homeostatik metal tepkisinde ve
kadmiyum gibi agir metallerin detoksifikasyonunda gorev alirlar. Genel olarak, MT'nin
metal baglayici sistein koklerinin metallere afinitesi, metallerin tiyollere olan
afinitilerine benzemektedir: Zn (11) <Pb (11) <Cd (1) <Cu (I) <Ag (1) <Hg (1) <Bi (II1)
(Wong ve ark., 2017). Her ne kadar MT'ler detoksifikasyonda goérev alsalarda, bu
mekanizma bakteriler arasinda birincil agir metal detoksifikasyon stratejisi degildir

(Stewart, 2017).

Diger bir yontem bazi bakterilerde gézlemlenen, cesitli Pb?* tiirlerini detoksifikasyonda
rol oynadigi diisliniilen metillenmis Pb tiirlerine doniistiirme kabiliyetine sahiptir
(Thayer, 2002). Bu islem biyometilasyon olarak adlandirilir, ancak metil-kursun baginin
dayaniksiz yapisinin bir sonucu olarak monometil kursunun (IV) kararsizlig1 nedeniyle
kesin mekanizmalar olusturulamamustir (Thayer, 2002). Hem tetrametil (MesPb) hem de
trimetil (MesPb) kursun, mikrobiyal biyometilasyon firiinleri olarak tanimlanmstir.
Aeromonas sp. nin kursun asetatt MesPb'ye doniistirdiigii gosterilmistir (Silverberg ve
ark., 1976). Baska bakterilerde de benzer doniistiirme yetenekleri gosterilmistir, ancak
Pb biyometilasyonunun tamamen ortamda gerceklestigini sorgulayan kanitlarda vardir
(Wong ve ark., 1975; Hughes ve Poole, 1989). Bu iddialara ragmen, bir tiir kutup deniz
bakterisinin Me3Pb iirettigi bildirilmistir (Pongratz ve Heumann, 1999).

Son yontem ise hiicre disina atim mekanizmasidir. Bakteriler P tipi ATPase aracili
taginimida igeren disar1 atma sistemleri araciligiyla Pb'yi hiicre digina atabilirler (Apell,
2004). Hiicre ici Pb®"'yi uzaklastiran Pbr atim sistemi ilk olarak Cupriavidus
metallidurans CH34 (Borremans ve ark., 2001)' de rapor edilmistir ve kursun
detoksifikasyonunda c¢okeltmeyi atim ile birlestirdigi bilinen tek sistemdir. C.
metallidurans CH34, metal tolerans calismalart i¢in siklikla kullanilan ve o6zellikle
hiicre i¢i Pb ayristirma ve detoksifikasyonu baglaminda ilgi ¢eken model bir bakteridir.
Belirlenen atim sistemi pbr tarafindan kodlanir ve PbrT (bir zar proteini), PbrA (bir PIB
tipi ATPase), PbrB (bir fosfataz zar proteini), PbrC (varsayilan bir sinyal peptidaz),
PbrD (bir varsayilan hiicre i¢i Pb baglayict protein) ve PbrR (pozitif regiilator) igerir

(Borremans ve ark., 2001). PbrT, Pb?'nin sitoplazmaya alinmasindan kismen
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sorumludur, bu nedenle, PbrD proteinin Pb'yi baglayip onu hassas sub-hiicresel
hedeflere daha az erisilebilir hale getirirken ayni zamanda PbrA'yr aktive ettigi
diisiiniilmektedir. PbrA, Pb'nin periplazma igine atimindan sorumludur ve inorganik
fosfatin periplazmik bosluga salinmasi ve Pb fosfatlarin ¢okelmesinde gorev alan PbrB
ile birlikte ¢alisir. Bu periplazmik ¢okeltmenin Pb'nin sitozole tekrar girmesini dnledigi

diistintilmektedir (Hynninen ve ark., 2009).

Metal direngliligini aktive eden ana genler kromozomal olup genis metal direncliligi
megaplazmitlerinden kaynaklanmaktadir. denedikleri 16 farkli metalin transkriptomik
verilerini incelediklerinde bakterinin tepkisini 3 ana grupta toplamiglar ve Pb Cd, Ni,
Cu ve Zn ile aynmi grupta yer alirken Hg'den farkli bir grupta yer almistir (Monsieurs ve
ark., 2011).

Genel olarak metale maruz kaldiginda bakteride siilfiir ve iliskili yolaklar metalleri
tutmak amaciyla aktive olurken yine gerekli enerjiyi saglamak amaciyla karbonhidrat

pargalayici yolaklar da aktive olmaktadir (Monsieurs ve ark., 2011).

Dikkat edilmesi gereken hususlardan bir tanesi aktive olan yolagin direkt olarak metal
direncliliginde rol almiyor olabilecegidir. Bunun sebeplerinden birisi, yiiksek
konsantrasyonda bulunan metal hiicre icerisindeki metal iyon havuzunda olusturacagi
yiikselme sebebiyle metal baglanma bolgelerinde bir kaymaya sebep olarak proteinlerin
metal baglama bdlgelerini doldurup hiicre i¢in gerekli olan iz elementlerin saglanmasini
saglayacak ve bu iz elemente afinitesi yliksek yeni proteinler ig¢in yolaklar1 aktive
edebilir. Ancak aktive olan bu yolagin buna sebep olan metale kars1 direnglilikle direkt
iligkisi yoktur. Diger bir sebep ise, metal direnclilikte rol alan genlerin promoter
bolgelerine baglanan transkripsiyonel faktorlerin esnekligi olabilir. Bakterinin maruz
kaldig1 metale kars1 en verimli detoksifikasyon sistemi dncelikli olarak aktive edildikten
sonra metalin fazla olmasi sebebiyle ilgili promoter bolgesi tamamiyla iggal edildiginde
transkripsiyonel faktorler diger ama daha az verimli metal direnclilikte gorev alan
bolgelerin promoter bolgelerine baglanarak aktive edebilirler. Bu genler direkt olarak
ilgili metalin detoksifikasyonunda gérev almiyor olsalarda hiicrenin detoksifikasyonuna

yardim etmis olurlar (Monsieurs ve ark., 2011).

Pbr mekanizmasinda PbrA Pb'yi sitoplazma disina tasirken hiicre disinda Pb PbrB'nin
irettigi inorganik fosfat ile tuz olusturarak c¢okelttigi ifade edilmistir. Ayrica bu

mekanizmanin birgok bakteride Pb direncliliginin temelini olusturdugunu ifade
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etmislerdir. Fakat, PbrA'nin Pb, Zn ve Cd'yi 6zgiil olmadan hiicre disina attigin ileri
stirmiislerdir (Hynninen ve ark., 2009). Ancak Wong ve ark.(2004), PbrA'nin Pb'ye
0zgiil oldugunu, bunun yaninda CadA ve ZntA'nin Pb'yi 6zgiil olmadan hiicre disina

atabildigini ifade etmislerdir.

Sonug olarak endiistrinin biiyiimesiyle endiistriyel atiklarin ¢evreye, 6zellikle toprak ve
suya bosaltilmasinda 6nemli bir artis olmustur. Bu durum 6zellikle kentsel alanlarda
agir metallerin birikmesine yol agmistir. Biyoremediyasyon, bakterileri, mantarlar1 veya
bitkileri kullanarak atiklarin kontrollii kosullar altinda biyolojik olarak zararsiz bir hal
almasimni ve belirlenen yogunlasma simirlarmin altindaki seviyelere indirgenmesini
saglar. Bu asamada bitkiler ve mantarlarin kullanim alani kisith olmasina ragmen,
bakterilerin her ortama uyum saglayabilmeleri mikroorganizmalar1 etkin ve verimli
yapmaktadir. Ayrica adaptasyon kosullar1 bilinen bakterilerin biyoremediyasyon

sonucunda kontrolleri de kosullar1 degistirerek saglanabilmektedir.

Bu ¢alisma sonucunda iki farkli mikroorganizma kursun agir metali biyoremediyasyon
uygulamalar1 i¢in potansiyele sahip bulunmustur. Mikroorganizmalarin protein
profilleri sonucunda kursuna kars1 metabolik tepkilerinin farkli oldugu goézlemlenmistir.
Bu calismanin devami niteligi olabilecek transkriptomik ve proteomik caligmalar ile
agir metal biyoremediyasyonun farkli metabolik yolaklarina 11k tutulabilir. Dolayisiyla

daha etkin bir biyoremediyasyon uygulamalar1 gergeklestirilebilir.
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EKLER

EK1

Kulllanilan Besiyerleri

Nutrient Agar Hazirlanisi

8,0 g Nutrient Broth besi yeri ve 15 g agar agar tartilmig 1 L distile suda ¢6zdiirtildiikten

sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Nutrient Broth Hazirlanisi

8,0 g Nutrient Broth besi yeri tartilmis 1 L distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra 121 °C’ de

15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
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EK 2

Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

1 M Lead(II) Acetate Trihydrate Stogunun Hazirlanisi

19,0 g Lead(ll) Acetate Trihydrate tartilmis 50 mL NB igeren erlenin igerisine eklenip

manyatik karistirict yardimiyla karistirilmastir.

% 0,9’ luk Sodyum Kloriir (NaCl) Soliisyonunun Hazirlanisi

0,9 g (Sodyum Kloriir) NaCl tartilmis ve tizerine son hacim 1 L olana kadar distile su

eklenip manyatik karistirict yardimiyla karigtirilmastir.

50 mM pH 7 Sodyum Fosfat Tamponu

7 g (KH2PO4) sodyum fosfat tartilmis ve tizerine son hacim 1 L olana kadar distile su
eklenip manyatik karistirict  yardimiyla karistirilmistir.  Sodyum fosfot tamponu

kullanilacag1 zaman pH 7’ ye ayarlanmistir.

Bradford Cozeltisinin Hazirlanisi

12,5 mL % 96’ lik etanolde 25 mg Coomassie Brillant Blue G250 boyasi ¢ozdiiriiliip
tizerine 25 mL % 85 lik fosforik asit eklenmistir. Bir gece karistiricida bekletilmis ve
distile su ile tizeri 250 mL’ye tamamlanmistir. Siizge¢ kagidindan gegirilmis ve 151k

gecirmeyen cam sise igerisinde +4°C’ de muhafaza edilmistir.

% 20 TCA-Aseton

20 g TCA tartilmis ve 100 mL asetonda ¢ozdiiriilmiistiir.
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EK3

Biyokimyasal Analizler i¢cin Kullamlan Kimyasallar ve Boyalar

Hidrojen Peroksit (H20>)

Bakterilerin identifikasyonu amaciyla yapilan biyokimyasal testlerden katalaz testinin

ayiract olarak % 3’ liik H2O> kullanilmistir.

Tetrametil-p-fenilendiamin ayiraci (% 0,5 lik)

Bakterilerin identifikasyonu amaciyla yapilan biyokimyasal testlerden oksidaz testinin

ayract olarak % 0,5’ lik Tetrametil-p-fenilendiamin ayiract kullanilmistir.

Kristal Viyole Bovyasi

Bakterilerin duvar yapilarina gére ayrimlarinin saglandigi gram boyama ¢alismalarinda

mor renkli primer boya ¢ozeltisi olarak kullanilmistr.

Cozelti A

Kristal viyole 20¢g

Etil alkol (%95) 10,0 mL
Cozelti B

Amonyum oksalat 0,89
Distile su 80,0 mL

Cozelti A ve B karigtirillmis distile su ile 1:10 oraninda sulandirilip filtre kagidindan

stiziilmiistiir.

Iyot-Liigol Cozeltisi

Bu madde mordan olarak kullanilir. Mordan, bir boyaya kars1 hiicrenin egilimini arttiran
bir maddedir. Primer boyaya baglanarak ¢oziinmez bir bilesik olusturur. Tiim hiicreler

bu esnada koyu mor boyanir.
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EK 3 (Devam)

Bilesim
Iyot 509
Potasyum iyodit 10 g/L
Distile su 1000 mL

Potasyum iyodit 30 mL distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra iyot ¢ozeltiye eklenip ve

¢ozelti hacmi 100 mL’ye tamamlanmustir.
Bazik Fuksin

Preparatlar etil alkol ile muamele edildikten sonra karsit boya olarak sulu fuksin

¢ozeltisi ile isleme tabii tutulmustur.
Bilesim

Bazik fuksin 10g
% 95 lik etil alkol 100 mL

% 96’ lik Etil Alkol

Gram boyamada kullanilan etil alkol piyasada ticari olarak satilan % 96’ lik saflikta

temin edilmistir.

Immersiyon Yagi (Sedir Yagi)

Gram boyama sonrasinda bakterilerin 100 X biiylitmeli objektifte incelenirken

kullanilmastir.
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EK 4

PZR Icin Kullamlan Cézeltiler

Mg*2 Stok Cozeltisi (100 mL)

MgCl,.6H,0 20,33 g
MgS02.7H,0 24,65 g

Yukarida verilen kimyasal maddelere distile su eklenerek 100 mL’ ye tamamlanmigtir. Filtre

ile sterilize edilmis ve +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Soliisyonu

Bilesimi:
Trisma base 2169
Borik asit 119

EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) 1,86 g

Tartilarak son hacim 200 mL olacak sekilde saf suda ¢ozdiirilmis ve pH 8,3 e

ayarlanmustir.

Agaroz jel (% 3) 50 mL

Agaroz 159
5X TBE Soliisyonu 5SmL
Distile su 45 mL

Agaroz, homojen bir karisim olusuncaya kadar 1sitilarak eritilmistir.

Ornek Yiikleme Tamponu

Brom fenol mavisi % 0,25
Gliserol % 10

100 mL saf suda ¢oziilerek elde edilmistir.
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EK 4 (Devam)

DNA Ladder (Thermo Scientific ™ GeneRuler 25 bp)

Ticari olarak saglanan ladder DNA’ lar, PZR fdirlinleri agaroz jel elektroforezde

yiiriitiildiikten sonra uygun boyutta olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir.
Primerler

Polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) ve DNA dizileme sirasinda kullanilmistir. DNA

dizileme islemi hizmet alim1 Iontek A.S. tarafindan yapilmistir.

Stok Boyama Soliisyonu

Ethidium bromiir 1 mg

Distile su 100 mL

Boya tamamen ¢6ziindiikten sonra koyu renkli sisede +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

6x Loading Dye Solution

Tris-HCI 10 mM, pH 7,6
Bromofenol Blue % 0,03

Xylene cyanol % 0,03
Gliserol % 60

EDTA 60 mM
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EK5
SDS-PAGE I¢in Kullanilan Reaktifler ve Jellerin Hazirlanmas: (Laemmli, 1970)

Stok Cozeltiler

Akrilamid/Bisakrilamid Hazirlanisi

300 mL distile su igerinde 87,6 g akrilamid ve 2,4 g bisakrilamid tartilip
¢cOzdiriilmiistiir. Cozlinmenin tam olabilmesi icin hafif sekilde 1sitilip filtre kagidi ile

stiziiliip, 151k gecirmeyen cam sise igerisinde +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

Yiikleme (6rnek) Tamponun Hazirlanisi

3,55 mL saf su, 2,5 mL gliserol, 1,25 mL 0,5 M tris ( pH 6,8), 2 mL % 10’ luk SDS, 0,2

mL % 0,5’ lik bromfenol mavisi karistirilip yiikkleme tamponu hazirlanmistir.

Tris Hazirlanisi

12,14 g tris-baz tartilip son hacim 200 mL olacak sekilde distile su eklenmistir (pH 6,8).
36,342 g tris-baz tartilip son hacim 200 mL olacak sekilde distile su eklenmistir (pH
8,8).

% 10’ luk SDS’in Hazirlanisi
100 mL distile su icerisinde 10 g SDS tartilip ¢ozdiirtilmiistiir.

% 10’ luk APS ( Amonyum persiilfat ) Hazirlanisi

100 pL distile su igeresinde 100 mg APS tartilip ¢ozdiirilmiistiir.

5X ERB (Elektroforez Tamponu) Hazirlanisi

15 g tris-baz ve 72 g glisin tartilip 1 L distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.
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EK 5 (Devam)
SDS Jel Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Alt (Separating) Jel

Monomer konsantrasyonu (%30 T, % 2,67 C)
Akrilamid/bis (% 30 T, % 2,67 C stok)

Saf su

1,5 M Tris-Baz, pH 8,8

% 10 SDS

% 10 Amonyum persiilfat (taze hazirlanir)

TEMED (N,N- tetrametilen etilendiamin)

Ust (Stacking) Jel

Monomer konsantrasyonu (%30 T, % 2,67 C)
Akrilamid/bis (%30 T, %2,67 C stok)

Saf su

0,5 M Tris-Baz, pH 6,8

% 10 SDS

% 10 Amonyum persiilfat (taze hazirlanir)

TEMED (N,N- tetrametilen etilendiamin)
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% 12

4,0 mL

3,35 mL

2,5mL

100 pL

50 pL

SuL

%7

2,3mL

5,1mL

2,5mL

100 pL

50 uL

10 uL



EK6

2D-PAGE I¢in Kullanilan Reaktifler ve Jel Hazirlanmasi
Cozeltiler

% 1 Bromofenol Blue Stok Solusyon

100 mg bromofenol blue ve 60 mg tris-baz tartilip son hacim 10 mL olacak sekilde

distile su ile tamamlanmustir.

Rehidrasyon Buffer

4,2 g ire, 1,52 g thioiire, 0,4 g CHAPS, 1 M DTT, 50 uL % 100 IPG buffer (amfolit)
ve 200 puL % 1 bromofenol blue tartilip son hacim 10 mL olacak sekilde distile su ile

tamamlanmustir.

% 1 Agaroz Jel

1 g agaroz, 100 mL 1X TBE tamponu ve % 1 30 puL bromofenol blue igerisinde

¢Ozdiirtiliip mikrodalga ile eritilmistir.

1. Dengeleme Tamponu

3,6 g iire, 0,6 g trisHCI, 0,2 g SDS, 2 mL gliserol, 0,2 g DTT eklenip son hacim 10 mL

olacak sekilde distile su ile tamamlanmistir.

2. Dengeleme Tamponu

3,6 g iire, 0,6 g trisHCI, 0,2 g SDS, 2 mL gliserol, 0,25 g akrilamid eklenip ve son

hacim 10 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanmustir.

1X Yiiriitme Tamponu

5X ERB (Ek 5) hazirlanmis ve 5 kat seyreltilmistir.
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EK 6 (Devam)

% 12 SDS Poliakrilamid Jel

3,3 mL distile su, 4 mL % 30 akrilamid, 2,5 mL 1,5 M Tris, pH 8, 100 uL % 10 SDS,
100 pL % 10 APS ve 4 uL TEMED karistirilmistir.

Mini-protean Tetra Cell (Biorad, Almanya) elektroforez diizenegine ait cam plakalar ve
aparatlar kullanilarak jel dokme diizenegi olusturulmustur. Hazirlanan % 12 SDS
poliakrilamid jel cam plakalar arasina 4,5 mL dokiiliip lizeri distile su ile tamamlanmis

ve polimerlesmesi i¢in bekletilmistir.
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EK7
SDS-PAGE Boyama Cozeltileri

Giimiis Nitrat Boyama Yontemi

Fiksasyon Cozeltisi

50 mL metanol, 12 mL asetik asit, 50 pL % 37’ lik formaldehit karistirilip son hacim
100 mL olacak sekilde distile su eklenmistir.

Giumus Nitrat Cozeltisi

0,2 g AgNOs tartilip 100 mL distile su igeresinde ¢Ozdirlilmiistiir, ¢oziinme

saglandiktan sonra iizerine 75 uL. % 37’ lik formaldehit eklenmistir.

On Islem Cozeltisi

0,02 g sodyum tiyostilfat tartilip 100 mL distile su igeresinde ¢cozdiiriilmiistiir.

Gelistirme Cozeltisi

4,5 g potasyum karbonat tartilip 100 mL distile su igeresinde ¢dzdiiriilmiistiir. Uzerine 4
mL 6n iglem ¢ozeltisi ve 150 ulL % 37’ lik formaldehit eklenip ve karigtirilmustir.

% 50 Etanol
50 mL etanol lizerine 50 mL distile su eklenmistir.

Durdurma Cozeltisi

62,5 mL metanol ve 15 mL asetik asit karigtiritlip son hacim 100 mL olacak sekilde

distile su eklenmistir.
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EK 7 (Devam)

Yiriitme islemi tamamlanan jel cam plakalar arasindan alinmis ve seramik tabla

iceresine yerlestirilmistir. Uzerine 60 mL fiksasyon ¢ozeltisi eklenip ve MR-1 Mini

Rocker-Shaker (biosan) tizerinde 60 rpm’ de 1 saat muamele edilmistir. Siire sonunda 3

defa % 50’ lik etanol ile yikanip ve 6n islem ¢ozeltisinde 60 rpm’ de 1 saat muamele

edilmistir. Sonrasinda 3 defa saf su ile yikanmis, giimiis nitrat ¢ozeltisinde 20-40 saniye

arasinda bekletilmistir. Iki kere saf su ile ytkanmus, gelistirme ¢ozeltisi ile 40-45 saniye

muamele edilip ve iki kere saf su ile yikanmistir. Durdurma c¢ozeltisi ile 5 dakika

muamele edildikten sonra saf su ile iki defa yikanmistir. ChemiDoc MP Imaging

System (BIO RAD) cihazi ile goriintiilenmistir.

Fosfoprotein ve Toplam Protein Boyama

Cizelge EK7 1 Fosfoproteinlerin tespiti i¢in boyama protokolii

Reaktif

Protokol

Diizeltme (Fikse etme)

50 mL metanol
10 mL asetik asit

100 mL, 30 dakika

100 mL, 30 dakika

40 mL saf su
Yikama Ultra saf su 100 mL, 10 dakika
100 mL, 10 dakika
100 mL, 10 dakika
Boyama Phos-TagTM 40-60 mL
Phosphoprotein Jel Stain | 60-90 dakika
(POO5A)
Boya giderme Phos-TagTM 60 mL, 30 dakika

Phosphoprotein Destain

Solution (P0O05B)

60 mL, 30 dakika

60 mL, 30 dakika

Yikama

Ultra saf su

100 mL, 5 dakika

100 mL, 5 dakika

Cizelge EK7 2 Toplam proteinlerin tespiti i¢in boyama protokolii

Reaktif

Protokol

Boya ¢ozeltisi

1 mL 1000xLuminol boya
600 mL saf su

300 mL metanol

100 mL asetik asit

4 °C'de plastik sisede
isiktan  korunmus sekilde
saklanir.

Boyama 1x eLuminolTM 50-80 mL
90 dakika
Yikama 10 mL metanol 20 dakika

7 mL asetik asit
83 mL saf su
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