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ESCHERICHIA COLI K12 SUSUNDA BAZI F-PRIME,
COL FAKTOR VE R FAKTORLERIN
MUTATOR FENOTIPINE ETKIiSI

THE EFFECT OF SOME F -PRIME, COL FACTOR AND
R FACTOR ON THE MUTATOR PHENOTYPE
IN ESCHERICHIA COLI K12 STRAIN

Ali KALAYCIOGLU*

Ozet : Mutator gen mutH21'i iceren H2110 ve KL398 mut - kod nolu E. coli
K12 suslarinda F - prime kaybindan sonra gozlenen mutasyon sikhgmdaki ar-
t13, yaban tip H2 de goézlenmedi, Bu durum muhtelemeln mutH fenotipine
has olup, F-prime'da var olan baska bir mutosyona da bagh olabilir.

Bu nedenle mutajenize olmamis baska bir F - prime( Col faktor ve faktor
mutator susa aktarilarak bu hipotezimizin gecerligi test edildi.

Summary : The increased rate of mutation in E. coli strains, containing
mutator gene mutH21, which followed loss of F factor in H2110 and KL398
mut - was not seen with the parent H2. It was likely that the effect spesific
for the mutH phenotype. This effect may have been due to a further mutation
on the F-prime, Thus a different non mutagenised F - prime, Col factor and
R factor was reintroduced to test this hypothesis.

GIRIS

Yiiksek siklikta mutasyon gosteren bir mutant genin elde edi-
lisi ve haritalanmas1 daha énce yaymlanmisti (1). E. coli ve diger
organizmalarda yaban tipleriyle kiyaslandiklarinda yiiksek siklikta
mutasyon yapan bu genler genelde mutator genler olarak adlandiri-
Iir (2). E coli bakterilerinde mutator genleri iceren suslar1 mutator
E. coli suslan olarak da adlandirilabilir. Kromozomal mutH21 ge-
nine sahip bir E. coli H12 susunda F-prime faktoriin yok edilme-
siyle gozlenen mutasyon sikhigindaki kismi azalma bizi bu yonde
arastirmaya yonlendirdi-
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F-prime’1 yok edilen E. coli mutator susuna cesitli plazmidler
aktarildi. Bu plazmidlerin varhiginda ve yoklugunda mutator susun
mutasyon sikhig1 hesaplandi.

GEREC ve YONTEM

Bakteri Suslar1 Listesi : Tablo 1'de bu ¢aligmada kullamlan
bakteri suslar1 gosterilmistir.

Vasat : Bu calismada kullamlan kati ve siv1 vasatlarn bas-
healar: Nutrient broth, Nutrient agar (Oxoid broth No. 2), Minimal
agar ve Eosin Metilen Blue (EMB) agardi.

Kimyasal madde : Nalidiksik asit (Distile su icinde eritilebil-
mesi icin 2M NaOH cozeltisinden 1-2 damla damlatildi).
Plasmid aktarimi ve segregasyonu (3)

Tablo 1'de goriildiigii gibi mutator susumuz kismi diploid ve
F'lacZ— epizomu igeriyordu. Nutrient broth'da log faz1 iireme devre-

Tablo 1. Arastirmada kullamlan bakteri suglar.

Sus No Sex Ozellikler

1) H2 F-prime thi—, sup—, lacZ— 10b, M15 ara—, mal—, mitl—
AR T AzUs StrR/FlacZ— (am) Ul31

2) H2110 F-prime H2 ozelliklerine ilaveten mutH21

3) KL398mut— F— metE—, leu—, proC—, hisF—, thyA—, thi—,
lacZ—36, ara—, mtl, xyl—, StrR, SpcR, mutH21

4) 1G196 F-prime met—, rha—, recA—/F14 mei+, rha+, pol+,

5) KLF43 F - prime tyrA—, pyrD—, thi—, his—, trp—, thyA—,
recAl, mitl—, xyl—, StrR, )R A—/F'143
lysA+, tyrA+

6) E'36 F-prime (lac-pro) XIII SirS/F'(ts114) lac+
7) DFFI F-prime argG—, meiB—, his—, leu—, thyA—, recAl, mtl—,
xyl—, lac—, StrR, AR, A—, supE44/ F'150
his+, zwf+
8) KLFI10 F-prime argG—, metB—, his, leu, thyA—, recAl, mtl—, xyl—,
lac—, StrR )R, }—, supE44/ F'110 polA+, malB+
9) KLF1 F-prime thr—, leu—, his—, arg—, pro—, recAl StrR/
F'101 thr+, leut+

10) R - Utrecht Cm

11) ColV-K30 ColicinV

12) Coll,, - P9 Colicinl
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sindeki H2 ve H2110 1/10 oraninda fosfat tamponuyla sulandirild:
ve 24 saat oda sicakhiginda ¢alkalandi. Buradaki amac bu suslarda
achifa bagh olarak F-pili sentezini durdurmak ve gegici olarak alici
(recipient) bakteri sekline sokmakt1 (Fenokopi). Fenokopi yapilan
bu suglara 30°C t; (1s1 hassas) Flact aktarim yapildi. H2 ve H2110
suslarimin t, F'lact icerdigi EMB agarlarda 30°C de 3 -4 giinliik in-
kiibasyo nsonucu gozlendi. Daha sonra t, Fllact igeren bu iki sus
EMB agarma ekilerek 42°C dort giin inkiibasyona birakildi. t: F'llact
42°C de replike olamayacagindan tek kolonlarin % 60 - 70'i acik pem-
be renkte gbzleniyordu ki bu da H2 ve H2110 suslarinin artik F - pri-
me icermedigi ve disi bakteri sekline doniistiiiine isaretti, Izole edi-
len bu pembe renkteki kolonlar1 nsex spesifik fajlarla muamelesi
soucunda da bu suslarin disi oldugu belirlendi (H2110F— ve H2F).

Col faktor aktarimida mutator sus ve yaban tipinde kolisin
tiretimi varlign ile kontrol edildi. Col faktor tasiyan suslar, kolisin
hassas bakteri ile ekildiginde Col faktor iceren koloni etrafinda
zonlar olusur (4). R-Utrecht aktariminda da seleksiyon kloram-
fenikole kars1 yapildi.

Mutasyon Siklhig1 : Mililitresinde 50 pg Nalidiksik iceren Mi-
nimal agar plaklarina suslar ekildi. Aym suslar Nalidiksik asitsiz
Minimal agar plaklarma da canli hiicre saymm icin ekildi. Mutant
koloni sayiminin canl hiicre sayimina boliimiinden ¢ikan oran mu-
tasyon siklif1 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Mutasyon sikligi Nalidiksik aside kars: olciildiigiinde mutator
susun yaban tipe nazaran hayli yiiksek oldugu gozlendi. Gereg ve
yontem boliimiinde anlatilan metodla da mutator susun ve yaban
tipinin F - prime'lan segregasyona ugratilarak yok edildiginde mu-
tasyon sikhg kismi sekilde yiikseldi. Bu duruma daha iyi yorum
getirebilmek icin su deneylerin sonuglarim gozlemek istedik.

1) Mutator genin bir bagka disi susa (KL398) transdiiksiyonla
aktarimi ile bu susun F-prime varlifi ve yoklugundaki
mutasyon siklig. i

2) H2110 susuna diger F-prime aktarimlarinda gozlenen mu-
tasyon sikligi.

3) F-prime disinda diger bazi plazmidlerin aktarim ile bu
suslarda gozlenecek mutasyon sikhigi.
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Bu 3 asamadaki tiim deneylerin sonuglar1 Tablo 2'de gbsteril-
mistir. :

H2110F— ve KL398 mutH21 suslarina aktarilan biitiin F— pri-
me’lar mutasyon sikligmmn kismi de olsa diismesine neden oldu.

F110, F150, F14 ve KLF1 F - prime’larim iceren mutator susta
mutasyon sikligr hicbir F - prime icermeyen (F~) mutator susa naza-
ran yaklasik 8-12 kat arasinda bir diisme gosterdi. F143 iceren
mutator susda mutator aktivitesi kaybuldu, Ciinkii F143 yaban tip
mutH+ gene iiriiniinii igeriyordu.

Bu bulgular iizerine disi mutator susa ColV ve Coll, kolisin
faktorleri (Col faktor) aktarildi, ColV 6zellikleri bakimindan F - fak-
tore benzer (5, 6). Bu nedenle de F - benzer (F - like) Col faktor diye
adlandirilir. Oysa Coll, F-faktorle bir benzerlik géstermez 5, 7).
ColV aktarimi yapilan mutator sus da (H2110F—) mutasyon siklifm-
da gbzlenen diisme F-prime etkilerine benzer nitelikteydi. Oysa
Coll, mutator susun mutasyon sikhifima 6nemli bir etki yapmadi.

Bir plazmid olan R - Utrecht (R - faktorii) bulundugu suslar icin
mutajeniktir (8). R - Utrecht H2F~ ve H2110F~ suslarina aktarildi.
Her iki susda da mutasyon sikhigi kismen artt1. Bu da R- Utrechtin
karakteristigine uygun bir sonuctu.

Tablo 2. Plazmid iceren ve icermeyen suslarda nalidiksik asid direncli-
ligine kars1 mutaston sikhig.

Sus Plazmid Mutasyon siklign (50 g/ml)
H2 icermiyor 2x108
Coll,, 23x108
R - Utrecht 9.1x10#
H2110 icermiyor 5.6x105
Coll,, 6.6 103
F110 5.8x10%
F150 34x106
ColV 1.3x10%
R - Utrecht 8.6 105
KL398 mut igermiyor 1x105
KLF1 3.4x 106
F150 - 1.3x 104
Fl14 3x104
F143 22x10%
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TARTISMA

Yiiksek siklikta mutasyona neden olan E. coli suslarindaki mu-
tator genlerin genetik 6zellikleri mutasyon mekanizmasi hakkindaki
teorilere ek bilgiler kazandirmaktadir (2, 9).

Mutator genlerin aktiviteleri bazen kismide olsa kimyasal mad-
delerce baskilanabilir. Antimutajenler olarak adlandirdigimiz bu
maddelerle yapilan c¢alismalarda mutH (10) ve mutT genlerinde
(11) antimutajenik etki gozlenmistir.

Maki ve arkadaslari1 da dnaQ geninin alleli olan baz1 mutator
genler izole etmisler ve bu genlerin gesitli komplementasyon test-
leriyle mutator aktivitesine bakmuslardir (12). Ancak Maki ve ar-
kadaslarn komplementasyon testlerinde merodiploid suslarda dnaQ
geninin farkh iki allelini kullanmislar ve mutasyon sikhiginda artma
gormiislerdir.

Bu arastirma ise tesadiif sonucu yapilmistir. Ciinkii bir baska
deney amaci igin F- prime’1 yok edilen mutator susda gézlenen kis-
mi mutasyon sikligi yiikselmesi ile acaba plazmid varligi antimuta-
tor etki mi yapiyor, sorusunu ortaya ¢ikarmistir. Bu amagla gesitli
plazmidler mutator susa aktarilarak bu suslardaki mutasyon siklik-
lan1 ve hi¢ plazmid icermeyen H2110F— ve KL398mut— suslarindaki
mutasyon sikliklar: ile karsilastirilmistir (Tablo 2). F-prime aktari-
lan mutator suslardaki mutasyon sikhigindaki kismi diisme, F fak-
torce yonlendirilen aktivitenin kismen mutH+ geninin iiriiniinii sen-
tezledigi seklinde tarafimizdan yorumlanmistir. Mutasyon sikligi dii-
siisii mutator susa F-benzer ColV faktor aktarildiginda gézlenmis fa-
kat F-benzer olmayan Coll, plazmidi aktariminda gézlenmemistir.
R-Utrecht ise bulundugu suslarda mutajenik oldugundan mutator
sus ve yaban tipinde mutasyon sikhigini kismi artirdi.

Bu sonuglardan sonra belki F-faktor fonksiyonunun replikasyon.
la iliskili oldugu sGylenebilir.
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