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OZET

Sideroforlar, canli organizmalarda genel olarak demir baglama 6zellikleri ile
bilinen ¢ok ¢esitli kimyasal yapi1 ihtiva eden ekstraselliiler sekonder metabolitlerdir.
Bu bilesikler mikroorganizmalar, mantarlar ve bitkilerde yaygin olarak
bulunmaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda, Brevibacillus laterosporus tarafindan siderofor iiretiminin
tespiti ve ¢esitli metallerin (Fe, Co, Ni, Hg) siderofor iiretimi {izerine etkilerinin
incelenmesi amaglanmustir. Civa metali nikel, kobalt ve demir metallerinin aksine
biyolojik fonksiyon gdstermeyen bir metaldir. Ayrica civa toksik etkileri bakimindan
onemli bir metaldir ve bu etkiler ¢evresel zarara yol agmaktadir. Caligmada ilk olarak
Universal CAS analizi ile siderofor varligi tespit edilmis ve Arnow analizi ile B.
laterosporus’un tiretmis oldugu sideroforun katekol tipi oldugu tespit edilmistir. B.
laterosporus tarafindan maksimum siderofor iiretimi metal igermeyen besi ortaminda
48. saatte % 50 olarak belirlenmistir. B. laterosporus’'un farkli metal
konsantrasyonlarinda siderofor iiretimi incelendiginde ise en yliksek siderofor
tiretimi 5 pM civa varliginda % 46.6, 0.5 mM Nikel varliginda % 23, 0.1 mM Kobalt
varhiginda %35.7, 2.5 uM demir varhiginda %31 olarak tespit edilmistir. Civa (5 uM)
ile yapilan biyosorpsiyon deneyinde ise en yiikksek civa alinimi en yiiksek
siderophore iiretiminin gozlendigi 48. saatte % 40 olarak gozlenmistir.

Bu veriler sideroforlarin toksik metallerin alinimiyla iligkili olduguna dair yeni
bir sonu¢ ortaya c¢ikarmis, sideroforlarin c¢evresel agir metallerle etkilesim

gosterdigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Siderofor, Agir Metal, Sekonder Metabolit, CAS Analizi,

Biyosorpsiyon.



SUMMARY

Siderophores are known with iron chelation properties and they are extracellu-
lar secondary metabolites which consist of various chemical structures. These com-
pounds are produced by microorganisms, fungi and plants.

In this thesis study, we aimed to determine siderophore production of Breviba-
cillus laterosporus and effects of certain heavy metals (Fe, Co, Ni, Hg) to this pro-
duction. On the contrary of nickel, iron and cobalt, mercury does not show biological
function. Mercury have also toxic impacts and causes environmental hazards. In this
study firstly, existence of siderophore was detected with Universal CAS assay and
siderophore compund was classified as cathecol type. Maximum siderophore produc-
tion was determined 50 % at 48 in the metal free growth media. When we examine
the effect of metals on siderophore production, maximum siderophore production
was observed with 5 uM mercury as 46.6 %, with 0.5 mM nickel as 23 %, with 0.1
mM cobalt and with 2.5 uM iron as 31 %. In the phase of mercury biosorption expe-
riment, maximum mercury biosorption was observed at 40 % level in 5 uM mercury
containing media at 48. hour. B. laterosporus have substantial biosorption capacity
and can accumulate such of these metals. At this study, maximum siderophore pro-
duction was observed at 5 uM mercury containing media and maximum mercury
biosorption was observed at same media.

These datas shows, a new result that siderophores are related with toxic metal

uptake, and usable for removing of heavy metals from environmental habitats.

Keywords: Siderophore, Heavy Metal, Secondary Metabolite, CAS Assay, Bio-

sorption.
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1.GIRIS

Bakteri yasaminda ¢ogu metal, ¢esitli enzimlerin kofaktorii olarak metaboliz-
maya katilmakla organizma yasamina katki yapmaktadir. Hatta canli yapilarda var
olan proteinlerin yarisina yakini herhangi bir metal igermektedir [Thomson et al.,
1998]. Metallerin bu yasamsal gereklilikleri bakteriyel hiicreye alinimlar1 bakimin-
dan 6nemli olduklarin1 géstermektedir. Bu nedenle diisiik miktarlarda metal barindi-
ran habitatlardan metal temin edilmesi onemlidir. Bu islevi yerine getirebilmek icin
bakteriler siderofor ad1 verilen bir bilesigi tiretirler ve metal kazaniminda kullanirlar.
Sideroforlar yiiksek afiniteli bir ferik demir selatorii olarak bilinirler, dolayisiyla or-
ganizmalar1 bu metalle besleyebilme kapasitesine sahiptirler. Ayrica sideroforlarin,
demir yaninda baska metalleri de baglayabilme kapasitesine sahip oldugu bilinmek-
tedir. Metallerin azlig1 kosullarinda siderofor sistemi organizmaya katki sunarken,
asirilik kosullarinda ise metallerin canli hiicreye toksik etki yaptigi bilinmektedir. Bu
kosullarda ise siderofor sistemleri fazla metallerden korunmak icin i¢sel dengeyi
ayarlayici bir rol tistlenmektedirler [Schalk et al., 2011].

Bir siderofor ¢esidi ile yapilan ¢alismada bu sideroforun, 16 gesit metali (Ag”,
AIF*, cd®, Co*, Cr¥, cu®, Eu®, Ga®*, Hg?*, Mn*, Ni%*, Pb**, Sn?*, Tb**, TI* and
Zn?*) selatladign gosterilmistir [Braud et al.,2009]. Sideroforlarla yapilan, metal re-
kabeti testlerinde sideroforlarin demiri en yliksek afiniteyle bagladigi fakat ¢evresel
zararlara yol acan c¢esitli agir metalleri de belli bir afinite ile bagladig1 gosterilmistir
[Chen et al.,1994]. Cevresel kirlilik etmeni olan bu tip metallerin giderimi son yillar-
da bir hayli 6nem kazanmakta ve sideroforlar da bu sorun i¢in bir ¢6ziim yolu olarak
belirmektedir. Bu 6zellikleri, bu bilesiklerin 6dnemini bir kat daha arttirmakta ve side-

roforlar1 arastirmaya deger kilmaktadir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Kapsam

Son yillarda agir metallerin ¢evresel kirlilige olan katkisinin bir hayli arttig1
bilinmektedir. Gelisen teknoloji ile birlikte artig gosteren bu tiir agir metallerin dogal
ortamlardan temizlenmesi ve olumsuz etkilerinin minimuma indirgenmesi bir hayli
onem kazanmigtir. Bununla beraber agir metallerin ¢evresel gideriminde bakterilerin

kullanim1 da son yillarda olduk¢a fazlaca 6nem kazanmaktadir.



Bu tez galismas1 kapsaminda Brevibacillus laterosporus bakterisinin siderofor
tiretimi  belirlenerek siderofor iiretimi ile bakteriyel agir metal aliniminin
karsilastirilmas1 amacglanmistir. Ayrica bakterinin iiretmis oldugu siderofor tipi
belirlenmistir. Sideroforlar daha once de bahsedildigi gibi agir metalleri baglayarak,
ortamdaki serbest agir metal miktarini azaltan organik bilesiklerdir. Kullandigimiz
mikroorganizma biyosorpsiyon kapasitesi yiiksek bir bakteridir. Calisma sonucunda
bakterilerin en iyi siderofor drettigZi zaman araliginda biyolojik fonksiyon
gostermeyen bir agir metal olan Hg’ nin hiicre igine alinim1 incelenmis ve elde edilen
sonuglar karsilastirilmistir.  Ayrica Fe, Co ve Ni gibi agir metallerin siderofor
tiretimine olan etkileri ¢esitli konsantrasyonlarda belirlenmistir.

Hg, toksik etkileri bilinen, ¢evresel kirlilik yaratan bir agir metaldir. Bu agir
metalin belli biyolojik sistemlerle baglanip ortamdan uzaklastirilmast 6nemli bir
olgudur. Bu baglamda, sideroforlar ile bu metalin baglanma etkinliginin belirlenmesi
Hg’ nin gevresel ortamlardan uzaklastirilmast adina 6nemli bir olgudur.

Bakteriyel sideroforlar ¢evresel agir metallerin giderimine dair son yillarda
bircok c¢alismada kullanilmaktadirlar. Bu g¢alismayla birlikte sideroforlar ile agir
metal Kkirliliginin giderilmesine dair bir yaklasim gelistirilerek literatiire katki

yapilmasi beklenmektedir.



2. SEKONDER METABOLITLERIN GENEL
TANIMI

Sekonder metabolitler organizmalarin biiytimesi, gelisimi ve liremesiyle direkt
iliskili olmayan organik bilesiklerdir [Fraenkel and Gottfried, 1959]. Primer metabo-
litlerin aksine sekonder metabolit eksikligi canlida 6liime ya da fonksiyon kaybina
neden olmaz fakat sekonder metabolit eksikligi bazen canlinin kendini digsal bir
kaynaga kars1 korumasina engel olabilir. Genel olarak sekonder metabolitler uygun
olmayan kosullarda canlilar agisindan bir savunma yanit1 olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Sekonder metabolitler, insanlar tarafindan yillardir tip ve endiistride kullanilmakta-
dirlar. Sekonder metabolit ailesinin bir iiyesi olan sideroforlar bu anlamda énemli bir

yere sahiptir.

2.1. Sideroforlarin Genel Ozellikleri

2.1.1 Siderofor Nedir?

Bakteri yasaminda birgok metal c¢esitli enzimlerin kofaktorii olarak
metabolizmaya katilmakta ve organizma yasamina katki yapmaktadir. Hatta canh
yapilarda var olan proteinlerin yarisina yakinmin herhangi bir metal icerdigi
bilinmektedir [Thomson et al., 1998]. Bu nedenle metallerin hiicre igine alinimlari
bakterilerin yasamlarini siirdiirebilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Metallerin bu yasamsal gereklilikleri bakteriyel hiicreye alinimlari bakimindan
onemli olduklarmi gosterir. Bu nedenle diisiikk miktarlarda metal barindiran
habitatlardan metal temin edilmesi dnemlidir. Bu amagla bu tip habitatlardan metal
temini i¢in bakteriler 6zel sistemler gelistirmistir. Bu sistemlerden biri de siderofor
tiretim mekanizmasidir. Sideroforlar yiiksek afiniteli bir ferrik demir selatorii olarak
bilinirler, dolayisiyla organizmalar1 bu metalle besleyebilme kapasitesine sahiptirler.
Ayrica sideroforlarin, demir yaninda baska metalleri de baglayabilme kapasitesine
sahip oldugu bilinmektedir.

Bircok canli farkli sideroforlar tiretmektedirler. Bakteriler ve konaklar1 demiri
baglamak i¢in yapisal olarak birbirinden farkli sideroforlar kullanarak birbirleriyle

yarigirlar [Miller et al., 2008]. Ayrica sideroforlar en az 500 farkli bilesik yapisina



sahip aileden olusmus ¢ok zengin kimyasal ¢esitlenise sahiptir [Chu et al., 2010],
[Hider and Kong, 2010].

2.1.2. Sideroforlarin Organizmalara Sagladig1 Katkilar

Sideroforlar yasam i¢in 6nemli enzimlerin islev gormesini saglayan metal
gruplarinin temininde 6nemlidir. Sideroforlar, canlilarin metal yoklugu c¢ektigi
kosullarda metalleri kullanilabilir forma getirirler ve hiicresel homeostazisin
saglanmasinda 6nemli bir rol iistlenmis olurlar. Aerobik kosullar altinda yasayan
mikroorganizmalar ag¢isindan, oksijenin indirgenerek ATP iiretilmesi, DNA’daki
ribotid Onciilerinin indirgenmesi, “heme” formasyonu ve diger gerekli reaksiyonlarin
gerceklesmesi i¢in demir ve digere metallere ihtiya¢ duymaktadir. Sideroforlar bu
metallerin hiicresel bilinyeye kazandirilmasinda gorev yapmaktadirlar. Besleme
faktorii olmasinin yaninda sideroforlar homeostazisi diizenleyerek bakterileri fazla

metal kosullarinin toksik etkilerinden de korumaktadirlar.

2.1.3. Genel Kimyasal Yapilarina Gore Sideroforlar

Bir sekonder metabolit olarak sideroforlar, ¢ok cesitli ve kimyasal yap1 baki-
mindan oldukcga farkli kimyasal yapilara sahiptirler bu yiizden evrensel ve agik bir
siniflandirmalar1 zordur. Bu zorluktan dolay:r da siniflandirma ya tiire 6zgii (bakteri,
fungus, bitki) ki bu isimlendirilmelerinden de ¢ogu kez anlasilacaktir yada kimyasal
iskeletlerine (peptidik, non-peptidik, siklik yada acik zincirli) veya dogal selatlama
gruplarina gore yapilmaktadir. Biitiin bu yapisal farkliliklarina ragmen sideroforlar,
demir (III) ile yaptiklar1 6- koordineli kompleks olusturmalar1 ve biiylik termodina-
mik stabiliteleri ile birbirlerine benzemektedirler. Sideroforlarin kimyasal baglama
gruplar1 hidroksamatlarin oksijen atomlarini, katekolatlari, a-hidroksi-karboksilik
asitleri ve o- keto-karboksilik asitleri igerir.

Sideroforlar genel kimyasala yapilarina gore 4 sinifa ayrilarak incelenmektedir.
Bu siniflar: hidroksamatlar, katekolatlar, karboksilatlar ve karma yapili sideroforlar
olarak siniflandirilmistir (Sekil 2.1). Sekil 2.1°de, iist kisimda 3 siderofor ¢esidi Kar-
boksilik asit, Katekollar ve Hidroksamatlar gosterilmistir. Alt kisimda ise metal mer-

kezleri iizerinden geometrik iki ana konfigiirasyon gosterilmistir. Demir baglantisi



yapan sideroforlarin, bu iki ana (lamda A ve delta A) konfigiirasyon altinda izomerle-
re sahip olduklar1 bilinmektedir [Matzanke, 2006].

:\EOH C[ \ -
O

a- hydroxycarboxylic acid catechol hydroxamic acid

Sekil 2.1: Siderofor tipleri.

2.1.3.1. Hidroksamatlar

Hidroksamat sideroforlar baskin olarak funguslarda goriilmekle beraber bazi
bakteriler tarafindan da tiretilmektedirler. Bu tiirlerde selasyon bdlgesi, hidroksamat
(-CO-N(O)-) bir gruptur ve genellikle lisin yada ornitinden kdkenlenmis asetillenmis
yada formillenmis hidroksilaminlerden olusmuslardir (Sekil 2.2). Pyoverdin gibi
Pseudomonas aeruginosa tiirlerine ait hidroksamat sideroforlarin sentezinde ornitin
[Miethke et al., 2007] yan tirtinleri kullanilirken, Eschericia coli bakterisinde bulu-
nan aerobaktin igin lisin [Crosa, 2002] yan {irtinleri kullanildigi literatiirde gosteril-
mistir. Hidroksamat gruplar iki basamakli proses ile olusturulmaktadirlar bu basa-
maklarin ilki, lisin ve ornitinlerin birincil yan zincir aminlerinin bir flavin adenozin
diniikleotid- bagli monooksigenaz ile hidroksilasyonudur [Challis, 2005]. Ikinci ba-

samak ise pyoverdin ve ornibaktin i¢in bir metil transferaz yardimiyla formilasyon-



dur, diger hidroksamat gruplari igin ise bu proseste bir asetilaz yardimiyla asetilas-
yon olgusu devreye girer [Miethke et al. 2007]. Sekil 2.2.a)’daki pyoverdin
(hidroksmat) PAO1 Pseudomonas aeruginosa tarafindan, Sekil 2.2.b)’deki pyochelin
(katekolat) Pseudomonas aeruginosa tarafindan, Sekil 2.2.c)’deki yersiniabactin
Yersinia spp.tarafindan tretilmis sideroforlar gosterilmektedir. Sekilde kirmizi
isaretlenmis fonksiyonel gruplar demir baglayaci1 6zellige sahiptir [Miethke et al.,
2007].
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Sekil 2.2: Hidroksamat tipi sideroforlar: a) pyoverdine, b) pyochelin, c)
yersiniabactin.

Pyoverdinler (Sekil 2.3) P. aeruginosa da bulunan hidroksamat siderofor tiirleridir ve
gesitli yapilara sahip olan ¢ok bilinen bir siderofor tipidir. Genel olarak 6 — 12 ami-
noasitten olusan pyoverdinler suda ¢6ziinebilir bir forma sahiptirler. Daha 6nce yapi-
lan ¢aligmalarda pyoverdinlerin demir baglama kapasitelerinin yiiksek (10°°°%) oldu-
gu da ortaya konulmustur [Ankenbauer, 1985]. Sekil 2.3’ de gdsterilen Tip 1

Iki formil- hidroksiornitin grubu ile birlikte bir siklik peptit yapis1 igerir. Tip 2 bir
formil- hidroksiornitin ile bir siklik hidroksiornitin igerir. Tip 3 Iki formil- hidrok-
siornitin icerir fakat 1 den farkli olarak siklik peptit icermez. Ornitin yan tiriinleri
kirmiziyla gosterilmistir [Poole et al.,2003], [Meyer, 2000], [Wendenbaum et al.,
1983].
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Sekil 2.3: Hidroksamat bir siderofor olan pyoverdinin siniflari.

2.1.3.2. Katekolatlar

Katekollar molekiiler formiilleri C¢H4(OH), olan, pyrocatechol veya 1.2-
dihidroksibenzen olarak da bilinen organik bilesiklerdir. Renksiz olan bu bilesik do-
gada iz miktarlarda bulunmaktadir. Katekollar, endiistriyel olarak hidrojen peroksitle
fenollerin hidroksilasyonu sonucu iiretilebilmektedir [Fiegel ve ark., 2000]. Katekol-
lar selatlama kapasitesi bilinen bir bilesiktir, demirin yaninda Rutenyum (Ru) gibi
elementleri de baglayabilecegi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [Almeida ve ark.,
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2007]. Enterobaktin adli ¢ok bilinen ilk trikatekol siderofor E.coli, Aerobacter aero-
genes ve Salmonella typhimurium’ dan 1970 yilinda izole edilmistir [Pollack and
Neilands, 1970]. Enterobaktin, ayrica gram pozitif bakteri suslarinda da tespit edil-
mistir [Friedler et al.,2001]. Bacillus tiirlerinde ¢oklukla kesfedilen sideroforlarin
yapist katekolat yapilidir. Daha 6nce Bacillus subtilis tiiriinde bulunan Bacillibactin
(BB) ise Bacillus tiirleri i¢inde karakterize edilmis katekol tiiriinde bir siderofordur
[May et al., 2001]. BB kimyasal yap1 bakimindan enterobaktine biiyiikk benzerlik
gostermektedir (Sekil 2.4). Bacillus. subtilis e ek olarak Bacillus anthracis, Bacillus
cereus ve Bacillus thuringiensis tiirlerinde de katekolik siderofor bacillibactin (BB)
tiretilebildigi gosterilmistir. Ayrica, bacillibactin sentezinin 2,3-dihydroxybenzoate
(DHB) onciisii, dhbACEBF operonuna bagl oldugu daha onceki calismalarda da
gosterilmistir [Rowland and Taber, 1996], [Rowland et al., 1996], [May et al., 2001].
Bacillus tiirleri siderofor iiretimleri bakimindan bir¢ok ¢alismada daha once kulla-
nilmigtir. Daha 6nce, {i¢ farkli B. anthracis susunda (USAMRIID, 7702 ve 34F2) ve
B. cereus ATCC 14579 susunda yapilan ¢alismalarda bu canlilarin 2 katekolat yapili
siderofor salgiladig1 tespit edilmistir, bunlar: petrobactin [Koppisch et al., 2005]
(3,4-dihidroksibenzoil kisim igeren) ve bacillibactin (2,3-dihidroksibenzoil kisim
igeren) dir (Sekil 2.3). Fakat baska bir Bacillus tiirii olan insektisit organizma olarak
bilinen B. thuringiensis ATCC 33679 sadece bacillibactin tiretmektedir [Wilson et
al.,2006].

Fe-Enterobactin Fe-Bacillibactin

Sekil 2.4: Enterobactin ve Bacillibactin.
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Sekil 2.5: Petrobactin ve Bacillibactin’in yapisi.

2.1.3.3. Karboksilatlar

Bir¢ok siderofor karboksilat ve hidroksi dondr gruplarina sahiptirler. Bunlarin
bazilar1 karigim ligandlara ait siiflardir. Karboksilatlar diger ana siderofor tiirlerin-
den farkli olarak doksanli yillarda kesfedilmistirler. Bu bilesigin tespit edilmesi renk-
siz olmasindan dolay1 farkli tespit yontemleri kullanmay1 gerektirmistir. Bu tespit
yontemleri chrome azurole ve demir besleme biyo analizleme yontemleridir [Schwyn
and Neilands, 1987]. Bu tipteki sideroforlar funguslarda oldugu kadar, bakteriler
aleminde de bulunmaktadir. Bu tipteki sideroforlara bir onemli bir 6rnek olarak
staphyloferrin A’ y1 verebiliriz bu siderofor Staphylococcus hyicus tarafindan sentez-
lenmekte ve ornitin ile bagli iki sitrat yapisindan olugsmaktadir [Meiwes et al., 1990],
(Sekil 2.6.a). Staphyloferrin A’ nin yaninda staphyloferrin B [Schwyn and Neilands,
1987], vibrioferrin ve rhizoferrin [Thieken and Winkelmann, 1992] yapitas1 olarak
sitrik asit ihtiva etmektedirler. Rhizoferrin, Rhizopus ve diger Zygomycetes sinifi
tiyelerinde izole edilmistir (Sekil 2.6.c). Bir diger karboksilik grup iiyesi rhizobactin
(Sekil 2.6.a) ise Rhizobium meliloti tarafindan salgilanmaktadir [Smith et al.,1985].
Bu bakterinin atmosferik azotu fikse ettigi ve belli basli baklagillerde simbiyotik
yagsam siirdiirebildigi bilinmektedir. Bu siderofor tiplerinin disinda fitosideroforlar
olarak bilinen sideroforlar, gramine bitkilerin kdklerinde tespit edilmistirler ve bu
sideroforlarin da karboksilatlarin ayr1 bir siifi oldugu belirlenmistir. Bu tiir sidero-
forlara 6rnek olarak, nicotianamin, mugineic asit, avenic asit ve distichoic asit veri-
lebilir, bu tip sideroforlardan arpa, bugday, celtik ve yulaf gibi tahillar yararlanabil-
mektedirler [Nomoto et al., 1987], [Stephan et al., 1996].
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Sekil.2.6: Karboksilat tipi sideroforlar: a) rhizobactin, b) staphylofer-
rin, ) rhizoferrin.

2.1.3.4. Karma Sideroforlar

Karma yapili sideroforlar olarak isimlendirilen bir bagka siderofor grubu da ya
karisim ligandlardan olusur ya da heterosiklik selatlama gruplari ihtiva ederler. 55 yil
once aliiminyum kompleksinin kristalizasyonu ile izole edilen ilk siderofor olan my-
cobactin, Gram-pozitif bir bakteri Mycobacteria’lar tarafindan tiretilmistir [Francis et
al., 1949]. Nocardia’lar tarafindan iiretilen bir baska siderofor tiirii olan karisim side-
rofor nocobactin, mycobactinler ile oldukg¢a benzer 6zellik ve yap1 ihtiva etmektedir,
nocobactinler lipit igerisinde ¢oziinebilir sideroforlardir ve bakterilerin lipit zengini
kisimlarinda lokalize olurlar [Ratledge et al., 1982], (Sekil 2.7). Mycobactin gruplar
icin yapilan X-ray kristalografi ¢alismalari da mycobactinlerdeki demir baglama bol-
gelerinin 2 hidroksamat gruptan, bir fenolat gruptan ve oksazolin azot kisimdan olus-
tugunu ortaya koymustur. Bu dondr eksikli grup olarak kabul edilen oksazolin tiazo-

lin iceren gruplara imin-N adli bir kisim katilmakta ve ferrik iyon kompleksinin olu-
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sumu saglanmaktadir. Bu heterosiklik yapilar fizyolojik olarak sisteinil, seril veya
treonil yan zincirlerinin enzimatik siklizasyonundan olusmaktadir. Imin-tip demir
koordinasyonu pyochelin, yersiniabactin, anguibactin ve acinetobactin gibi siderofor-
larin genel bir 6zelligidir. Bir ¢ok kromopeptid siderofor (pseudobactin ve pyover-
dinler) da Pseudomonas tiirleri tarafindan sentezlenmektedir [Abdallah et al., 1991].
Kromofor olarak da adlandirilan bu sideroforlar iki yada bir hidroksamat grubunun

yaninda bir a- hidroksikarboksilat grup icermektedirler.

Sekil 2.7: Mycobactinin yapist.

2.1.4. Siderofor Uretimi ve Genetik Regiilasyonu

Siderofor iiretimi E. coli’de genel olarak demirle diizenlenen bir yolaktir ve bir
demir alim diizenleyicisi olarak adlandirilan Fur (Ferric uptake repressor) represorii
ile diizenlenmektedir [Otto et al., 1992], [de Lorenzo et al., 1988], [Bagg and Nei-
lands, 1987]. Siderofor iireten birgok bakteriyel tiir, Fur homologu igermektedir ve
bu sayede siderofor liretimini diizenlemektedirler. Yiiksek demir varlig1 kosullarinda,
Fur proteini kafaktorii olan Fe (II)’ e baglanir ve Fur bolgesindeki genlerin var oldu-
gu promotor bolgedeki DNA’ya baglanir. Fur bdlgesindeki Fur baglantisi siderofor
biyosentez genleri ve ferrik siderofor alim genlerinin ekspresyonunu baskilar (Sekil

2.8.a). Buna karsin, diisilk demir konsantrasyonunun oldugu kosullarda, hiicredeki
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demir konsantrasyonu diiser ve Fur, Fe(Il)’ ye baglanamaz. Fur’un demirsiz formu
Apo-Fur, DNA’ya baglanamaz ve gen ekspresyonunu baskilayamaz (Sekil 2.8.b).
Coklu siderofor sistemi ihtiva eden bakterilerde, gen ekspresyonlarinin kontrolii i¢in
ek regiilasyon sistemleri mevcuttur ve bu sistemlerin her biri bagimsiz is gérebilmek-
tedirler. Bircok bakteri sigma faktorleri ve aktivatorlerini ek regiilasyon i¢in kullan-
maktadir.

P. aeruginosa, pyoverdin ve pyochelin olarak bilinen iki tiir siderofor tiretmek-
tedir, bu siderofor iiretim sistemlerinde de yine sigma faktorleri ve aktivatorleri gibi
alternatif sistemler kullanilmaktadir. Fur represyonu sadece bir dizi siderofor geninde
goriilmedigi gibi, PvdS ve PchR gibi faktorleri igeren alinim genlerini de etkiler
[Rombel et al., 1995], [Ochsner et al., 1995]. PvdS ve PchR siderofor genlerinin up-
regiilasyonunda yardimci  birer faktordiirler (Sekil 2.8). Sekil 2.8’de
P.aeruginosa’daki Fur baskilama mekanizmasi gosterilmistir: Sekil 2.8.a), Yiiksek
demir konsantrasyonunda siderofor baskilanmasini gostermektedir. Sekil 2.8.b), de-
mir yoklugunda baskilanma durdugunu ve siderofor iiretildigini gostermektedir. Se-
kil 2.8.c) pyoverdin digsal membran tarafindan aktive olduktan sonra pyoverdin gen-
leri yardimiyla PvdS (yesil) RNA Polimeraz, isleme sokuldugunu ve transkripsiyon
i¢in pyoverdin iligkili genlerin promotor bolgesine baglanma saglandigini gostermek-
tedir. Sekil 2.8.d), PchR’1n (turuncu) Fe- pyochelin baglanmasindan sonra pyochelin
iligkili genlerin koaktivatorii olarak rol aldigin1 gostermektedir [Meneely, 2007].
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Siderophore genes

b)

Siderophore genes
pvdS, pchR

Sekil 2.8: P.aeruginosa’daki Fur baskilama mekanizmasi: a) siderofor baskilanmasi,
b) pvdS, pchR genlerinin aktivasyonu, ¢) pyoverdin genlerinin ifadesi, d) pyochelin
genlerinin ifadesi.

Bacillus tiirlerindeki genetik kontrol mekanizmalar1 da genel olarak Fur meka-
nizmas igerse de ¢ogu kez diger mekanizmalar da devreye girmektedir. Ornegin Ba-
cillus subtilis’de ti¢ farkli Fur homologu bulunmaktadir ilki Fur, bir digeri Zur ve
digeri bir peroksit regulon reprosorii olan Peroksit regulon represoridiir [Bsat et al.,
1988].

2.1.5. Siderofor biyosentezi

Sideroforlar iki farki yolak sayesinde sentezlenirler. Ilk yolakta, RNA kalibina
ithtiya¢ duyulmaz ve aminoasitlerden direk peptid baglar1 yardimiyla peptidler olustu-

rulur. Bu proses, genis, coklu alanda ve ¢oklu fonksiyonel islev gorebilen proteinler
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olarak bilinen nonribozomal peptid sentetazlar tarafindan gergeklestirilir [Crosa et
al., 2002]. Diger yolak ise NRPS- bagimsiz yolaktir, bu yolak ise amid yada ester
baglariyla baglanmis, amino- alkol veya diamin yapitaslar1 ve dikarboksilik asitlere
baglantili bir yolaktir [Challis, 2005]. NRPS- bagimsiz yolaklar; aerobactin, alcali-
gin, stephlobactin ve petrobactin gibi hidroksamat ve karboksilat sideroforlarin sen-
tezinde kullanilmaktadir [Challis, 2005], [Miethke et al., 2007]. NRPS- bagimli yo-
laklar ise enterobactin, yersiniabactin, pyochelin, pyoverdin, vibriobactin ve myco-
bactin gibi sideroforlarin iiretiminde kullanilmaktadir [Crosa et al., 2002], [Quadri,
2000], [Ackerley et al., 2003]. Bu tip yolaklarin NRPS olarak adlandirilmasinin ne-
deni sentez esnasinda kalip olarak RNA kullanilmamasidir, bu yolaklarda dizi belli
bolgelerin diizeni {izerinden belirlenmektedir. Bu yolaklarda aminoasitlerin peptid
olusturmasi esnasinda tekli bir modiil, kondensasyon (C), adenilasyon (A) ve pepti-
dil-tasiyic1 (P) bolgeleri birlikte ¢aligirlar [Fischbach et al., 2006], (Sekil 2.9). Sekil
2.9.a) kismmda NRPS modiilii yapist kondensasyon (yesil), adenilasyon (mavi) ve
peptidil tasiyici (pembe) bolgeleri. Sekil 2.9.b) kisminda, Pvdl’ nin iki D-serin, bir L-
Arg ve bir L-fOHOrn molekiilii i¢erdigi, bu asamada pyoverdin peptidi gelisime
asamasinda oldugu ve iki epimeraz (turuncu) bolgesinin katilmasi saglandigi goste-
rilmistir (Epimeraz bolgesi L-aminoasitleri D-aminoasitlere doniistiirmektedir). Sekil
2.9.c) kisminda, PvdJ, biiyliyen peptidde iki aminoasidi bir araya getirdigi gosteril-
migtir; birincisi L-lys ve ikincisi L-fOHOrn dur. Sekil 2.9.d) kisminda, PvdD’ nin,
pyoverdinler i¢in 2 final aminoasiti bir araya getirdigi gosterilmistir, bu iki molekiil-
de L-Thr’ dir. Sentezlenmis pyoverdin molekiilii sonu¢ olarak tiyoesteraz (kirmizi)

domain tarafindan NRPS sisteminden serbest birakilmaktadir [Meneely, 2007].
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Sekil 2.9: Pyoverdin biyosentezi: a) modiil yapisi, b) Pvdl, ¢) PvdJ, d) PvdD.

Burada 50 kDa’ luk kondensasyon bdlgesi zincir uzamasi i¢in peptid baginin
kondensasyon bdlgesini katalizlemektedir [Crosa, 2002]. Vibrio cholera’ daki vibri-
obactin biyosentezinde kondensasyon bolgesi VibH olarak isimlendirilmistir [Kea-
ting et al., 2002]. Bu fonsiyonel “C” bolgesi, her biri a-pf-a sandvi¢ bolgelerinden
olusan iki yapisal bolge icermektedir. “C” bolgesinin fonksiyonel bir modifikasyonu
ise siklizasyon (Cy) bolgesi olarak adlandirilir [Crosa, 2002]. “Cy” bdlgesi “C” bol-
gesine benzer olarak peptid katalizler fakat ek olarak siklik sistein, serin veya treonin
katalizler ve bir bes liyeli halka olustururlar. Halka yapisi, tiyazolin (Cys) veya oksa-
zolin (Ser, Thr) kazanabilmek i¢in dehidre edilir.

Bir diger fonksiyonel bolge olan modiil 50 kDa’luk adenilasyon bolgesidir, bu
bolge amino veya aril asitleri se¢ip, aktive ederek bir ATP- bagimli yolla peptid olus-
turur [Crosa, 2002]. Bu aktivasyon aminoagil- AMP’ yi olusturur bu peptidil- tagiyici
bolgeye transfer edilir. PheA yapilar1 antibiyotik gramisidin ve Bacillus subtilis” de
belirlenmis olan bir aril asit olan 2,3 dihydroxybenzoate (DHB)’ 1 aktive eden DhbE’
nin birlestirilmesi i¢in fenilalanini aktive eder [Conti et al., 1997], [May et al., 2002].
Adenilasyon bolgeleri firefly lusiferaz ile benzer yapiya sahiptir ve iki yekpare yapi-
sal bolge igeremektedir.

NRPS’ler i¢in son fonksiyonel bolge olan, peptidil-tasiyici bolge veya aril asit-
ler kullanildiginda aril- tastyict bolge olarak isimlendirilir [Crosa, 2002]. Bu 8-10
kDa’luk kiigiik bolgeler fosfopantetionil bir kuyrugun eklenmesi ile farklilagmis

post- transkripsiyonel olmasi gereken korunmus bir serin dizisi igermektedir. Fos-

15



fopantetionil kuyruk aktive olmus aminoagil-AMP’ye kovalent olarak baglanir ve
uzayan zincir igin bir iplik gibi gorev alir. Kuyruk, fosfopanteteinil transferaz tara-
findan peptidil- tastyic1 bolgeye baglanir. PPTase’lar birincil ve ikincil metabolizma-
da igerilir ve genellikle her bir yolak i¢in belirgindirler. Siderofor {iretimi i¢in PPTa-
se’lar Bacillus subtilis’ lerdeki Sfb’ ler gibi, Y. pestis’ lerdeki YbtD gibi ¢esitli bakte-
riler i¢in belirlenmistir [Quadri et al., 1998], [Bobrov et al., 2002]. Buna karsin, P.
aeruginosa primer ve sekonder metabolizmasinin her ikisinde de sadece bir PPTase
(PcpS) igermektedir [Barekzi et al., 2004].

Ustte bahsedilen bélgelere ek olarak NRPS modiillerinde ii¢ gerekli fonsiyonel
modiil daha vardir, yani uzayan peptidin modifiye edilmesinde ek olarak bir grup
bolge daha mevcuttur. Bunlar, epimeraz (E), metil transferaz (MT) ve tiyoesteraz
(TE) bolgelerdir [Crosa, 2002]. Epimerizasyon bolgeleri, L- aminoasitleri, D- amino-
asitlere ¢evirmektedir. Metil transferaz bolgeleri ise metil donérii olarak s- adenozil
metionin (SAM) kullanarak aminoasitleri metile etmektedirler. Tiyoesteraz bdlgeler
ise zincir uzamasini bitirir ve hazir sideroforu serbest birakir. Bazi bakteriler sidero-
foru farklilastirmak igin bazi yardimci proteinler icermektedirler. P. aeruginosa ve
Yersinia spp., bir tiazolidin halkasinin i¢inde yersiniabactin ve pyochelinin ikincil
tiyazolin halkasini ¢eviren bir NADPH- bagli rediiktaz kullanirlar.

P. aeruginosa’da pyoverdin ve pyochelin biyosentezi NRPS- bagl bir yolaktir
ve bu yolak ne kadar farkli sideroforlarin olusturdugunu goéstermektedir. Yersi-
niabactinin olusum yolagi, pyocheline ¢ok benzemesine ragmen, hibrit bir sistem
kullanmaktadir yani bu yolak, NRPS- bagli yada NRPS- bagimsiz sistemlerin ikisini
birden igermektedir. Bu ii¢ sideroforun biyosentez asamalar1 siderofor sentezlenme-

sinin anlasilmas1 bakimindan giizel 6rnekler sunmaktadir.

2.1.6. Siderofor salgilanmasi

Bakterilerde sideroforun salgilanmasi ¢ikis pompalar (efflux pump) olarak ad-
landirilan sistemlerle saglanmaktadir (Sekil 2.10). Bu pompalar ii¢ siiperaile olarak
ayrilirlar: ana kolaylastiric1 siiperaile (MFS), direng, nodiilasyon, hiicre boliinmesi
(RND) siiperailesi ve ATP- bagl kaset (ABC) siiperailesi [Miethke et al., 2007],
[Tseng et al., 1999]. RND siiperailesi {izerine yapilan ¢alismalarda pompa sisteminde
li¢ ¢esit protein tanimlanmistir: MexA, MexB ve OprK bu protein sistemleri pyover-
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din salgisinda gorev almakta ve transmembranda bir proton gradiyentinin olusumuna
yardim ederek sideroforun periplazma i¢ine alinmasini saglamaktadirlar. Biitliin RND

siiperailesi iiyeleri proton antiporter sistem olarak c¢alismaktadirlar [Tseng et al.,

1999].

2.1.7. Mikroorganizmalarda Siderofor Tasinmasi

Sideroforlar Fe** ile baglandiktan sonra birbirine baglanmus bir paket gibi ge-
nel olarak dis membran reseptorlerine ulasir ve periplazmik alana TonB- kompleksi
ile bilesik olusturarak translokasyon saglarlar. Periplazma igerisine salinim oldugu
anda, sideroforlar hizli bir bicimde periplazmik baglanma proteinlerine baglanirlar.
Periplazmik siderofor tasiyici proteinleri daha sonra sideroforlar1 bir permeatik sis-
teme yada ABC kaset sistemine aktarirlar sonrasinda ise i¢sel membrandan siderofo-
run tasiimi gergeklesir [Koster and Braun, 1989], [Chenault and Earhart, 1991],
[Cuiv et al., 2004], [Michel et al., 2007], [Hannauer et al., 2010]. Genel olarak hiicre
membraninda bu tagima kompleksi Ton B, ExbB ve ExbD’den olusur [Schalk,
2008], [Noinaj, 2010] (Sekil 2.10). Sekil 2.10* da digsal membrandan Siderofor-Fe
aliniminin her zaman Ton-B bagl transport sistemini igerdigi gosterilmistir. Bir¢ok
farkl1 siderofor bu sistemle tasinmaktadir. Burada i¢sel membran alinim isleminin
gergeklestirilmesi i¢in proton motiv giicten yararlanilmaktadir ve buradaki komp-
lekste TonB, ExbB ve ExbD sistemleri bulunmaktadir. Ferrisideroforun i¢sel memb-
randan alinmasi ise Sekil 2.10.a)’ da gosterilen permeatik ya da Sekil 2.10.b)’ de
gosterilen ABC transport sistemi ile yapilmaktadir. Bu iki mekanizmada da siderofor
demir ayrismasi hiicre iginde yapilmaktadir. Sekil 2.10.c) kisminda gosterilen Sis-
temde ferrisiderofor periplazmada ayrilarak demir serbest birakilmakta, serbest kalan
demir hiicre i¢ine alinmaktadir, pompa sistemi permeatik bolgedeki sideroforu tekrar

kullanilmak tizere digsal membrandan pompalamaktadir.
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Sekil 2.10: Ug farkl ferrisiderofor yolag1: a) permatik yolak, b) ABC transpor-
ter yolagi, c) siderofor-Fe ayrismasi ve siderofor salgilanmasi.
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3. KULLANILAN MiKROORGANIZMA

3.1. Brevibacillus laterosporus

Brevibacillus laterosporus daha dnceleri ana spora yakin kano- sekilli bir la-
mellar parasporal inkliizyon iiretme yetenegi ile karakterize edilmis aerobik spor
olusturan bir bakteri olarak biliniyordu. Baz1 suglart sporangiumun lize olmasi sira-
sinda spordan ayr1 bir bigimde ortaya ¢ikan gesitli sekillerde ve biiyiikliiklerdeki kris-
talin inkliizyonlar1 tiretmektedir. Biyolojik bir kontrol ajani olarak salyangozlar, ne-
matodlar ve bocekler gibi genis 6l¢ekte organizmalar tizerinde kullanilabilme potan-
siyeline sahip bir organizmadir. Rutin ortamlarda kolayca yetisebilir (Nutrient agar
vb.) kolonileri 1-3 mm ¢apindadir. Sivi ortamda; tekdiize goziikkmez, orta derece bu-
laniklik yaratir ve ¢okelir. Agarda; beyaz-sarimsi oval S-tipi koloniler olusturur. Kan
agarda hemolitik degildir. Aeorobik ve anaerobik biiylime gozlenir. Optimum biiyii-
me sicaklig 30-40°C dir. Optimum pH istegi 6.8 dir. % 5 lik NaCl ortamda biiyiiye-
bilir.

Brevibacillus laterosporus daha once sudan, 6lii Avrupa ciiriikligii bal arist
larvalarindan ve saglikli is¢i ar1 bagirsaklarindan izole edilmistir. Boceklerden, top-
raktan, tuzlalardan, gidalardan, kagit tirtinlerinden, denizel ortamlardan ve goz enfek-
siyonlarindan da izole edildigi olmustur. Hetero ve oto antibiyotikleri liretmektedir-
ler.

Saprofitik bakterilerin aksine, yogun olarak 61ii Avrupa c¢iiriikliigii bal aris1 lar-
valarinda ¢ogalirlar, evoliisyonlart Paenibacillus alvei’ ye benzemektedir. Bazi sus-
lar1, sivrisinek ve karasinek larvalari i¢in patojeniktir. Parasporal toksin kristalleri
elektron mikroskobu ile gozlenebilir. Fakat yapilan ¢alismalarda B. laterosporus’un
Bacillus thuringiensis var. israelensis standartlarina gore 1000 kat daha az larvasidal
aktivite gosterdigi belirlenmistir [Favret et al.,1985], [Rivers DB et al., 1991]. Bazi

suslar goz enfeksiyonu da yapabilirler.
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4. AGIR METALLERIN SINIFLANDIRILMASI
]?KOSISTEM VE ORGANIZMALAR ACISINDAN
ONEMI

4.1. Agir Metaller

Agir metaller, gegis metalleri, baz1 yar1 metaller, lantanitler ve aktinitler grup-
larinda bulunan ¢esitli elementlerdir. Agir metal olarak adlandirilabilecek elementle-
rin siiflandirilmasi ¢ok ¢esitli metotlarla yapilmaktadir. Aslinda agir metal tanimi-
nin eksik olmasi ve acik olmamasi bu grubun hangi elementleri kapsayip kapsamadi-
g1 konusunu biraz karigik kilmaktadir. IUPAC (International Union of Pure and App-
lied Chemistry), agir metal taniminin yanlis yonlendirici ve anlamsiz oldugunu be-
lirtmistir [Duffus, 2002]. Buna ragmen bu isim siklikla kullanilmakta ve metaller bu
grup icerisine kimyasal 6zellikleri tizerinden yada bazi fiziksel 6zellikleri tizerinden
dahil edilmektedirler. Bunun yaninda bazi gruplamalarda, ayirt edici 6zellik olarak
agir metallerin, diisiik konsantrasyonlardaki toksik etkileri dikkate alinmaktadir. Bu
tip tanimlamada ise agir metallerin canlilik tizerindeki etkileri dikkate alindigindan
bu isimlendirmenin daha ¢ok biyolojik etki iizerinden, biyoloji biliminin bakigina
uygun bir tanim olarak kullanildig1 ortaya ¢ikmaktadir. Buna karsin agir metaller,
canli ¢evre iizerinde ¢ok biiyiik fonksiyonel zararlara yol acarlar. Bunun yaninda agir
metal gruplar igerisinde, canli yasamina katki saglayan elementlerin de var oldugu

unutulmamalidir.
4.2. Agir Metaller Ve Canhi Cevre

Canlilar yasam dongiileri boyunca hiicresel metabolik siireclerde kullanmak
lizere metal iyonlarina ihtiya¢ duyarlar. Hiicrelerde temel metabolizma elemani olan
Na, Mg, K gibi metal iyonlarinin yaninda hiicresel siireclerde, yapiya katilan metaller
de bulunmaktadir. Bu elementlere Fe, Ni, Cu, Mn, Co, Mo gibi o6rnekler verilebilir ve
bu metallerin bakteriyel hiicrelerde pM seviyelerden mM seviylere kadar
varolabildigi gosterilmistir [Heldal et al., 1985]. Periyodik cetvelde, ge¢is metalleri,
yar1 metaller, lantanit ve aktinitleri iceren, agir metal gruplart ise, genel olarak canli

yasaminda toksik etkiye yol acan metaller olarak bilinmektedir. Bunlarin yaninda
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baz1 metaller ise biyolojik olarak fonksiyon gdstermezler bunlara 6rnek olarak ise
Hg, Pb, Ag, Al metalleri verilebilir. Buna karsin canli yasamina yararli olan
Vanadyum, Tungsten, Kadmiyum gibi baz1 istisna agir metaller de tespit edilmistir
[Lane et al., 2000], [Lane et al., 2005]. 2007 yilinda Sinha ve arkadaslarinin yaptigi
calisma buna 6rnek olusturmaktadir. Bu ¢alismada bitki koklerinin etrafinda koloni
olusturabilen bakterilerin, Kadmiyum varliginda siderofor {iretiminde artig
olusturduklar1 dolayisiyla bu artisin, bitki gelisimine olumlu katki yaptigi ortaya
konulmustur [Sinha et al., 2007]. Istisnalarin disinda kalan bu toksik metallere kars1
da organizmalar kendilerini korumak i¢in bazi mekanizmalar gelistirmislerdir [Nies,
1999], [Nies, 2003]. Mikroorganizmalar, agir metalleri biinyelerinde biriktirerek ayni
zamanda bu metallerin yaratmis oldugu toksik etkileri en aza indirgemek igin
stratejiler gelistirmislerdir. Bu stratejilere 0rnek gosterilebilecek bir sistem olan
siderofor sistemleri; metal kithg kosullarinda bakterileri besleme gibi bir islev
goriirken, agir metal toksisitesine karsi da bakterileri korumaktadirlar.

Civa gevresel kosullarda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunan ve toksik etki
gosteren bir elementtir. Genel olarak komiiriin ve petrol {irlinlerinin yanmasi ve en-
diistriyel yan triinlerden kaynaklanan Hg, atmosfere, suya ve karasal sistemlere ya-
yilmaktadir. Cevresel Hg jeolojik ve biyolojik prosesler sonucunda ¢evresel dongiiye
katilmaktadir. Civa dumani dogal ve antropojenik kaynaklar tarafindan emilmekte ve
ardindan atmosfere dagilmaktadir. Civa aym1 zamanda besin zinciri basamaklarinda
da birikmektedir. Civa atmosferde buhar formunda bulunmakta ve ugucu civa Hg™
formuna okside olabilmektedir. Dogaya yayilan civa, Hg,*, HgO veya metil/etil civa
formlarinda yayilim gostermektedir. Bu formlarin hepsi toksiktir, suda ¢oziinebilir ve
yayilabilirler [Smith et al., 1995]. Ayrica civa iyonlar toprakta siilfiir iyonlariyla
tutunarak HgS formunda bulunabilirler.

Inorganik civa su ve sedimentlerde bulunmaktadir. Crva toksisitesi, civa bile-
siklerinin siilfiir iceren enzim ve diger proteinler gibi organik maddelere biiytik ilgisi
ile yakindan iligkilidir. Mikroorganizmalar civa kontaminasyonuna; indirgeme, oksi-
dasyon, metilasyon ve dimetilasyon reaksiyonlariyla kars1 koyarlar [Nascimento and
Chartone-Souza, 2003]. Baz1 mikroorganizmalar, civay1 pasif difiizyonla hiicrelerin-
den atma kabiliyetine sahiptir [Silver et al., 1996]. Hiicre disinda Hg diger bakteriler
tarafindan oksidize edilebilmektedir. Cevre mikrobiyologlari, civanin bakteriler tara-
findan gevresel habitatlardan uzaklastirilmasini uzunca siiredir arastirmaktadirlar. ilk

calisma, 1984 yilinda Silver ve William tarafindan gergeklesirilmis ve bu ¢alismada
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mikroorganizmalar toksik civa bilesiklerinin uzaklastirilmasinda kullanilmistir.
Brunke ve arkadaslar tarafindan 1993 yilinda bir ¢alismada ise civa atik sulardan
biyofilmler araciligiyla uzaklastirilmaya c¢alisilmistir [Silver and William 1984],
[Brunke, 1993].

Biyolojik siireglerin de civa toksisitesinin azaltilmasi agisindan oldukga 6nemli
oldugu bilinmektedir. Demir, nikel, kobalt gibi elementler organizmalarin biinyesin-
de hem yasam hem de gelisim i¢in ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu agir metaller
daha once de bahsedildigi gibi uygun oranlarda canlilar i¢cin énemli kofaktorlerdir.
Demir, temel enzimatik reaksiyonlarin katalizinde islev gormektedir. Bu mekanizma-
lara 6rnek olarak oksijen metabolizmasi, elektron transferi, DNA ve RNA sentezi
stiregleri verilebilir. Bunun yaninda, bazi metallerin yiiksek konsantrasyonlari orga-
nizmalar i¢in toksik etkilere yol agmaktadir. Bu tip agir metal fazlaliklar1, oksidatif
strese yol agmaktadir yani reaktif oksijen tiirlerini (ROS) tetiklemektedir ve reaktif
oksijen tiirleri hiicresel DNA’ya zarar vermektedir [Valho et al., 2005].

4.3. Agir Metaller Ve Siderofor Sentezinin Iliskisi

4.3.1. Sideroforlar ve Demir

Sideroforlarin demir alimimini kolaylastirdigina dair bulgular daha 6nce litera-
tirde yer almistir [Chu et al., 2010], [Hider and Kong, 2010]. Daha 6nce de belirtil-
digi gibi demirin organizma yasami agisindan ne kadar dnemli bir element oldugu
aciktir. Sideroforlar organizmayr demirle beslemek i¢in aerobik habitatlarda ¢ogun-
lukla ¢oziinmemis oksit anhidrat kompleksi halinde bulunan demiri selatlama gorevi
tistlenmektedir. Bu olgu aerobik habitatlar i¢in, demirin saf mineral halinde organiz-
maya teminin zor oldugu anlamima gelmektedir. Bunun yaninda patojenik organiz-
malart ilgilendiren bir diger ¢evre olan konakgr ise biinyesindeki demiri genellikle bir
enzim kompleksinin i¢ine hapsetmis formda bulundurmaktadir. Bu olguda yine de-
mirin mikroorganizmalar agisindan ¢evre kosullarinda ne kadar az bulundugunu or-
taya ¢ikarmaktadir. Yapilan bir calismada, demirin (107 ila 10%* M) mikroorganiz-
ma cevresinde her zaman diisiik bir seviyede oldugu saptanmistir [Raymond et al.,
2003]. Bunun yaninda, toprak i¢in degerlendirildiginde, siderofor konsantrasyonlari-

nin, litre basina 10 uM’den birka¢ uM’e kadar bulunabilece§i varsayilmaktadir
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[Hersman, 1995]. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada 1uM seviyesindeki demirin side-
rofor liretimini maksimuma ¢ikardig1 da gozlenmistir [Dave and Dube, 2000]. Demi-
rin ortam kosullarinda bu kadar az bulunmasiyla birlikte sideroforlar, demiri mikro-
organizmalar i¢in temin edilebilir forma getirerek ortami bir anlamda zenginlestirmis
olmaktadir. Bunun yaninda ¢evre kosullarina gore patojenik bir organizmaya aitse
sideroforlar bazen viriilans faktorii olarak da degerlendirilebilecek bilesenler olarak

ortaya ¢ikmaktadirlar.

4.3.2. Sideroforlar ve Diger Metaller

Demirin bu tiir bir sistemle organizmalarin biinyelerine katildig: bilinmektedir
[Neilands et al., 1995], son yillarda yapilan ¢aligsmalar ise agir metallerin de siderofor
sistemlerini etkiledigini ortaya koymustur [Hernlem et al.,1996], [Neubauer et al.,
2000]. Sideroforlar gibi canli organizmalara ait metal selatlama kompleksleri birgok
metal grubu ile etkilesime girerek diisiik miktarlarda metalleri canli yapisina
kazandirmaktadir.

Baz1 sideroforlar demir metalini tercihen daha fazla bir aktiflik ile baglarken
diger metalleri gorece daha diisiik bir aktiflik ile baglamaktadirlar. Ornegin
hidroxamate tiirevi bir siderofor olan Desferrioxamine B, Ga**, AI** ve In®" y1 10%°
ve 10%2 M etkinligiyle baglarken Fe®* y1 10 M™ crvarinda etkinlik ile bagladig1
tespit edilmistir [Evers et al., 1989], [Hemlem et al., 1996]. Bu metallerin yaninda
daha o6nce sideroforlarla Ag, Al, Cd, Cr, Co, Eu, Ga, Hg, Mn, Ni, Pb, Sn, Tb, Tl, Zn
gibi metallerin baglanmasima dair c¢aligmalar yapilmistir. Metallerin  azlhig
kosullarinda siderofor sistemi organizmaya katki sunarken, asirilik kosullarinda ise
metallerin canli hiicreye toksik etki yaptig1 bilinmektedir. Bu kosullarda ise siderofor
sistemleri fazla metallerden korunmak icin igsel dengeyi ayarlayict bir rol

tistlenmektedirler [Schalk et al., 2011].
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. Materyal

5.1.1. Kimyasal Maddeler

Mono potasyum fosfat, sodyum kloriir, amonyum kloriir, demir (III) kloriir,
HDTMA, 8-hidroksiquinolin, kloroform, sodyum hidroksit, magnezyum klortir,
kalsiyum klortir, siilfanilik asit, sodyum asetat, alfa-naftilamin, sodyum nitrit, sod-
yum molibdat, civa kloriir, nikel siilfat ve kobalt kloriir, sodyum tiosiilfat pentahidrat
Merck (Almanya/Darmstadt) firmasindan temin edilmistir. CAS, hidroklorik asit,
glukoz, mannitol, piperazine, siilfosalisilik asit ve asetik asit Sigma Aldrich (Alman-
ya/Steinheim) firmasindan temin edilmistir. Piperazine diethanesulfonik asit, Applic-
hem (Almanya/Darmstadt) firmasindan temin edilmistir. Bakto agar Fluka (Isvig-
re/Steinheim) firmasindan temin edilmistir. Iyodin Alfa Aeser (Almanya/Karlsruhe)

firmasindan temin edilmistir.
5.1.2. Kullanilan Soliisyonlar ve Cozeltiler

Kullanilan tiim soliisyon ve ¢ozeltiler 121°C’de 20 dakika siireyle otoklavlana-

rak steril edilmek suretiyle hazirlanmistir.

e MMO ortami bilesenleri (1L),

- KH2PO4 _ 39

- NaC1 SN 59

- NH,CI —_— 10g

- dH:0 —> 1000ml

e CAS-HDTMA soliisyonu (1L),
- CAS —_—> 0,605¢
- dH0 — 500mi
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(Birlikte karigtirilir),

- FeC15.6H,0 _ 2,703¢

- HCI _ 40ml

- dH,0 e 100ml
(Bir dnceki karisima eklenir),

- HDTMA _— 0,729

- dH,0 > 400ml

Son olarak tiim karisima distile suyun i¢inde ¢6ziilmiis olan HDTMA eklenmis-
tir. CAS-HDTMA soliisyonu 121°C’de 20 dakika siireyle otoklavlanarak steril edil-

mek suretiyle kullanilma hazir hale getirilmistir.

e MgCl, ¢o6zeltisi (1M, 100 ml),

- MgCl, ___ 5 9521g
- dH,0 ___ 5 100ml

e CaCl; ¢ozeltisi (100 mM, 100 ml),
- CaCl, _> 1.109g
- dH,0 _— 100ml

e Glukoz ¢ozeltisi (100 ml, %20),

- Glukoz —_— 20g
- dH0 —— 100mi

e CAS stok soliisyonu (1L, 2mM),

- CAS S 1219
- dH,0 — 5 1000ml

e FeCI3.6H20 ¢ozeltisi (1L, 1 mM ),

- FeCl;.6H20 —> 2,703¢g
- dH,0 ——>  1000ml
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e HCI ¢ozeltisi (1L, 10 mM ),
- HCI —>  40ml
- dH,0 —>  1000ml

e Fe stok soliisyonu (1 mM, 10 mM HCI),

- FeCI3.6H,0 —>  2.703g
- HCI —>  40ml
- dH,0 —5  1000ml

« Piperazine tamponu (100 ml, pH 5.6),

- Piperazine —> 143579
- dH,0 ——> 100ml
- HCI —>  6.75ml

Piperazin distile suyun i¢inde ¢oziilmiistiir. Devaminda ¢ozelti pH’1 5.6 olana

kadar HC1 eklenmistir.

e HDTMA c¢ozeltisi (1L),
- HDTMA —> 0,438¢
- dH,0 ——>  1000ml

o CAS testi soliisyonu(1L),
- Fe soliisyonu —> 15ml
- CAS soliisyonu ——>  75ml
- HDTMA ¢ozeltisi —> 500ml
- Piperazin Tamponu ——>  367,5ml
- dH0 —>  42,5ml

CAS testi soliisyonunu hazirlamak i¢in sirasiyla, CAS sollisyonun iizerine Fe
soliisyonu eklenmistir. Sonra bu karisimin iizerine HDTMA ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Son olarak piperazin tamponu eklenip soliisyonun toplam hacmi 1000ml oluncaya

kadar distile su ilave edilmistir.

e Shuttle soliisyonu (1L, 0,2M),
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- Silfosalisilik asit N 27,629
- dH,0 _ 1000ml

e HCI ¢ozeltisi (500 ml, 0.5 N),
- HCL — s 20ml

- dH,0 5 500ml

o Nitrit - molibdat ayirac1 (100 ml),

- NaNO; 5 109

- Na;MoO, —_— 10g

- dH,0 ——> 100ml
e NaOH c¢ozeltisi (100 ml, 1N),

- NaOH  — 49

- dH,0 —_—> 100ml
e HCI ¢ozeltisi (100 ml, %10),

- HCI _ 10ml

- dH,0 _— 90ml
o Asetik asit ¢ozeltisi (100 ml, %30),

- Asetik asit — > 30ml

- dH,0 _ 100ml
e Siilfanilik asit ¢ozeltisi (100 ml),

- Siilfanilik asit 19

- Asetik asit ¢ozelti —> 100ml
Siilfanilik asit ¢ozeltisi, asetik asit ¢ozeltisi icinde 1sitilarak ¢oziilmiistiir.
e Iyodin soliisyonu (100 ml),

- Iyodin —> 1.3¢
- Glasiyal asetik asit _ 100ml



e Sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi (100 ml),
- Na;S;03 _— 24.818g
- dH,0 _ 100ml

e Sodyum asetat ¢ozeltisi (100 ml),
- CzHgNaOZ — S 359
- dH,0 > 100ml

o Alfa-naftilamin soliisyonu (100 ml),
- a- Naftilamin — S 0,39

- Glasiyal asetik asit — 100ml

e Demirsizlestirilmis casamino acids (1L),

- Casamino asit S 100g

- dH,0 — S 1000ml
- 8- hydroxyquinolin —S 30g

- Kloroform —_ 1000ml

Aminoasit nce belirtilen miktarda su ile ¢oziiliir ardindan 8- hydroxyquinolin,
kloroform ile karistirilarak daha aminoasit su karisiminin igine dokiiliir. Tki karisi-
minda hacmi esittir. Sonra karisimin iistte kalan kismi ayrilir ve ayri bir kapta esit
hacimde kloroform ile bir kere daha karistirtlir. Ustte kalan kistm amino asit iger-
mektedir ve bu kisim tekrar alinir. Gerek duyulmasi halinde esit hacimde kloroform-
la bu islem birka¢ kere tekrarlanir. Bu saf kloroformla muamelenin amaci ekstrakte
etme agamasinda aminoasit karisiminda 8- hydroxyquinolin artiklarinin kalmamasini

saglamaktir.

5.1.3. Kullanilan Besiyerleri

Kullanilan tiim besiyerleri 121°C’de 20 dakika siireyle otoklavlanarak steril

edilmek suretiyle hazirlanmistir.
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e Luriabroth (1L, pH 7.5),

- Tripton —> 109
- Maya oziitii — s 99
- NaCl _— 10g

e Luriaagar (1 L, pH 7.5),

- Tripton SN 109
- Maya Oziitii N 59

- NaCl _ 109
- Agar N 159

e Triptic soy broth (1L, pH 7.3),

- Kazein pepton s 179
- Soya pepton > 39
- Glukoz _ 2,5¢
- NaCl _ 5¢
- KH,PO, s 2,5¢

e MM9 broth (1L pH 6.5),

- dH,0 N 855ml
- NaOH N 69

- PIPES _— 30,249
- 10x MM9 N 100ml
- Casamino acids —S 309

- % 20 Glikoz _ 10ml
- 1 M MgCl; s 1ml

- 100 mM CacCl, _ Iml

MMO9 ortami (Schwyn and Neilands, 1987) literatiirde daha 6nce M9 (Maniatis
et al., 1982) olarak bilinen ortama gore dizayn edilmis bir ortamdir. Bu MM9 orta-
minda, M9’dan farkli olarak KH,;PO4 %0.03 oranina ¢ekilmistir. Ortam iki basamak
halinde hazirlanmaktadir. Birinci basamakta, NaOH su igerisinde ¢oziiliir ve ardin-
dan tampon olarak kullanilan PIPES bu karigimin igerisine nakledilir. En son MM9

tuzlarmin olusturdugu soliisyon eklenir ve karisim otoklavlanir. Ikinci basamakta
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otoklavdan alinan karigim 50 °C’ ye kadar sogutulur ve ekstraksiyona tabi tutulmus

Casamino acids, Glikoz, MgCl, ve CaCl; karisima eklenerek ortam hazirlanir.
o Agir metal iceren MM9 broth ortamlar,
Bu ortamlar MM9 ortamina soliisyon halinde CoCl,, FeCls, HgCI, ve NiSO,

agir metalleri belli seviyelerde eklenerek hazirlanmistir.

e 1 mM CoCl; igeren MM9 broth

- dH.0 —_— 855ml
- NaOH R 69

- PIPES S 30,249
- 10x MM9 E— 100ml
- Casamino acids — 30g

- % 20 Glikoz E— 10ml
- 1 M MgCl, 5 iml

- 100 mM CaCl, S 1mi

- CoCl, N 0.13¢g

e 100 uM FeCls iceren MM9 broth

- dH,0 — 855ml
- NaOH —> 69

- PIPES — > 30,249
- 10x MM9 —>  100ml
- Casamino acids —>  30g

- % 20 Glikoz —>  10ml
- 1 M MgCl; —> 1ml

- 100 mM CacCl, > Iml

- FeCls 5 00279

¢ 100 uM HgCl; iceren MM9 broth

- dH,0 —>  855ml
- NaOH —> 6g
- PIPES —> 30,249
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- 10x MM9

- Casamino acids
- % 20 Glikoz

1 M MgCl,
100 mM CacCl,
- HgCl,

e 2 mM NiSO, igeren MMO9 broth

- dH0

- NaOH

- PIPES

10x MM9
Casamino acids
- % 20 Glikoz

1 M MgCl;,
100 mM CacCl,
- NiSOq

e MM9 agar (1L pH 6.5)
- dH0
- NaOH
- PIPES
- 10x MM9
- Casamino acids
- % 20 Glikoz
1 M MgCl,
100 mM CacCl,

Bacto agar

e CAS agar (1L pH 6.5)
- dH0
- NaOH
- PIPES
- 10x MM9

—>

—>
—

100ml
309
10ml
iml

iml
0,0271g

855mi
69
30,249
100ml
30g
10mi
1mi
1mi
0,31g

855ml
69
30,249
100mi
30g
10ml
Imi
Iml
159

750ml
69

30,24
100ml
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- Casamino acids —> 30g

- % 20 Glikoz — s 10ml
- 1 M MgCl, — > Iml

- 100 mM CacCl;, — s 1iml

- CAS-HDTMA — > 100ml

Siderofor tiretiminde iki indikatorden biri olarak kullanilacak bu ortamda ise
MMO ortamina ek olarak CAS- HDTMA soliisyonu eklenmistir. Bu soliisyon saye-
sinde CAS agar ortami mavi bir renk alacaktir [Payne, 1994].

5.1.4. Kullanilan Cihaz ve Diger Malzemeler

Manyetik karistirici (Isolab), Vorteks VWR, +4°C ve -20 °C Buzdolab1 (Arge-
lik), -80 °C derin dondurucu, (Thermo, Forma -86°C ULT Freezer), Steril Kabin (He-
racus, HP48), Masa Ustii Santrifiij (Heraeus, Labofuge 400R), Spektrofotometre
(Bio-Rad, Smartspec 3000), Otoklav (HIRAYAMA, HICLAHVE-50), pH metre
(Hana Instruments, pH 211 Microprocessor pH Meter) Buz Makinesi (BAR-LINE
BF85), Mikrodalga Firin (Kumtel), Inkiibator (Hereus TipB6), Floresans Mikroskobu
(Nikon Eclipse Ti-S), ICP-OES (Inductively Coupled Plasma- Optical Emission
Spectrometry, Perkin Elmer), Pipetler (Gilson Pipetman) Petri kaplar1 (Firatpen),
Falkonlar (Capp), Pipet uglari, Eppendorflar (Expell), Erlenmayerler (Lamtek).

ICP-OES (Inductively Coupled Plasma- Optical Emission Spectrometry, Per-
kin Elmer) cihazi, Dog. Dr. Salim Oncel’in GYTE, Cevre Miihendisligi A.B.D.

Inorganik Enstrumental Analiz Laboratuvari’nda kullanilmistir.

5.1.5. Kullanilan Bakteri tiirleri

Calismada kullanilan 301/iK3-2 ad1 verilmis Brevibacillus laterosporus ve
Pseudomonas aeruginosa PO1 adli iki bakteri susu Prof. Dr. Yavuz Sezen’in labora-
tuvarindan temin edilmistir. 301/IK3-2 Brevibacillus laterosporus tiirii Dr. Mine Giil
Seker’in doktora tezi esnasinda Marmara Denizi’nden izole edilmis ve tanimlanmis
bir bakteridir. Vitek tanimlama yiizdesi ile % 85 BLASTN tanimlama yiizdesi ile de

% 99 oraninda dogrulanmugtir.
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5.2. Yontemler

5.2.1. Siderofor Tespiti

Bakterilerde siderofor tayini Payne (1994) ‘nin ¢alismasi referans alinarak be-
lirlenmistir. Calismada s1v1 ve kat1 olmak tizere iki tiir test kullanilmistir. Mikroora-
nizmalarin kat1 besi ortaminda yetistirildiginde siderofor tayini; CAS sivi besi orta-
minda yetistirildiginde CAS Likit testi kullanilmistir [Payne,1994].

Bakteri kiiltiirleri tiim deneylerde demir igermeyen MM9 besiyerlerinde biiyii-
tillmislerdir. Kullanilan tiim cam malzemeler; ortamdaki demiri uzaklagtirmak amaci
ile % 10’luk HCI ile muamele edilip daha sonra distile sudan gecirilmistir. Cam ge-
regler son olarak 121 °C’de 20 dk siireyle otoklavlanarak steril edilmek suretiyle kul-

lanilma hazir hale getirilmistir.

5.2.1.1 CAS Testi

CAS agar deneyi, ferrik demir (Fe*™®) i¢in sideroforun yiiksek afinite gdsterme-
sini temel alan ve sideroforun tespitinde kullanilan evrensel bir testtir. HDTMA ige-
ren CAS agar plateleri, Fe*? ile Chrome Azurol Sulfonate (CAS) boyasinin kompleks
olusturmasindan dolayr mavi renktedir. Bir deterjan olan HDTMA ortamda boyanin
cokmesini engellemekte ve bakteriyel biiylimeyi tesvik etmektedir. Siderofor varli-
ginda agagida belirtilen reaksiyon gerceklesir, serbest boya aciga ¢ikar ve mavi renk

turuncuya doniisiir.
Fe™- CAS (mavi) + Siderofor —— Fe™® — Siderofor + CAS (turuncu) (5.1)

Siderofor iretiminin gozlenmesi i¢in segilen Brevibacillus laterosporus
301/IK3-2 ve Pseudomonas aeruginosa PO1 bakterileri -80 ve -20 stoklarindan her
biri i¢in 10 ul alinarak, Luria agar besi yerine aktarilmis ve 37°C’de inkiibe edilmis-
tir. Ureme gozlenen ortamlardan bakteriler dze aracihigiyla alt kiiltiire edilerek tek
koloni elde edilmesi saglanmigtir.

Sonraki agamada tek koloni halinde elde edilen bakteriler CAS Agar besiye-

rine kiirdanla delme ekim teknigi ile transfer edilerek 37 °C’de 168 s inkiibe edilmis-
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tir. Inkiibasyona birakilan bakteriler igin olusturduklari iireme halkalarmin hemen
disinda olusan turuncu renkli zonlar siderofor olusumunu ve dolayisiyla CAS agar
deneyi i¢in pozitif sonu¢ verdigini gostermektedir [Payne, 1994]. Bakteri kolonileri-
nin etrafinda siderofor iiretiminin varligin1 kanitlayan turuncu halkalar 24 saatlik
araliklarla ol¢lilmiis ve 168 saat sonucunda bu olusumlar fotograflanmistir. 168 saat
sonucunda halkalarin genislemesi veri olarak ele alinmis ve grafikler yardimiyla de-

gerlendirilmistir. Biitlin analizler liger tekrarli olacak sekilde ¢alisilmustir.

5.2.1.2 CAS Likit Testi

CAS siv1 deneyi ile siderofor iiretiminin tespit edilmesi amaciyla Brevibacillus
laterosporus 301/IK3-2 ve Pseudomonas aeruginosa PO1 bakterileri demir icerme-
yen MM sivi besiyerine 6n kiiltiire alinmigtir. Taze MM s1v1 besiyerine 1/100 ora-
ninda aktarilan her bir 6n kiiltiir 225 rpm’de 37 °C’de inkiibe edilmistir.

Sideroforlar hiicre digina salgilanan molekiillerdir, bu nedenle bakteri kiiltiirleri
inkiibasyon sonunda 20 °C’de 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek hiicre pelletinin
¢okmesi saglanarak siipernatant elde edilmistir. Her bir bakteri kiiltiirli i¢in 0,5 ml
siipernatant alinarak 0,5 ml CAS soliisyonu ile karistirilmis, bunu takiben CAS so-
lisyonu ile siderofor arasindaki bagi kuvvetlendirmesi ve renk degisimini belirgin-
lestirmesi i¢in 10 uM shuttle soliisyonu ilave edilmistir. Renk degisimin gergekles-
mesi i¢in en az 5 dk bekletilip elde edilen sonuglar fotograflanmistir. Ayrica sidero-
for iiretimi bakteri tiirleri arasinda derecelendirilmistir. Biitlin analizler her iki kiiltiir
icin tiger tekrarl olacak sekilde ¢alisilmigtir. CAS agar analizinde oldugu gibi sidero-
for tretimi olan bakterilerde salgilanan siderofor demire baglanarak boyay1 serbest

birakmakta ve ortamdaki rengi maviden, turuncuya ¢evirmektedir (Sekil 5.1)
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Sekil 5.1: CAS sivi deneyi: a) kontrol, b) siderofor iceren bilesim.

5.2.1.2.1 Siderofor Uretim Yiizdesinin Belirlenmesi

Bakteriler tarafindan salgilanan sideroforlarin iiretim yiizdelerini belirlemek
amactyla hazirlan 6n kiilttirler 1/100 oraninda demir icermeyen MM9 s1vi1 besiyerine
inokiile edilmistir. Bakteri kiiltiirleri 37°C’de 225 rpm’de 24 saat inkiibe edildikten
sonra 20 °C 10.000 rpm’de 5dk santrifiij edilerek siipernatant elde edilmistir. Her bir
kiiltiir tarafindan salgilanan sideroforun kantitatif olarak Glgiilebilmesi igin bu basa-
makta spektrofotometrik tayin kullanilmistir. Payne’ in 1994 yilindaki ¢alismasi esas
aliarak 0,5 ml siipernatant, 0,5 ml CAS soliisyonu ile karistirilmis ve daha sonra 10
ul shuttle soliisyonu ilave edilmistir. Spektrofotometrik 6l¢iim icin kiiltiir igermeyen
bir MM9 ortam1 blank olarak kullanilmigtir. Referans (inokule edilmemis 0,5 ml
MMO besiyeri + 0,5 ml CAS soliisyonu + 10 uM shuttle soliisyonu) degerlerindeki
ve Orneklerdeki renk kayb1 A630 nm dalga boyunda dlgiilerek belirlenmistir. Payne
[1994]° e gore siderofor varligi olan 6rneklerdeki degerler referans degerlerden az
¢ikmalidir. Sonuglara bakildiginda referanstan az ¢ikan degerler bize sideroforlarin
varligimi gosterecektir. Caligma sonuglar grafiklerle degerlendirilmistir. Biitiin ana-

lizler her iki kiiltiir i¢in Giger tekrarl olacak sekilde ¢alisilmistir.
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Sideroforlarin genel yiizde hesabi,

] Ar — As
% siderofor = — (5.2)

Ar: Referans degeri (Ag3g), As: Ornek degeri (Ag3o)
5.2.1.2.2 Maksimum Siderofor Uretim Zamaninin Belirlenmesi

Brevibacillus laterosporus bakterisinin maksimum siderofor iiretim zamanini
belirlemek amaciyla hazirlanan 6n kiiltiirler 1/100 oraninda demir igermeyen MM9
besiyerine inokiile edilerek 37°C’de 225 rpm 168 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
esnasinda 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24. 48, 72, 96, 120, 144 ve 168. saatlerde ornekler alina-
rak kantitatif veriler elde etmek igin Agzg da spektrofotometrik 6l¢timleri yapilmis ve
siderefor yiizdeleri belirlenmistir. Siderofor dl¢limlerinin yaninda, karsilastirma ama-
ciyla biiyiime verileri OD degerleri Agy’ de spektrofotometrik 6lgiimler belirlenmis
ve elde edilen veriler grafik {izerinde birlikte degerlendirilmistir. Biitiin analizler tiger

tekrarli olacak sekilde calisilmistir.
5.2.2. Siderofor Tipinin Belirlenmesi

Brevibacillus laterosporus bakteri susunun hangi tip siderofor {irettigini belir-

lemek amaciyla Arnow testi ve Csaky testleri yapilmustir.
5.2.2.1. Arnow Testi

Arnow testi katekol tipi sideroforlarin tipinin belirlenmesinde kullanilmaktadir
[Arnow,1937]. Brevibacillus laterosporus 301/IK3-2 bakterisinin siderofor tipinin
belirlenmesi i¢in bu bakteri daha dnce bahsedildigi gibi MM9 broth besi yerinde 6n
kiiltiire alinmistir. Daha sonra MM9 broth besi yerine 99 ml besiyeri 1 ml 6n kiltiir
olmak tiizere transfer edilmis ve 37°C’de 225 rpm’de 48 saat inkiibe edilmistir. 48
saatlik iireme evresi sonunda bakteri kiiltiirlerinden 1 ml alinip 20 °C’de 10.000 rpm

5 dk. santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatanttan 1ml alinip iizerine 1ml 0,5 N
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HCI ve 1ml nitrit-molibdat ayiraci ilave edilmistir. Eger Brevibacillus laterosporus
bakterisi katekol tipi siderofor iiretiyorsa bu basamakta karigim sar1 renge donmesi
beklenmektedir. Son olarak karismin Ustiine 1 ml NaOH c¢ozeltisi eklenmistir. Bu
basamakta ise katekol tipi siderofor iireten bakterilerde karisimin kirmizi renge don-
mesi gerekmektedir. Siderofor olusumuna bagli olarak gézlenen renk degisimi spekt-

rofotometre cihazinda 510 nm’de 6lgiilmistiir.
5.2.2.2. Csaky Testi

Csaky testi hidroksamat tipi sideroforlarin belirlenmesinde kullanilmaktadir
[Csaky, 1948]. Bu amagla 6n kiiltiire alinmis Brevibacillus laterosporus 301/IK3-2
bakterisi demir icermeyen MM9 broth besiyerine 1/100 oraninda inokiile edilmistir.
Bakteri kiiltiirleri 37 °C’de 225 rpm’de 48 s inkiibe edilmistir. Daha sonra bakteri
kiiltiirleri 10.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilip hiicre pelletinin ¢okmesi saglanmistir.
Elde edilen 1 ml siipernatantin iizerine 1ml H»,SO,4 (6N) eklenmistir ve karisim 30 dk
130 °C’de bekletildikten sonra 3 ml sodyum asetat ilave edilmistir. Daha sonra sirasi
ile 1 ml stilfanilik asit soliisyonu ve 0,5 ml iyodin soliisyonu eklendikten sonra 5 dk
beklenip 1 ml sodyum tiyosiilfat soliisyonu ilave edilmistir. Son olarak, soliisyonun
tizerine a-naftilamin soliisyonun ilave edilmesinin ardindan karisimin iizerine 10 ml
distile su ilave edilip 30 dk bekletilmistir. Karisimdan 1 ml 6rnek alinip spektrofoto-

metre cihazinda 526 nm’de Olgiilmiistiir.
5.2.3. Agir Metal Konsantrasyonlarin Siderofor Uretimine Etkisi

Siderefor {iretimine agir metallerin etkisini belirlemek amaciyla ¢esitli agir me-
tal formlar1 (HgCly, NiSOg4, FeCls, CoCly) kullanilmistir. Hg, Ni ve Co gibi agir me-
taller bakteri biiyiimesini etkileyebilecegi doz esigine kadar ¢esitli konsantrasyonlar-
da ortama verilirken Fe elementi ortama diisiik konsantrasyonlarda ilave edilmistir.
Kobalt ve Nikel konsantrasyonlar1 Yilmaz’ in 2003 tarihli ¢alismasi dikkate alinarak,
civa konsantrasyonlar1 Ranganathan ve Shruthi’ nin 2008 yilindaki ¢aligmalar: dikka-
te alinarak belirlenmistir. Bu verilere gore siderofor iiretimine agir metallerin etkisini
belirlemek amaciyla Brevibacillus laterosporus bakterisinin maruz birakilacagi de-

mir konsantrasyonlar1 0, 2,5, 5, 10 uM olarak, kobalt konsantrasyonlar1 0, 0.1, 0.3,
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0.5 mM olarak, 0, 0.5, 1, 1.5 mM, nikel konsantrasyonlar1 0, 0.5, 1, 1.5 mM olarak,
civa konsantrasyonlar1 0, 5, 10, 15 uM olarak belirlenmistir.

Hg, Fe, Co ve Ni agir metallerinin Brevibacillus laterosporus 301/IK3-2 bakte-
risinin biiyiimesine ve siderofor iiretimine etkisi belirlenirken bu agir metaller besi-
yerlerine c¢esitli konsantrasyonlarda eklenmislerdir. Demir disindaki agir metallerin
mikrobiyal inhibisyon degerleri belirlenerek bu degerlerin altindaki miktarlar besi-
yerlerine katilmislardir. Bu degerler Co i¢in 0.6 mM, Ni i¢in 1.6 mM ve Hg i¢in 20
uM’ dir.

Agir metallerin siderofor iiretimine etkisini belirleyebilmek amaci ile hazirla-
nan Brevibacillus laterosporus on kiiltiirleri 1/100 oraninda farkli oranlarda metal
iceren MMO s1v1 besiyerine inokiile edilmistir. Bakterileri kiiltlirleri 37 °C’de 225
rpm’de 72 s inkiibe edilmistir. Bu kiiltiirlerden 0, 24, 48, 72 saatlik zaman aralikla-
rinda alinan 6rnekler 10.000 rpm’de 5dk santrifiij edilmistir. Elde edilen silipernatant-
lardan her biri icin CAS s1v1 deneyi yapilmis ve siderofor miktart 630 absorbans de-
gerinde Olgiilerek bakterilerin siderofor tiretim yiizdesi belirlenmistir. Farkli metal
konsantrasyonlarinin varliginda siderofor liretiminin hiicre biiylimesi ile iliskisini
belirlemek amaci ile belirtilen zaman araliklarinda bakteri kiiltiirlerinden 1 ml 6rnek
almarak OD 600’de hiicre yogunlugu olgtimleri yapilmistir. Deneyler en az 3 kez
tekrar edilmistir.

5.2.4. Hiicresel Civa Alimmminin Saptanmasi

Hiicresel civa alimiminin saptanmasi amaciyla hazilanan Brevibacillus lateros-
porus on kiiltiirii, farkli konsantransyonlarda HgCl; igeren (0, 5, 10, 5 ve 15 uM)
MMO s1v1 besiyerlerine 1/100 oraninda inokiile edilmistir. Bakteri kiiltiirleri 37 °C’de
225 rpm’de 72 s inkiibe edilmistir. Biiyiliyen bakteri kiiltiirlerinden 24 s araliklarla
alinan 6rnekler (10 ml), 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen siiperna-
tantlar optik emisyon spektrometresinde demir i¢in dngoriilen emisyon hatt1 degeri
olan 194.168 nm’de okutulmustur. Elde edilen degerler ile bakteri kiiltiirlerinin mev-
cut ortamdaki demir miktariin absorblama yiizdesi hesaplanmigtir. Deneyler en az 3
kez tekrar edilmistir. Optik emisyon spektrometresindeki ¢alismalar GYTE Cevre

Miihendisligi Anabilim Dal1 Inorganik Enstriimental Analiz Laboratuvarinda gergek-
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lestirilmistir. Ayrica farkli demir konsantrasyolardaki hiicre yogunlugu ve siderofor

tiretimi daha once belirtildigi sekilde Sl¢iilmiistiir.
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6. BULGULAR

6.1. Siderofor Uretimi

6.1.1 CAS Testi

Sideroforlar diisiik demir stresi altinda salgilanan demir-spesifik bilesiklerdir.
Oncelikle Brevibacillus laterosporus 301/IK3-2, Pseudomonas aeruginosa PO1 ve
Geobacillus kaustophilus bakterileri CAS agar platelere kiirdanla delme ekim teknigi
ile transfer edilmis ve 168. saatlik inkiibasyon sonunda siderofor {iretimini olan bak-
teri kolonilerinin etrafinda olusan turuncu renkli zonlar Sekil 6.1°de gosterilmistir.
Elde ettigimiz sonuglara gére Brevibacillus laterosporus 301/IK3-ve yiiksek sidere-
for iiretimi yaptigin1 bildigimiz ve ¢alismalarimizda pozitif kontrol olarak kullandi-
gimiz Pseudomonas aeruginosa bakterisinde turuncu halka gézlemlenmistir. Geoba-
cillus kaustophilus bakterisi ise negatif sonug¢ vermistir. Turuncu halka ¢ap1 Pseudo-
monas aeruginosa bakterisinde 14 mm, Brevibacillus laterosporus 01/iK3-2 bakteri-
sinde ise 10 mm olarak dl¢iilmiistiir (Tablo 6.1) Ayni zamanda CAS agar platelerin-
de biiyiiyen bakteri kolonilerinin siderofor iiretimine bagli olarak olusturdugu turun-
cu zonlarin yaricaplar1 24 saat araliklarla 6l¢iilmiistiir. Siderofor iiretiminin zamana
baglh grafigi Sekil 6.2° de gosterilmistir. Bu verilere gére Brevibacillus laterosporus
301/IK3 siderofor iiretimi 96. saate kadar hizla artmis, 96-144 saatleri arasinda ise
tiretim hiz1 yavaglamistir. Siderofor {liretimi tiim bakteri tiirlerinde 144. saatten sonra

sabit olarak kalmistir.
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Sekil 6.1: CAS agar deneyi sonuglari: @) Kontrol, b) Brevibacillus laterosporus
301/iK3-2, ¢) Pseudomonas aeruginosa PO1, d) Geobacillus kaustophilus.

Tablo 6.1: Bakteri tiirlerinin Chorome Azurol S Agar testi sonuglari.

Bakteri Tiirleri CAS Agar Ortalama Cap (mm)
Brevibacillus laterosporus ++ (11-15)
Pseudomonas aeruginosa +++ (0-5)
Geobacillus kaustophilus - ©
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Sekil 6.2: CAS agar ilizerinde zamana bagli siderofor iiretimi.

6.1.2. CAS Likit Testi

Bakteri kiiltiirlerinin sivi besiyerine salgiladiklar1 sideroforlarin tespiti icin
CAS s1v1 deneyi yapilmustir. Elde ettigimiz sonuglar Sekil 7. 3’de gosterilmistir. Bu
sonuclara gore Brevibacillus laterosporus 301/iK3-2 ve pozitif kontrol amagcl kul-
landigimiz Pseudomonas aeruginosa PO1 bakterilerinde CAS soliisyonunun mavi
olan rengi turuncuya doéniismiistiir ve CAS s1vi deneyi pozitif sonug vermistir. Ge-
obacillus kaustophilus susunda is renk degisimi gézlenmemistir. CAS sivi deneyi
sonucunda siderofor iiretimleri renk degisim miktari iizerinden degerlendirilmis ve

derecelendirme yapilmistir (Tablo 6.1).
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Sekil 6.3: CAS sivi deneyi sonuglart A) Pseudomonas aeruginosa, B) Kontrol,
C) Brevibacillus laterosporus

Tablo 6.2: CAS sivi deneyinde siderofor iiretiminin derecelendirilmesi

Bakteri Tiirleri CAS Broth Uretim Seviyesi
Brevibacillus laterosporus ++ Orta
Pseudomonas aeruginosa +++ Iyi

6.1.2.1. Siderofor Uretim Yiizdesinin Belirlenmesi

Siderofor itiretim miktarin1 belirlemek amaciyla CAS sivi deneyi gerceklesti-
rilmistir. Mavi olan CAS soliisyonunun turuncu renge degisimi boyadan demirin
sideroforlar tarafindan uzaklastirilmasi sonucu gergeklesmektedir. Buna bagl olarak
CAS rengindeki degisim oran1 A630 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve siderofor birim
yiizdesi hesaplanmistir. Elde etti§imiz verilere gore gorece en yiiksek siderofor yiiz-
desi pozitif kontrol olarak kullandigimiz Pseudomonas aeruginosa PO1 susunda %
87,1, Brevibacillus laterosporus bakterisinde ise % 28,6 olarak belirlenmistir. Ge-

obacillus kaustophilus susunda ise CAS sivi deneyi sonucunda renk degisimi goz-

43



lenmemis ayn1 zamanda 630 nm dalga boyundaki dl¢limlerde sonug elde edilmemis-

tir.

6.1.2.2. Maksimum Siderofor Uretim Zamammn Belirlenmesi

Inkiibasyon siiresinin siderofor iiretimine etkisini belirlemek amaciyla Brevi-
bacillus laterosporus 301/IK3-2 bakterilerisi MM9 besi ortaminda 120 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sirasinda farkli zaman araliklarinda drnekler alinalarak bakte-
rilerin siderofor tiretim yiizdeleri belirlenmistir. Ayn1 zamanda siderofor iiretiminin
hiicre biliyiimesi ile iligkisini belirlemek amaci ile belirtilen zaman araliklarinda or-
nekler alinarak hiicre yogunlugu 600 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Elde ettigimiz
verilere gore Brevibacillus laterosporus 301//K3-2 bakterisinin zamana bagli sidero-
for tretimi Sekil 6.4 de gosterilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore siderefor ireti-
mi 48. saate kadar artig gostermis takip eden saatlerde siderofor {iretimi sabitlenmis-
tir. Brevibacillus laterosporus 301/IK3-2 bakterisinin en yiiksek siderofor iiretimi
hiicre biiytimesinin 6liim evresine gegis yaptigi 48. saatte % 50 olarak tespit edilmis-

tir.
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Sekil 6.4: Brevibacillus laterosporus 301/iK3-2 bakterisinin zamana bagli side-
rofor tiretimi.
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6.3. Siderofor Tipinin Belirlenmesi

Brevibacillus laterosporus 301/iK3-2 bakteri susunun hangi tip siderofor iiret-
tigini belirlemek amaciyla katekolat tipi sideroforlar i¢in pozitif sonug veren Arnow
metodu ve hidroksamat tipi sidereoforlar icin pozitif sonug¢ veren Csaky metodu uy-
gulanmigtir. Arnow metoduna gore siderofor igeren soliisyon, nitrit-molibdat ayiraci-
nin ilave edilmesi ile sar1 renge doniismektedir (Sekil 6.5.a). Olusan sar1 renk ise
fazla miktarda sodyum hidroksit varliginda turuncu-kirmizi renge doniismektedir.
Sekil 6.5.b)’de goriildiigii gibi siderofor igermeyen kontrol grubu ile karsilastirildi-
ginda Brevibacillus laterosporus susunun irettigi sideroforun katekolat tipi oldugu
tespit edilmistir. Arnow metoduna gore Brevibacillus laterosporus siderofor drnegi

510 nm’de 0.055 olarak Sl¢iilmiistiir.

Sekil 6.5: a) Arnow testinde renk degisim basamaklari (sar1).
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Sekil 6.5: b) Arnow testinde renk degisim basamaklari (kirmizz).

Siderofor tipinin belirlenmesi i¢in kullandigimiz ikinci test Csaky metodudur.
Hidroksamat tipi sideroforlarin belirlenmesinde kullanilan bu method Brevibacillus

laterosporus 301/iK3-2 bakterisinin iirettigi siderofor 6rnegi ile negatif sonug ver-

mistir.
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6.4. Agir Metal Konsantrasyonlarimin Siderofor Uretimine
Etkisi

6.4.1. Farkh Demir Konsantrasyonlarimin Siderofor Uretimine
Etkisi

Demirin Brevibacillus laterosporus 301/iK3 bakterisinin siderofor iiretimi ve
hiicre bliylimesi iizerine etkisini incelemek amaciyla bakteriler 0, 2.5, 5, 10 uM
FeCls igeren MM9 besi ortaminda 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sirasinda 24 saat araliklarla 6rnekler alinanarak siderofor tiretim miktarindaki ve hiic-
re biiyiimesindeki degisimler incelenmistir. Elde ettigimiz verilere gore demir kon-
santrasyonlarinin siderofor iiretimine etkisi Sekil 6.6’ da, hiicre biiyiimesine etkisi ise
Sekil 6.7°de gosterilmistir. Bu sonuglara gore en yiiksek siderofor liretimi 48. saatte
2.5 uM ve 5 uM Fe igeren besiyerinde sirastyla % 32.57 ve % 31.98 olarak tespit
edilmistir. Demir, hiicre biiylimesini stimiile etmis artan demir konsantasyonuna pa-
ralel olarak hiicre biiylimesinde artis gozlenmistir. Maksimum hiicre biliylimesi 24.

saatte 10 uM Fe iceren biiylime ortaminda tespit edilmistir.

40

35

30

25

HOopM
20

m2,5uM
15

= 5uM

siderofor %

m 10puM

0 24 48 72
Zaman (h)

Sekil 6.6: Demirin siderofor tiretimine etkisi.
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Sekil.6.7: Demirin bakteri biiyiimesine etkisi.

6.4.2. Farkh Kobalt Konsantrasyonlarimin Siderofor Uretimine

Etkisi

Kobaltin Brevibacillus laterosporus 301/iK3-2 siderofor iiretiminine etkisi 0,

0.1, 0.3, 0.5 mM konsantrasyonlarinda incelenmistir. Hiicrelerin farkli kobalt kon-

santrasyonlarindaki siderofor iiretimi ve bu metal konsantrasyonlarinin hiicre biiyii-

mesine etkisi sirasiyla Sekil 6.8 ve Sekil 6.9’da gosterilmistir. En yiiksek siderofor

tiretimi 72. saatte 0,1 mM kobalt varliginda % 35.76 oraninda tespit edilmistir. Mak-

simum hiicre biiylimesi, kobaltin olmadig1 besi ortaminda 24. saatte gozlenirken 0.1

mM konsantrasyonundaki kobaltin hiicre biiylimesini zamana bagl olarak arttirdig1

ve bu konsantrasyonda en yliksek hiicre biiylimesinin siderofor iiretimin en yiiksek

miktarda sentezlendigi 72. saatte oldugu tespit edilmistir.
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Sekil.6.8: Kobaltin siderofor tiretimine etkisi.
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Sekil.6.9: Kobaltin bakteri biiylimesine etkisi.
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6.4.3. Farkh Nikel Konsantrasyonlariin Siderofor Uretimine Etkisi

Nikelin Brevibacillus laterosporus 301/iK3-2 siderofor iiretimine etkisi 0, 0.5,

1, 1.5 mM konsantrasyonlarinda incelenmistir. Farkli civa konsantrasyonlarina bagl

olarak siderofor tiretimi Sekil 6.10” da ve hiicre biiylime grafigi ise Sekil 6.11°de

gosterilmistir. Nikel diger metallerin aksine siderofor tiretimini pozitif yonde etkile-

yen bir katki yapmamustir. En yiiksek siderofor tiretimi nikel igermeyen besi orta-

minda 72. saatte % 29.35 olarak tespit edilmistir. Nikel i¢ceren ortamlarda ise en yiik-

sek siderofor iiretimi 72. saatte 0.5 mM nikel konsantrasyonunda % 22.90 olarak

belirlenmistir. En yiiksek hiicre biiylimesi 24. saatte gozlenirken nikel varliginda

hiicre biiylimesi zamana bagli olarak artis gostermistir. Nikel varliginda en yiiksek

hiicre biiyiimesi 0.5 ve 1 mM konsantrayonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil.6.10: Nikelin siderofor iiretimine etkisi.

50



2,5

) )
y / \\§ —0mM
S / & —8—0,5mM
- a4 1mM

/ /-/ / =>=1,5mM
0,5

48 72

24
Zaman (h)

Sekil.6.11: Nikelin bakteri biiylimesine etkisi.

6.4.4. Farkh Civa Konsantrasyonlarimin Siderofor Uretimine Etkisi

Civanin Brevibacillus laterosporus 301/IK3-2 siderofor iiretimine etkisi 0, 5,
10, 15 uM konsantrasyonlarinda incelenmistir. Farkli civa konsantrasyonlarina bagl
olarak siderofor iiretimi Sekil 6.12°de ve hiicre biiylime grafigi ise Sekil 6.13’de gos-
terilmistir.

En yiiksek siderofor iiretimi 5 uM Hg varliginda 48. ve 72. saatlerde sirasiyla
% 47.1 ve % 46.6 oraninda gozlenmistir. Civanin hiicre biiylimesi lizerine etkisine
baktigimizda artan civa konsantrasyonunun hiicre biiylimesini baskiladigr gozlem-
lenmistir. Civa varli§inda en yiiksek hiicre biiylimesinin ise en yliksek siderefor iire-

timin gozlendigi 5 UM Hg konsantrasyonunda oldugu tespit edilmistir.
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Sekil.6.12: Crvanin siderofor iiretimine etkisi.
3
#° \
2
) / \ =0—0 uM
g I
‘8° 1,5 —8—5 M
/ //\\*\-\ =10 uM
/ >~
) v a—
0,5 ~ —
0 T T T 1
72

24 48
Zaman (h)

Sekil.6.13: Crvanin bakteri biiylimesi tizerine etkisi.
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6.5. ICP-OES (Optical Emission Spectrometry) ile Hiicresel
Civa Aliniminin Saptanmasi

Brevibacillus laterosporus 301/IK3-2 susunun farkl1 civa konsantrasyonlarinda
besi ortamina salgilanan siderofor tiretimini belirlemekle beraber siderofor ile birlikte
hiicre igine alinan civanin miktariin saptanmasi i¢in ICP-OES cihazi kullanilmistir.
ICP-OES cihazindaki 6l¢iim sonuglarina gore; en yiiksek civa alinimi 48. saate goz-
lenirken en az metal alinimi1 72. saate saptanmustir (Sekil 6.14). En yiiksek civa ali-
niminin 48. saatte gerceklesmesi, maksimum siderofor iiretimini belirlemek i¢in yap-
tigimiz aragtirmalar sonucunda elde ettigimiz bulgularla uyumlu oldugu saptanmustir.
Brevibacillus laterosporus 301/IK3-2 bakterisinin 48. saatte, farkl1 civa konsantras-
yonlarindaki demir alinimi sonuglarina gore en yliksek civa kazanimi 5 pM (% 40)
konsantrasyondaki bakteri kiiltiirlerinde gozlenmistir. 10 uM konsantrasyonda %
16.62 yiizdesinde civa alinimi gézlenmistir. En diisiik civa kazanimi ise 15 pM kon-

santrasyonunda da % 9.1 olarak tespit edilmistir.
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Sekil.6.14: Civa konsantrasyonlarina ve zamana bagli civa alinima.
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7. TARTISMA ve SONUC

Bu tez c¢alismasi, Brevibacillus laterosporus bakterisi tarafindan tiretilen side-
roforun tespiti ve ¢esitli metallerin siderofor {iretimine olan etkilerinin arastirilmasini
kapsamaktadir.

Calismamizda ilk olarak Brevibacillus laterosporus tarafindan iiretilen sidero-
forlarin tespiti igin CAS deneyi yapilmistir. Siderofor tespiti i¢in yaptigimiz deneyle-
rimizde, yiiksek oranda siderofor iirettigi bilinen Pseudomonas aeruginosa PO1 bak-
terisi pozitif kontrol olarak kullanilmistir [Tailor and Joshi, 2012]. Ayni zamanda
siderofor iiretimi gozlemlenmeyen Geobacillus kaustophilus bakterisi de negatif
kontrol olarak kullanilmistir. Siderofor tayini oncelikle CAS agar platelerinde ger-
ceklestirilmistir ve siderofor varligin1 gosteren turuncu renkteki zonlar gozlemlen-
mistir. CAS agar platelerinde gézlenen turuncu siderofor halkalarini derecelendirmek
amaciyla 24 saat araliklarla 7 giin boyunca zon ¢aplar1 6l¢iilmiistiir. Elde ettigimiz
sonuglara gére Pseudomonas aeruginosa PO1 bakterisi ile karsilastirildiginda (zon
cap 14 mm), Brevibacillus laterosporus bakterisi siderofor {iretmis ve 7. giin sonunda
zon ¢ap1 10 mm’ye ulagmigtir. Ancak CAS agar deneyi dncelikle sideroforlarin tes-
piti i¢in bir tarama testi oldugundan bakterilerin CAS agar plateleri lizerinde olustur-
duklar1 kolonilerin biiyiikleri arasindaki fark ihmal edilmistir. Ayni1 zamanda Brevi-
bacillus laterosporus bakterisinin metalsiz MM9 sivi besi ortamina salgiladig: side-
rofor miktarlar1 belirlenmistir. Bu amagla, oncelikle salgilanan sideroforun CAS so-
lusyonundaki (I Mm Fe soliisyonu + Piperazine buffer + HDTMA ) demire yiiksek
afinite ile baglanmasi sonucu meydana gelen renk kaybini 6l¢gmeye dayanan CAS
svi deneyi yapilmis ve elde edilen veriler [(Ar -As)/Ar] x 100 formiili kullanilarak
siderofor birim yiizdesi ile hesaplanmistir. Bu sonuglara gore pozitif kontrol olarak
kullandigimiz Pseudomonas aeruginosa bakterisinde % 87.1 oraninda siderofor iire-
timi gozlenirken Brevibacillus laterosporus bakterisinde % 28.6 oraninda tespit
edilmistir.

Brevibacillus laterosporus tarafindan iiretilen sideroforun kimyasal olarak ka-
rakterize edebilmek i¢in katekol ve hidroksomat tipi sideroforlarin tespitinde kullani-
lan sirasiyla Arnow ve Csaky metodlart kullanilmistir. Daha 6nce yapilan birgok
caligmada Bacillus tiirlerinin katekol tipi siderofor tirettigi bilinmektedir [Williams et

al., 2012]. Yaptigimiz Arnow testi sonuglar1 bu bakterinin katekol tipi siderofor iret-
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tigini desteklemistir. Csaky deneyi sonucunda ise kiiltiir siipernatantinda hidroksamat
tipi siderofor tespit edilmemistir.

Brevibacillus laterosporus bakterisinin maksimum siderofor iiretim zamanini
belirlemek amaciyla metal igermeyen MM9 besi ortaminda biiyiitiilerek zamana bag-
I1 biiylime grafigi elde edilmis ve belirli araliklarla alinan siipernatant 6rnekleri kul-
lanilarak siderofor iiretim yiizdeleri hesaplanmistir. Sideroforlarin biiyiik ¢cogunlukla
eksponansiyel fazda iiretildikleri ve durgun fazda sabit olarak devam ettikleri, ilerle-
yen zamanla beraber bakterinin besini tiiketmesi ve hiicrelerin par¢alanmaya basla-
mas1 sonucu siderofor konsantrasyonu diistiigli de daha Once gosterilmistir [Kali-
nowski et al., 2000]. Yaptigimiz calismada benzer olarak siderofor {iretimi eksponan-
siyel fazda artis gostermistir. Yine hiicrelerin 16. saatten 24. saate kadar durgun faza
girdikleri evrede siderofor iiretimi sabit olarak devam etmis ancak 24. saatten 48.
saate kadar hizli bir artis gozlemlenmistir. En yliksek siderefor liretimi ise hiicrelerin
Olum evresine giris yaptig1 48. saatte % 50 olarak tespit edilmistir.

Agir metaller yer kabugunda dogal olarak bulunan bilesiklerdir, bozulmaz ve
yok edilemezler. Metaller canli yapisina gida, su ve hava yolu ile girmektedirler. iz
elementler gibi bazi agir metaller canlilarin metabolizmalarini siirdiirmeleri i¢in ge-
reklidirler. Bununla birlikte yiiksek konsantrasyonlarda toksik olabilmektedir. Na, K,
Mg gibi metaller organizmalar tarafindan temel metabolizma elamani olarak kullani-
lirken ¢alismamizda kullandigimiz Fe, Ni, Co gibi metaller de yapiya katilan metaller
olarak bilinmektedir. Bununla birlikte ¢alismamizda kullandigimiz Hg elementi ise
biyolojik fonksiyon gostermeyen bir metal olarak bilinmektedir.

Sideroforlar basta demir olmak iizere bir¢ok metalle farkli diizeylerdeki afini-
telerle baglanmakta ve kompleks olusturmaktadir [Hernlem et al., 1996]. Sideroforla-
rin demirin yaninda gesitli metallerle olan iligkisinin ortaya konulmasi, olumsuz ¢ev-
resel etkileri olan toksik metallere karst dogal tolerans mekanizmalarinin anlasilma-
sina katkida bulunmak baglaminda énemli bir olgudur. Bu amagla ¢alismamizda B.
laterosporus bakterisindeki siderofor tiretimine dair ¢esitli metallerin etkisi incelen-
mistir. Calismada hem hiicre yapisina katilan hem de biyolojik olarak fonksiyon gos-
termeyen Fe, Ni, Co ve Hg gibi metaller kullanilmistir. Braud ve arkadaslar1 yaptigi
caligmayla 16 farkli metalin siderofor tiirleri olan pyoverdin ve pyochelin iiretimini
etkiledigini gostermistir (Braud et al., 2009). Kullandigimiz 4 metal de bu 16 metalin

arasindan se¢ilmistir.
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Caligmamizda kullandigimiz metallerin konsantrasyonlari daha once yapilan
caligmalar temel alinak belirlenmistir. Co ve Ni metal konsantrasyonlari Yilmaz
(2003)’1n Bacillus circulans EB1 bakterisinin metal toleransini belirlemek amaciyla
yaptig1 calisma dikkate alinarak belirlenmistir [Yilmaz., 2003]. Belirledigimiz metal
konsantrasyonlari hiicreler tizerinde denenmis ve elde edilen sonuglara gore mikrobi-
yal inhibisyon yapan konsantrasyonlar degistirilerek kosullarin optimize edilmesi
saglanmistir. Hg degerleri ise daha 6nce Bacillus ve Ureibacillus tiirlerinde yapilan
bir ¢alismada kullanilan konsantrasyonlar dikkate alinarak belirlenmistir (Glendin-
ning et al., 2005). Fe konsantrasyonlari ise Rachid’ in yapmis oldugu ¢alisma esas
alinarak belirlenmistir [Rachid et al, 2005].

Brevibacillus laterosporus ile yapilan metallerin siderofor liretimine etkisine
dair yapilan deneylerde genel olarak en iyi sonu¢ 72. saatte alinmistir. Fe i¢in alinan
sonuglarda ise en iyi siderofor iiretimleri 48. saatte tespit edilmistir. Hg ile yapilan
deneyde ise 48 ve 72. saatlerdeki yiizdesel siderofor degerleri birbirlerine oldukga
yakin ¢ikmustir. Siderofor liretiminin agir metal varliginda geg¢ saatlerde yiikseldigi
goriilen deneylerdeki sonuglar, iiremelerin ilk saatlerde baskilanip, tolerans ile birlik-
te artmasina baglanmistir. Kullanilan 3 agir metalin konsantrasyonlar1 da dogada
herhangi bir ortamda ¢ok bulunamayacak diizeylerde yiiksek seviyelerdedir.

Metallerin siderofor iiretimine etkisini belirlemek amaciyla ilk olarak demir
elementi kullanilmistir. Demir elementi tiim canlilarin biiyiimesi i¢in gerekli olan bir
iz elementtir. Hg, Co ve Ni konsantrasyonlarinin aksine Fe konsantrasyonlari ¢ok
daha diisiik tutulmustur. Yiiksek oranda kullanilabilir demir (Fe**) varliginda sidero-
for ekspresyonunun baskilandig: fakat organizmalarin biiylimesi i¢in ortamda diisiik
miktarda demirin gerekli oldugu bilinmektedir [Neiland et al., 1987). Demirin biiyii-
me ve siderofor tiretimi ile iliskisini belirlemek amaciyla farkli demir konsantrasyon-
larindaki MM9 besiyerlerinde biiyiitiilen B. laterosporus bakterisinin es zamanli bii-
yiime ve siderofor dl¢iimleri yapilmistir. Elde ettigimiz sonucalara gore ¢ok diisiik
seviyelerdeki demir varliginda (2.5, 5, 10 uM) dahi siderofor iiretiminin azaldig1
buna karsilik bakterinin iiremesinin arttig1 belirlenmistir. Her ne kadar 48. saatte 2.5
ve 5 uM Iik gruplar ve 72. saatte 2.5 uM lik grup siderofor yiizdesi baglaminda,
kontrolii gecse de liremelerin ulastig1 diizeylere bakildiginda demirin bakteri tireme-
sini stimiile ettigi ve bakterinin ireme miktari ile oranlandiginda siderofor yiizdesi-
nin yine kontrol grubunda maksimum oldugu goriilmistiir. Elde ettigimiz sonuglar

literatiirde bulundan bir¢ok calisma ile parallellik arz etmektedir. Yine benzer bir
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sekilde Rachid ve arkadaglarinin (2005) yapmis oldugu bir ¢alismada ferrik demir
miktar1 besiyerlerinde 200 pg/L’nin {izerinde oldugunda siderofor iiretimi baskilan-
mis, ferrik demir miktar1 besiyerlerinde 160 pg/L’in altinda bulundugunda ise sidero-
for liretimi pozitif yonde etkilenmistir [Rachid et al, 2005]. Siderofor yiizdelerindeki
bu dalgalanmanin nedeni iiremelerdeki degisime baglandig: diistiniilmektedir. Ayrica
kullandigimiz ortamin (MM9) demir eksikli bir ortam olmasi ve bu ortamin mikroor-
ganizma yasamini baskilayan bir ortam oldugu da ¢alisma esnasinda goz Onilinde
bulundurulmustur.

Kobalt canlilik agisindan 6nemi bilinen; kobalamin, nitril hidrataz ve metionil
aminopeptidaz gibi bir¢ok organik bilesigin yapisina katilan bir metaldir [Cracan et
al., 2013]. Kobalt ile yapilan ¢aligmalarda ise yaptigimiz optimizasyon calismalari
sonucunda, kontrol disinda konsantrasyonlar sirastyla 0.1, 0.3, 0,5 mM olarak belir-
lenmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore siderofor iiretimi, 48. saatte kobalt igermeyen
kontrol grubunda en yiiksek seviyede gozlenirken (%22), 72. saatte 0.1 mM (%35.7)
ve 0.3 mM (%32.9) lik kobalt konsantrasyonlarinda siderofor tiretimi kontrol grubu-
nu agmistir. 0.5 MM kobalt icereni ortamda ise iireme baskilanirkn ayni zamanda
siderofor tiretimi diger konsantrasyonlara gore oldukca diisiik ¢ikmistir. Kontrol gru-
bu 24. saatte liremede en yiiksek diizeye ulasirken diger konsantrasyonlarda tireme
baskilanmistir, ilerleyen saatlerde kobalt iceren kiiltiirler bu metale kars1 adaptasyon
gostermis, tiremelerde ve siderofor tiretiminde belirgin bir artig gézlenmistir. Kobalt
igeren ortamlarda lireme artarken siderofor iiretimi de artmistir. Benzer bir sekilde
Yugiang ve arladaslarinin 2010 yilinda yaptig1 bir ¢alismada desferrioxamine B tiirii
bir siderofor kobalt ile gii¢lii bir kompleks olusturmus ve kobalt metalinin mobilizas-
yonu artmistir.

Nikel bakteriler i¢in olduk¢a 6nemli olan bir metaldir. Nikel elementinin gast-
rik Helicobacter tiirleri i¢in, 6énemli oldugu ve iireaz ve hidrojenaz enzimleri igin
kofaktor gorevi gordiigii bilinmektedir. Ayrica nikelin ener;ji liretiminde de rolii var-
dir [Olson and Maier, 2002], [Stingl and De Reuse, 2005]. Nikel elementi ile yapti-
gimiz ¢alismalarda kontrol disinda kullanilan konsantrasyonlar 0.5, 1, 1.5 mM ola-
rak belirlenmistir. Ni ¢calismalarinda da yine en yiiksek siderofor yiizdeleri 72. saatte
elde edilmistir (%22.9). Nikel iceren kiiltiirlerde siderofor {iretimi kontrol gruplarini
asmamustir. Buna karsin siderofor tiretiminin 0.1 ve 0.3 mM kobalt igeren kiiltiirler-
de, kobalt icermeyen kontrol gruplarina gore daha yiiksek seviyede oldugu tespit

edilmistir. Nikel elementinin sideroforlar araciligiyla hiicre i¢ine alinabildigine dair
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daha once Helycobacter pylori ile yapilan bir ¢aligmada, bakterinin siderofor vasita-
styla 0zel digsal ve i¢sel membran proetinleri sayesinde nikeli hiicre i¢ine alabildigi
gosterilmistir [Schauer et al.,2007].

Hg biyolojik olarak fonksiyon gostermeyen bir metaldir, metabolik faaliyetlere
katilmaz ve ¢ok diisiik konsantrasyonlarda toksik etki yaratmaktadir. Civa ile yapilan
calismalarda kullanilan konsantrasyonlar 5, 10, 15 uM olarak belirlenmistir. Cesitli
konsantrasyonlarda civa igeren kiiltiirlerde, hiicre bliylimesi genel olarak baskilan-
mustir. Crvanin siderofor tiretimi {izerindeki etkisini inceledigimizde 24. saatte side-
rofor iiretimi civa igermeyen kontrol gruplarinda ¢esitli civa konsantrasyonlari igceren
kiiltiirlere oranla yiiksek seviyede gozlenmistir (%33.9). Buna karsin siderofor iire-
timi 5 uM civa konsantrasyonu igeren kiiltiirlerde 24. saatten sonra kontrol grubuna
oranla artig gostermistir (% 46.6). 48. ve 72. saatlerde siderofor tiretimleri % 47.1 ve
% 46.6 seviyesine erismistir. Metallerle yaptigimiz ¢alismalar igerisinde en yliksek
siderofor tiretimi kontrol grubu dahil civa varliginda (5 uM) gozlemlenmistir. Bu tip
bir sonuca daha 6nce kadmiyum ile yapilmig bir calismada ulasilmistir [Sangram et
al., 2008]. Sangram ve arkadaslarinin yaptigi caligmada 1.75 mM kadmiyum varli-
ginda maksimum siderofor tiretimi elde edilmistir.

Calismamiz esnasinda da yiliksek konsantrasyonlardaki agir metallerin sidero-
for liretimini olumsuz etkiledigini belirledik. Bununla birlikte c¢alisma sonucunda
genellikle kontrole yakin konsantrasyonlarin siderofor tiretimini pozitif yonde etkile-
digi sonucu ortaya ¢ikmistir. Yukarida siderofor yiizdelerine olan etkileri degerlendi-
rilen Fe disindaki 3 agir metalinde toksik etki yarattigi bilinmektedir. Bu {i¢ agir me-
tal de bakteri tiremesini baskilamigtir. Biitiin gruplarda 1 haftalik iireme periyotlarin-
dan sonra siderofor dl¢limleri alindiginda siderofor yiizdeleri 72. saattekine ¢ok ya-
kin elde edilmis lireme aktiviteleri oldukg¢a azalmis ve biitiin gruplarda birbirine ya-
kin tireme aktivitesi gozlenmistir. 72. saatin segilmesi ilerleyen zamanlarda siderofor
yiizdesinde kayda deger bir degisim goriilememesinden kaynaklanmistir.

Brevibacillus laterosporus hiicrelerinde siderofor iiretimine paralel olarak ile
kompleks olusturmasi sonucu hiicre besiyerindeki civa oraninin azalmasi beklenmek-
tedir. Hiicre besiyerindeki civanin siderofor tarafindan uzaklastirildigini desteklemek
amaciyla optik emisyon spektrokopisi kullanilarak farkli zaman araliklarinda ve fark-
11 konsantrasyonlarda ortamdaki civa miktarlarinin 6l¢iimii yapilmistir. Elde ettigimiz
sonuglarina gore; bakteri kiiltiirlerin en yiiksek civa kazanimi siderofor iiretimin de

maksimum oldugu 48. saate oldugu saptanmistir. Farkli civa konsantrasyonlarinda
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48. saatte en yiiksek civa alinimina baktigimizda en yiiksek civa absorbsiyonu yine
maksimum siderofor liretiminin gézlendigi 5 uM Hg konsantrasyonunda (% 40) goz-
lenmistir. Her ne kadar bagka tip mekanizmalarlar yardimiyla da civanin hiicre igine
alinabilecegi bilinse de ¢alisma sonucunda siderofor yiizdesinin arttigi konsantras-

yonda civanin siipernatantta azaldiginin ortaya konulmasi 6nemli bir sonugtur.
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