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Onur Sozii

”

Yiiksek Lisans olarak sundugum " Vitreoscilla hemoglobininin radyasyona direngli Deinococcus

radiodurans’m biiyiime ve ¢ogalma karakteristikleri iizerine etkisi " baglikli bu ¢aligmanin bilimsel
ahlak ve geleneklere aykirn diisecek bir yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve
yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin iginde hem de kaynakg¢a yontemine uygun bigimde

gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Ozgiir YILMAZ



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Vitreoscilla HEMOGLOBINIVNIN RADYASYONA DIRENCLI Deinococcus
radiodurans’IN BUYUME ve COGALMA KARAKTERISTIKLERI UZERINE ETKISi

Ozgiir Yilmaz

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist
Biyoloji Anabilim Dali

63+ viii sayfa
2012
Danisman: Prof. Dr. Hikmet GECKIL

Bu calismada aktarilmis oldugu konakgilarina daha iyi bir biiylime ve oksijen alimi
kazandiran prokaryotik Vitreoscilla hemoglobininin radyasyona direncli bir bakteri olan
Deinococcus radiodurans 1n bilyiime ve ¢cogalma karakteristikleri, oksijen tiiketimi ve radyasyona
olan duyarlilig1 lizerine etkisi arastirilmistir. Bu bakterinin yabanil tipi, Vitreoscilla hemoglobin
geni klonlanmis rekombinant susu (vgh") ve bu geni tasimayan rekombinant susu (vgh’) farkli
dozlarda iyonize radyasyona maruz birakilmis ve bunun sonucu olarak hiicrelerin canli kalma
ozellikleri arastinlmistir. Ayrica, ortam oksijen ve radyasyon seviyesi ile iliskili olarak katalaz,
stiperoksit dismutaz enzimlerinin aktiviteleri ve rediikleyici bir ajan olan glutatyon seviyesinin her
lic bakteri susunda nasil bir profile sahip olduklar1 karsilastirmali bigimde arastirilmistir.

Sonuglar bize Vitreoscilla hemoglobinin bu bakteriye yiiksek bir biiylime ve ¢ogalma
kabiliyeti kazandirdigin1 ancak radyasyona ekstrem direnciyle bilinen bu bakterinin radyasyona
olan duyarliligmi arttirdigin1 gostermistir. Ayrica, her iki rekombinantin oksijen tliketiminin
konakciya gore onemli derecede diisiik oldugu kaydedilmistir. Rekombinant suglarin siiperoksit
dismutaz aktivitesi ve glutatyon seviyesinde yabanil susa gore bir diislis goriiliirken, katalaz
aktivitesinde tersine genel olarak bir artis gdzlenmistir. Radyodirencin bir gdstergesi olan hiicresel
Mn/Fe oraninda ise konakg¢1 susun rekombinant suslardan yaklasik 3 kat daha fazla hiicresel Mn/Fe

oranina sahip oldugu saptanmustir.

ANAHTAR KELIMELER: Vitreoscilla hemoglobini, Deinococcus radiodurans, Radyodireng



ABSTRACT
Master Thesis

EFFECT OF Vitreoscilla HEMOGLOBIN ON GROWTH CHARACTERISTICS OF
RADIORESISTANT Deinococcus radiodurans

Ozgiir Y1ilmaz

Inonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

63+ viii pp
2012
Advisor: Hikmet GECKIL, Professor

This study investigated the effect of Vitreoscilla hemoglobin, known to supply the
heterologoues hosts with better growth and higher oxygen uptake, on growth, oxygen uptake and
radioresistancy of Deinococcus radiodurans, a bacterium known for its extraordinary radioresistant
properties. The wild-type and two recombinants, one carrying the Vitreoscilla hemoglobin gene
(vgh™) and the other missing it (vgh’), were exposed to various doses of ionize radiation and
investigated for their survival properties. Furthermore, given its relation of level of oxygen and
radiation, the activities of catalase and superoxide dismutase and as well as the level of the reducing
agent glutathione were investigated in comparative fashion.

Results showed that, both recombinant strains became highly sensitive to radiation and they
had considerably higher growth rates than the wild-type strain. Further, both recombinant strains
had substantially lower oxygen uptake rate, reduced superoxide dismutase activity and glutathione
level compared to the wild-type host strain. The catalase activity in recombinants, in contrast, was
higher than that of in the host strain. As an indicator of radioresictancy, the cellular level of Mn/Fe

in wild-type host was 3-fold higher than that of in recombinant strains.

KEY WORDS: Vitreoscilla hemoglobin, Deinococcus radioduran, Radioresistance
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1. GIRiS

“Mikroorganizma” terimi bakteri, fungus, alg ve hatta protozoalar1 da iceren
genis bir yelpazede bir¢ok mikro boyutlardaki canliy1 tanimlamak i¢in kullanilmaktadir.
Bakteriler bunlar arasinda ve hatta tiim canlilar arasinda yerkiire iizerinde en ¢ok sayi,
¢esit ve kiitlede bulunan mikroorganizmalardir. Yapilan ¢alismalar, diinyamizda 10—
10° kadar farkli bakteri tiiriiniin olabilecegini gostermektedir. Bakteriler tim canlilar
icerisinde en yiiksek lireme orani ve en diisiik jenerasyon siirelerine sahip olmalar1 ve
diger canlilar gibi logaritmik bir c¢ogalma gostermelerinden dolayr uygun besi
ortamlarinda biiyiik kiitlelere ulasabilirler. Yapilan hesaplamalar Escherichia coli gibi
laboratuarlarda yaygin kullanilan ve uygun besin ortaminda ¢ogaltilan bir bakterinin her
20 dakika da bir boliinebilecegini ve dolayisi ile 24 saate 72 jenerasyon gecirebilecegini
gostermistir. Eger bakteri bu hizla 24 saat boyunca ¢ogalabilseydi, tek hiicresi yaklasik
10" g olan E. coli 1 giinde yerkiirenin toplam kiitlesinden daha biiylik bir kiitleye
ulagacakti. Ancak, bulunduklar1 ortamdaki besin kisitlamasindan dolay:r higbir bakteri
bu sekilde ¢cogalmaya devam edemez ve ortam besini tiikkendiginde bakteriler de ¢ogu

zaman ortadan kalkarlar [1-3].

Ekstrem cevresel kosullardaki aragtirmalar ¢esitli mikroorganizmalarin sadece
bu kosullar1 tolera etmediklerini ayn1 zamanda ¢ogu zaman yasamak i¢in bu kosullara
ihtiyag duyduklarini gostermistir. Ekstrem cevresel kosullara ¢ogu canli sistemin
canliligini siirdiirmesini ve gelisebilmesini zorlagtiran &geler olarak bakilabilir. Bu
kosullar fiziksel (sicaklik, radyasyon ve basing gibi) ve jeokimyasal (kuraklik, tuzluluk,
pH, ve redoks potansiyelleri gibi) 0geleri igeriyor olabilir [4]. Bu ekstrem g¢evrelerde
yasamini siirdliren bazi canlilar ilging bigimde yalnizca bu cevreleri tolere etmekte
kalmaz, ayn1 zamanda iiremek i¢in bu ¢esit ¢evrelere ihtiya¢ duyarlar. Ekstremofiller
her li¢ domainin (bakteri, arkea ve Okaryotlar) temsilcilerini igerir. Ancak, ekstremofil
organizmalarin ¢ogunu prokaryotlar olusturur ve bunlarin biiyiik bir bolimii de arkea

domainine dahildir [5].

Prokaryotik ekstremofiller diinyadaki yasamin ilk temsilcileri olarak
goriilmektedirler ve bugiinkii biitiin bilinen ekosistemin evriminden sorumludurlar.
Genom esnekligi bu canlilarin muhtemelen ekstrem g¢evrelerin genis bir spektrumuna

adaptasyonuna izin vermistir. Sonug¢ olarak, prokaryotik extremofildeki g¢esitlilik

1



termofilik, psikrofilik, asidofilik, alkalifilik, halofilik, barofilik ve radyasyona direncli
tirlerden olusur [6-7]. Bu calismada kullanilan Deinococcus radiodurans iyonize
radyasyon, kuraklik, soguk, genotoksik kimyasallarin oldugu ekstrem cevrelerde
yasayabilen [8] ve uzay calismalarinda ve astrobiyoloji arastirmalarinda en c¢ok

kullanilan bir bakteridir [9].
1.1. Deinococcus radiodurans

D. radiodurans pigmentli, spor olusturmayan, ¢ap1 1.5 dan 3.5 um’ye degisen
kiiresel goriiniimli bir bakteridir (Sekil 1.1) [10]. Ortam sartlarina bagli olarak koloniler
konveks, diiz ve pembeden kirmiziya ¢esitli renklerde bulunurlar. Dayaniklilig
sebebiyle bu canli tiirii, "Conan the Barbarian"” oyunundan esinlenilerek "Conan the

Bacterium" (Tiirkge: Bakteri Conan) olarak adlandirilmaktadir [11].

Sekil 1. 1. Deinococcus radiodurans

D. radiodurans  Gram-pozitif bir bakteridir ancak Gram-negatif
organizmalarindakine benzer kompleks bir hiicre duvarma sahiptir. Hiicreler
kemoorganotrofik solunum mekanizmasina sahiptirler ve tipik bir sekilde TGY
ortaminda (0.5% tripton, 0.1% glukoz, 0.3% maya 6ziitii) havalandirma ile biiytirler.
Optimal kosullar altinda yabanil tip D. radiodurans’in jenerasyon zamani yaklasik 80
dakikadir. Hiicreler sirasi ile s1vi ortamda ikili ve dortlii olarak iki diizlemde bdliintirler.
Optimal biiylime sicakligi 30 °C’dir fakat 37 °C’a kadar biiylime gerceklesir. 4 °C
altinda ve 45 °C iistiinde biiyiimesi durur [12]. Guiness rekorlar kitabina girmis olan D.
radiodurans’in radyasyona direnglilii diger canlilarla kiyaslanacak olursa insanlar 5
Gy’e, E. coli 200-800 Gy’e, radyasyona direngli su ayis1 ise 4,000 Gy’e kadar
dayanabilirken D. radiodurans’da 5,000 Gy iyonize radyasyonda canlilik kaybi
goriinmez, 15,000 Gy de ise % 37 oraninda canlilik gostermektedir. Organizmanin

DNA’sinda 5, 000 Gy’de birkag yiiz ¢ift zincir kiriklart oldugu tahmin edilmektedir. D.



radiodurans radyasyonun yanisira genotoksik kimyasallara, oksidatif zararlara, yiiksek
seviyede 1iyonizasyona, soguga ve dehidrasyona karsi olduk¢a dayaniklilik
gostermektedir ve bu Ozelliginden dolayr poliekstremofil bir bakteri oldugu

belirlenmistir [8].
1.1.1. D. radiodurans’in Filogeni ve Habitati

D. radiodurans ilk olarak Anderson ve arkadaglari tarafindan Oregon’da gama-
iyonize radyasyona maruz birakilan konserve etlerden izole edildi ve morfolojik ve
fizyolojik yapist baz alinarak yapilan sistematigi sonucu Micrococcus radiodurans
olarak isimlendirildi [13]. Ancak 16 S rRNA analizleri M. radiodurans’n essiz bir yeni
grup oldugunu gosterdi. Bu yiizden bu yeni tiir Deinococcaceae olarak yeni bir familya

icinde Deinococcus radiodurans olarak yeniden isimlendirildi [14].

Domain Bacteria

Alem Eubacteria
Filum Deinococcus — Thermus
Siif Deinococci

Takim Deinococcales

Familya Deinococcaceae

Cins Deinococcus

Tir Deinococcus radiodurans

Deinococcus tiirleri sicak iklimler, ¢oller, alpin ¢evreler ve Antartika gibi ¢ok
farkli habitatlarda bulunabilmektedirler. Mezofilik, termofilik ve psikrofilik tiirler
icermektedir. D. radiodurans yiiksek neme tdleransli degildir. Deinococcinin kuru
gidalardan, ev tozundan, medikal cihazlardan ve tekstil iirtinlerinden basarili sekilde
izolasyonlar1 gostermistir ki bu familya kuru ve besince fakir cevrelerde yasama
yetenegine sahiplerdir. Biitiin Deinococcus tiirleri DNA yikici ajanlara karsi 6zellikle
iyonize radyasyona karsi sahip olduklar1 sira dis1 toleranslariyla diger canlilardan
ayrilirlar [15-16]. Deinococcinin dogal habitat1 bu familyanin iiyelerinin diinya
genelinde c¢ok farkli bolgelerde izole edilmesine ragmen belirlenemedi. Bu
izolasyonlarin yapildig1 g¢evreler tim ekolojileri ve cografik dagilimlar1 yoniinden
bakildiginda olduk¢a bilyiiktiir. Yapilan ekolojik caligmalar biiylik oranda

Deinococcinin toprak bakterileri olduklarini gostermektedir. Zengin organik besinlerde,



toprakta, hayvan digkisinda, islenmis ette ve lagim sularinda izole edilen Deinococcal

organizmalarin varlig1 bu sonug¢la uyumludur [12].

Bu izolasyonlar Deinococcinin daha ¢ok uzun siireli stres kosullarinda
yasayabilen spor olusturan organizmalardaki gibi evrimlesmis olduklarim
disiindiirmektedir. D. radiodurans’in kurakliga karst direngli olmasi da dikkate
degerdir. Sistematik olmayan bir kayda gore bir desikator iginde 6 yil boyunca %10

canliligini siirdiirebilmektedir [12].
1.1.2. D. radioduras’in Hiicre Duvar Yapisi

D. radiodurans’m hiicre duvar1 yapis1 ve kompozisyonu ag¢isindan oldukga sira
disidir. D. radiodurans’in gram negatif bakterilerin hiicre duvarini andiran bir yapisi
olmasina ragmen genellikle gram pozitifler gibi boyanir. Bunun, kalin peptidoglikan
tabakasinin yetersizliginden kaynaklandig1 sanilmaktadir. Bu bakterinin hiicre duvar1 14
nm’den 20 nm’ye degisen kalinlikta bir peptidoglikan tabaka ve karakterize edilmemis
boliimlere ayrilan bir tabakayla ayrilmis plazma ve dis zarlardan meydana gelir. En az 6
tabaka elektron mikroskobuyla tanimlanmistir. En i¢ tabaka plazma membranidir. Diger
tabaka peptidoglikan igerikli bir hiicre duvaridir ve delikli bir yapisi vardir ancak
fizyolojik dnemi bilinmemektedir. Ugiincii tabaka ¢ok sayida bdliimlenmis tabakadan
olusan i¢ i¢ce girmis boliimlerden olusuyor goriiniimiindedir. Dordiincii tabaka dis zar ve
besinci tabaka farkli bir fibrilli tabakadan olugmaktadir. Altinci tabaka diger tipik
bakteriyel S-tabakalarda goriilen diizenli olarak paketlenmis hekzagonal protein alt
tinitelerinden olusur. Hekzogonal paketlenmis tabaka karotenoidler, lipidler, proteinler
ve polisakkaritleri igerir. Polisakkaritler galaktoz ve glukoz ile eser miktarda ramnoz ve
mannoz  icerirken  heptozlar1  igermez.  Yaygin  bakteriyel  fosfolipidler
fosfotidiletanolamin, fosfotidilserin, fosfotidilkolin ve fosfotidilinpsitolden olusur [17].
D. radiodurans’m birka¢ susu yogun bir karbonhidrat kilif da igermektedir. Sadece
sitoplazmik zar ve peptidoglikan tabaka hiicre bdliinmesi boyunca septum olusumuna

dahil olur. Diger tabakalar bir kilif olarak gorev yapmaktadirlar [18].

D. radiodurans plazma zar1 ve duvarinda diger bakterilerde bulunan
fosfolipidlerden yoksundur [17]. Plazma zar1 ve duvarinda bilinen lipopolisakkaritler
bulunmaz. D. radiodurans’in yag asit kompozisyonunda hidroksi yag asitleri, lipit A ve
heptozlar bulunmaz. D. radiodurans’m zar lipidinin % 43’ bir seri alkilaminler iceren

fosfoglikolipidden olugsmustur [19]. Bu lipidlerin bir onciilii olan fosfatidil gliserol alkil
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aminden kokenlendigi ve bu onciiliin galaktoz ve glukozaminle glikosillendigi zaman
olustugu aciga cikarilmistir. Glukozamin igerikli lipidlerin diger tiirlerde de
bulunmasina ragmen bu tip lipidlerin sadece D. radiodurans’da bulundugu

ongoriilmektedir [20].

D. radiodurans’n hiicre zarinda bulunan lipoproteinler baslica ¢ift zincirli, diiz
zincir, doymus yag asitleri icerir ancak ayrica bakterilerde bulunan yaygin bilesenlerden
olmayan tekli doymamis yag asitleri ve tek zincirli doymus yag asitleri icerir [21].
Doymamis yag asitleri hiicre zar akigkanliginda etkilidir ve bakterinin kuraklikta
hacminde meydana gelen degisikliklere uyum saglamasinda 6nemli rol oynar. Hiicre zar
yapisinda c¢oklu doymamis, siklopropil ve dallanmis zincirli yag asitleri

goriilmemektedir [17].
1.1.3. D. radiodurans’m Genetigi

D. radiodurans multigenomik bir bakteridir. Genomu % 66.6 GC igerigine
sahiptir ve 3.28 Mb biiyiikliglindedir. 295 bélgede genom igerisine yayilmis,
biiytikliikleri 60 bp’den 215 bp’ye kadar degisen 9 tip kisa niikleotid tekrarlar1 bulunur.
Genom boliimlenmistir ve sirast ile 2.64-Mb (kromozom I), 0.41 Mb (kromozom II),
biiytikliiklerinde iki kromozomdan ve 0.18 Mb biiyiikliigiinde bir megaplazmitten ve
0.045 Mb biiyiikliigiinde bir diger plazmitten olusur [22-23]. D. radiodurans bakteriyel
biiyiime fazlaria bagli olarak 4 ila 10 arasinda degisen genom kopya sayilarina sahiptir
[24]. Duragan fazdaki hiicrelerde siki halka seklinde diizenlenmis bir niikleoid
organizasyonu goriliir (Sekil 1.2) [25].

D. radiodurans genomu ayrica ¢esitli mobil genetik elementler icerir. Bu mobil
genetik elementler inteinler, insersiyon dizileri (IS), kiiclik kodlanmayan tekrarlar
(SNR) ve iki profajdan olusur [18]. D. radiodurans bakteriyel genomlar igerisinde en
genis sayida insersiyon dizilerine sahip bakteri genomlarindan birine sahiptir. 52 IS ve
247 SNR’ye sahiptir. IS’ler plazmidler {izerinde yaygindir. Ancak SNR’ler

kromozomlar tizerine bulunurlar [26].



Sekil 1.2. Duragan fazda tetrat seklinde Deinococcus radiodurans’m epifloresan goriintiisi. DNA’ s1 ile
mavi renkte goriilmekte; membrani ise FM4-64 boyasiyla kirmizi renkte goriilmektedir [25]

1.1.4. D. radiodurans’da iyonize Radyasyona Karsi Diren¢ Mekanizmasi

D. radiodurans’da bulunan mekanizmalarin hi¢ biri iyonize radyasyon veya
kuraklik sonras1 DNA’da hasar olusumunu engellemez. Benzer kosullar altinda iyonize
radyasyon uygulanan E. coli ve D. radiodurans hiicrelerinde yapilan ¢aligmalar her iki
bakteri DNA’sinda ayni oranda DNA hasar1 olustugunu gostermektedir. Ancak D.
radiodurans DNA hasarindan sonra DNA’nin yeniden hizli bir sekilde olusturulmasini

saglayan etkili mekanizmalara sahiptir [27].

D. radiodurans’da radyasyona diren¢ mekanizmasi iki baglikta incelenebilir.
Bunlardan biri rekombinasyonel DNA zincir kirik tamir mekanizmalar1 olarak digeri
radyasyon sonrast olusan oksidatif strese karsi enzimatik ve enzimatik olmayan
savunma mekanizmalaridir. Iyonize radyasyon sonucu olusan ¢ok sayida DNA
fragmentinden yeniden DNA’nin olusturulmasi i¢in D. radiodurans’da birkag farkli
rekombinasyonel mekanizmanin rol oynadigi diistiniilmektedir. Bu mekanizmalar
ozellikle homolog rekombinasyon (HR), tek zincir uzamasi (SSA) ve extended
synthesis-dependent  strand  anneiling  (ESDSA)  rekombinasyonel  tamir
mekanizmalaridir. Son yillarda yapilan ¢alismalar D. radiodurans’da 6zellikle ESDSA
ve homolog rekombinasyonun iyonize radyasyon sonrasi hizli ve etkili DNA tamirinde
daha fonksiyonel oldugunu gostermistir (Sekil 1.3). ESDSA’da siddetli DNA yikiminin
hemen sonrasinda fragmanlarina ayrilan DNA’da, tek zincir iizerindeki RecA- ve
RadA- aracili zincir ¢ikarma islemiyle 3" ucundaki ¢ikintilar ¢ikarilarak 5" - 3" yoniinde
girinti olusturulur. DNA sentezi Pol III ile baslatilir ve Pol I veya Pol III ile zincir
uzatilir. Yeni sentezlenen tek zincirler uzun ¢ift zincirli DNA fragmanlarii olusturan
tamamlayici tek zincir uzantilarina eklenir. Bu ¢ift zincir DNA fragmanlar1 RecA-aracili

homolog rekombinasyon ile dairesel kromozom igerisine yerlestirilir [28-29].



D. radiodurans’in transkriptom analizi kurakliga veya iyonize radyasyona cevap
olarak bu rekombinasyonel tamir mekanizmalarinda goérev alan diizenleyici role sahip
yaklasik 72 diizenleyici gene sahip oldugunu gostermistir. Bu genler icerisinde recA
(DR2340), uvrA (DR1771), uvrB (DR2275), gyrA (DR1913) ve gyrB (DR0906) iyi
tanimlanmis olan genlerdir. ddrA (DR0423), ddrB (DR0070), ddrC (DR0003), ddrD
(DR0326), ve pprA (DRAO0346) genleride iyonize radyasyonda yiiksek oranda

indiiklenmektedirler. Ancak bu 5 genin fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemektedir [30].

D. radiodurans, bu rekombinasyonel tamir mekanizmalarinin yaninda radyasyon
sonrast olusan oksidatif strese karsi etkili antioksidan savunma sistemlerine sahiptir.
Iyonize radyasyon sadece DNA’da hasara neden olmaz. Iyonize radyasyon sonrasi
olusan reaktif oksijen tiirleri basta proteinler olmak {iizere lipid ve diger hiicresel
bilesenlerde de hasara neden olarak hiicre Oliimiine neden olurlar. D. radioduirans’da
antioksidan savunma mekanizmasi enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerle
yuriitiiliir. En etkili enzimatik antioksidan savunma bilesenlerini katalaz ve siiperoksit
dismutaz olusturur. Enzimatik olmayan antioksidan savumada 0zellikle protein
oksidasyonuna kars1 D. radiodurans hiicrelerinde manganez etkili bir fonksiyona

sahiptir [31].
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Sekil 1.3 D. radiodurans’da DNA tamirinde fonksiyon gosteren rekombinasyonel DNA ¢ift zincir kirik
tamir yollart



1.1.4.1. Deinococcus radiodurans’da Katalaz ve Siiperoksit Dismutaz’in Radyasyon

Direncine Etkisi

D. radiodurans’da iyonize radyasyon sonrasi yiiksek aktivite gdsteren
enzimlerden baglica ikisi siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalazdir (CAT). Katalaz
H,0,’yi ortadan kaldirir, siiperoksit dismutaz ise hiicreden siiperoksit radikallerini
temizler [32-33]. D. radiodurans ¢ katalaz (katE katalazlar DR1998 ve DRA0259 ve
okaryotik tip DRA0146), dort siiperoksit dismutaz (Mn-baglhi DR1279 ve Cu/Zn-bagl
DR1546, DRA0202 ve DR06644), bir sitokrom c peroksidaz (DRA0301) ve bir demir
bagl peroksidaz (DRA0145) kodlayan genlere sahiptir [18].

Yapilan karsilagtirmali ¢alismalar D. radiodurans’m H;O,’ye E. coli’den daha
yiiksek direngli oldugunu gdstermektedir. Ilerleyen ve duragan faz boyunca katalaz
aktivitesi E. coli’den siras1 ile 127 ve 32 kat daha yiiksektir. Katalaz aktivitesi H,O,,
iyonize radyasyon, manganez ve gelisim faziyla etkilenmektedir. Oyleki duragan
fazdaki katalaz aktivitesi ilerleyen fazdaki aktivitesinden daha fazladir [34-36]. Katalaz
aktivitesi transkripsiyonel regiilator DrRRA tarafindan pozitif olarak, OxyR tarafindan
negatif olarak kontrol edilir. DR1998 iyonize radyasyona cevap olarak indiiklenir ve

H,0, varliginda daha stabil durumdadir [30, 37-38].

D. radiodurans’da siiperoksit dismutaz (SOD) proteinleri arasinda, DR1279 esas
olarak ifade edilen SOD proteinidir. DR1279 E. coli’deki Mn-SOD’lardan daha etkili
bir sekilde daha yiliksek konsantrasyonlardaki O, ‘yi elimine eder. D. radiodurans’in
katalaz (DR1998) ve siiperoksit dismutaz (DR1279) mutantlar1 H,O;’ye duyarhdir
ancak 16 kGy dozdan diisiik iyonize radyasyonlara direnglidirler [39-41].

1.1.4.2. Deinococcus radiodurans’da Mn/Fe oraninin Radyasyon Direncine Etkisi

Bakterilerde iyonize radyasyona direng ve hiicresel Manganez (Mn) / Demir (Fe)
orani arasinda yakin bir iliski vardir. Yaklasik ayni hiicresel Mn/Fe oranina sahip
hiicrelerde iyonize radyasyona maruz kaldiktan sonra asagi yukari ayni oranda DNA
yikimi goriiliir. Ancak hiicresel Mn/Fe orani yiiksek bakterilerde iyonize radyasyona
maruz kaldiklar1 slire boyunca oksidatif protein yikimi hiicresel Mn/Fe orani diisiik
bakterilere gore ¢cok azdir ve bu bakteriler diisiikk Mn/Fe oranina sahip hiicrelerden daha
¢ok radyasyona direnclidirler. Ozellikle yapilan calismalar hiicre ici Mn/Fe oran1 0.14

ile 0.4 arasinda olan bakterilerin radyasyona oldukca direngli olduklarin1 gostermistir.



Hiicresel Mn/Fe orami yiiksek bakterilerden biri D. radiodurans’dir. Yaklasik 0.24°lik
bir hiicre ici Mn/Fe oranina sahiptir [42].

Manganez ve hiicresel metabolitlerin olusturduklar1  kompleksler D.
radiodurans’in sitosoliinde oldukc¢a yiiksek konsantrasyonda bulunur ve iyonize
radyasyona maruz kaldiktan sonra hiicrede hizli ve dogrudan reaktif oksijen tiirlerini
(ROT) temizleme fonksiyonu gosterir. Mn** kompleksleri bu nedenle iyonize
radyasyondan sonra yikilan ve tekrar sentezlenmeleri gereken enzimatik ROT

temizleyici sistemlerden daha etkili ve yararlidir [31].

In vitro divalent manganez iyonlar1 (Mn®*) fosfat ile bir kompleks olusturarak
O," radikallerini, bikarbonat ve amino asit veya peptidlerle olusturduklari

komplekslerlede H,O,’yi temizleyebilmektedirler [43].

In vitro olarak O, siiperoksit radikalinin ortadan kaldirilmas1 Mn’nin bir esik
konsantrasyonuna baghdir. D. radiodurans istisnai olarak yiiksek hiicre i¢i manganez
igerigine (0.2-4 mM) ve 0.24’liikk yiiksek hiicre i¢i manganez-demir (Mn/Fe) oranina
sahiptir [42, 44]. Bununla birlikte ge¢ duragan fazdaki D. radiodurans hiicreleri ayni
Mn/Fe oranina sahip erken duragan fazdaki hiicrelerden daha ¢ok radyasyona
duyarlidir. Hem manganez azalmasi hemde manganezin asir1 birikimi oksidatif strese
sebep olabildigi icin biiylime ortaminda optimal bir manganez konsantrasyonu (6rnegin;
5M) manganez komplekslerinin antioksidan fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri i¢in
gereklidir [45-46]. Mn icermeyen zengin besi ortamlarinda yetisen D. radiodurans
hiicreleri 6 kat daha diisiik Mn/Fe oranina sahiptirler ve yiiksek seviyelerdeki oksidatif

protein yikimina neden olan iyonize radyasyona 6 kat daha duyarlidirlar [44].

Antioksidan ozelliklerinden baska UVDE endontikleaz, siiperoksit dismutaz,
DNA polimeraz X, NAD-bagimli DNA ligaz ve ¢ift fonksiyonlu esteraz/niikleaz
DRO0505 gibi enzimlerin aktivasyonu i¢inde manganeze ihtiyag duyulur [47-48].

1.2. Radyasyon ve Oksitatif Stres

D. radiodurans’m direng mekanizmalarindan biri bakterinin etkili bir
antioksidan sistemine sahip olmasidir [41]. Radyasyonun hiicrede meydana getirdigi
reaktif oksijen tiirleri sonucu olusan oksidatif stres bakteride ¢ok etkin bir sekilde
calisan bu antioksidan sistemlerle ortadan kaldirilmaktadir [49]. Bu antioksidan

sistemler enzimatik ve enzimatik olmayan sistemler olarak ikiye ayrilir. Katalaz ve
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SOD gibi enzimler aerobik hiicrelerde siliperoksit radikallerine ve hidrojen peroksite
kars1 savunmadan sorumlu enzimatik antioksidanlarin basinda gelirler. Katalaz,
hiicreleri radikallere karsi korumada SOD enzimi ile birlikte ¢ok 6nemli bir gorev
yuklenmistir. D. radiodurans genomu farkli tipde CAT ve SOD kodlayan genlere
sahiptir (CAT X, CAT E, SOD A, SOD C). Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda
ise karotenoidler, vitaminler ve glutatyon etkili reaktif oksijen tiirlerini temizleme

kapasitesine sahiptirler [50].
1.2.1. Radyasyon

Iyonize radyasyon molekiilleri iyonize etmek igin gereken enerjiye sahip
radyasyondur. Iki tip iyonize radyasyon vardir. Her iki tip radyasyonda radyoaktif
elementlerin ciirlimesi sonucu olusur. Bu radyasyon tiplerinden biri elektromagnetik
(radyo dalgalar1 ve goriilebilir 15181 igeren elektromagnetik spektrum kismini olusturan
X- ve y-radyasyon) ve digeri partikiillerdir (o ve B partikiiller). Iyonize radyasyonun
farkli tipleri nesneye farkli oranlarda enerji verirler. a- ve - partikiiller nesneye
girisinden hemen sonra kisa bir aralik igerisinde c¢arpigsmalar yoluyla iyonizasyon
uretirler. y- 1smlar birkag farkli tipteki enerji absorbsiyonu yoluyla (en yaygini
cisimdeki elektronlarla ¢arpistigi zaman elektromagnetik radyasyonun dalga boyunda
bir artig olusturan Compton etkisiyle olusan enerji absorbsiyonu tipi) iyonlar iiretirler ve
derin bir sekilde bir hiicre veya doku igerisine niifuz edebilirler. Iyon iiretimi enerjetik
elektronlarin serbest birakilmasiyla birlikte olusur. Sekil 1.4°de ii¢ farkli tip iyonize
radyasyonun izledigi yol gosterilmektedir. Kii¢lik noktalar enerjinin verildigi olaylari
gostermektedir. Sekil 1.4°de bir y- 151n fotonun carpigsma vasitasi ile olusan bir iyon
tiretmek i¢in bir atomdan bir elektronun firlatilmasin1 géstermektedir. y- 1511 bir sagak
elektronuna onun enerjisinin bir kismini transfer eder ve bunun sonucunda ¢ekirdekten
firlatilan bir iyon olusturulur. Sagilmis y- 1sm1 cisim igerisinde baska Compton
etkilerine maruz kalabilir. Iyonlar nanosaniye zaman skalasi igerisinde diger
molekiillerle reaksiyona girerek serbest radikalleri {iiretirler. Su igerisinde {iriinler
olduke¢a yiiksek reaktif hidroksil radikalleri igerirler. Tipik olarak her bir enerji veren
olay birka¢ nanometre yarigap igerisinde 2-5 radikal ¢ifti olusturabilir. Enerji yliklemesi
(hiicreler, dokular veya diger cisimler tarafindan absorbe edilen doz) rad veya Gray (SI
Olciimiine gore; 100 rad=1 Gray) olarak Olgiimlendirilir. Mikroorganizmalarin
radyasyona direngleri Ds3; (hiicrelerin %37’sinin canli kaldigi doz) doz Odlgiisiiyle

kiyaslanir. Cisim boyunca gecis yapan radyasyon olarak lretilen iyonlar ve serbest
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radikaller hizli bir sekilde molekiillerle reaksiyona girerler ve bu molekiilleri modifiye
ederler. Hiicrede en cok etkilenen molekiiller DNA, proteinler ve lipidlerdir. Biitiin bu
hiicresel kompanentlerin i¢ginde genom hasart muhtemelen hiicre canlilig1 {izerindeki en
biiyiik etkiye sahiptir. Oyle ki herhangi bir kisminin kayb1 tek hiicreli organizmalar i¢in
katastrofiktir [51].

Yiiksek Lineer Enerji Transferi
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Sekil 1.4. Ug farkli tip iyonize radyasyonun izledigi yol

1.2.2. Oksidatif Stres

Serbest radikaller ve oksidanlar fazladan firetildikleri zaman oksidatif stresi
olustururlar. Bu olay hiicre zarlar1 ve diger protein, lipid ve DNA gibi yapilar1 ciddi bir
sekilde degistiren zararl bir siiregtir [52]. Hiicreler asir1 serbest radikal yapilari ortadan
kaldiramadig1 zaman oksidatif stres artar. Yani oksidatif stres reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) olusumu ve nétralizasyonu arasindaki bir dengesizlikten dolay1 olusur. Ornegin
asir1 hidroksil radikalleri ve peroksinitrit lipid peroksidasyonu olarak isimlendirilen bir
stirecle hiicre zarlarini ve lipoproteinleri yikabilir. Bu reaksiyon malondialdehit (MDA)
ve sitotoksik ve mutagenik bir bilesik olan eslenmis dien bilesiklerinin olusumuna sebep
olur. Lipid peroksidasyonu bir radikal zincir reaksiyonuyla meydana gelir. Bir kez
basladimi hizli bir sekilde yayilir ve bliyiik oranda lipid molekiillerini etkiler. ROT
serbest radikalleri proteinlerde de ayrica yapisal degisiklik ve enzim aktivitesi kaybina
sebep olan yikimlara sebep olurlar. DNA’da farkli oksidatif DNA lezyonlarinin
olusumuna sebep olan oksidatif yikim mutasyonlara sebep olabilir. Viicut DNA tamir
enzimlerini ve antioksidanlar1 kullanarak bu yikici etkileri 6nlemek i¢in birkag

mekanizmaya sahiptir. Eger hizli bir sekilde diizenlenmezse, oksidatif stres hiicre
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Oliimii, yaglanma siireci ve bazi akut hastaliklar (travma ve felg gibi) gibi ¢esitli kronik

ve dejeneratif hastaliklar1 indiikleyebilir [53].

1.2.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Aerobik yasam i¢in oksijen zorunlu bir elementtir. Hiicreler enerji iiretmek i¢in
oksijeni kullandiklar1 zaman ya oksijenin kullanildig1 reaksiyonlarin dogal sonucu
olarak ya da ekzojen kaynaklarin dogrudan ya da dolayli etkisi sonucu yan firiinler
olarak serbest radikaller iiretilir. Bu yan friinler genellikle reaktif oksijen tiirleridir
(ROT). Diger bir deyisle, reaktif oksijen tiirleri molekiiler oksijenden kokenlenen
molekiillerin ve serbest radikallerin (eslenmemis bir elektrona sahip kimyasal tiirler) bir
tiiriinii tanimlamak i¢in kullanilan bir ibaredir. Temel durumda molekiiler oksijen dig
yoriingede eslenmemis iki elektron (triplet durum olarak da bilinir) igeren bir bi-
radikaldir. Iki tek elektron aym yoriingede oldugu igin oksijen bir seferde sadece bir
elektronla reaksiyona girer ve bu yiizden bir kimyasal bagda ¢ok reaktif degildir. Diger
taraftan eger iki eslenmemis elektrondan biri uyarilir veya yoriingesini degistirirse
olusan tiirler (tekil oksijen olarak bilinirler) giiclii birer oksidan olurlar. Ciinkii kars1
yoriingelerdeki iki elektron hizli bir sekilde oOzellikle ¢ift baglarda diger eslenmis
elektronlarla reaksiyona girebilir. Bu reaktif oksijen tiirleri hem toksik hem de yararh
bilesikler olarak cift rol oynarlar. Diisiik seviyelerde reaktif oksijen tiirleri hiicresel
cevaplarda ve immiin fonksiyonlarda yararli etkide bulunurlar. Yiiksek
konsantrasyonlarda biitlin hiicresel yapilar1 yikabilecek zararli bir siire¢ olan oksidatif

stresi olustururlar [54-55].

Biyosferdeki en onemli elektron alicis1 oksijendir. Atmosferde O,’nin olusumu
diinyadaki ilk biiyiik kirlilik olaylar1 arasinda yer alir. Indirgeyici ilk atmosferdeki ¢ok
yogun bulunan ferrus demiri ve oksijen arasindaki reaksiyon biitiin makromolekiilleri
(DNA, lipid ve proteinler) etkileyen zararli siiperoksit ve hidroksil radikallerinin
olusumuyla sonuglanir. Yasayan organizmalar oksidatif strese karsi kendilerini korumak
icin katalaz, siiperoksit dismutaz gibi enzimlerin, thioredoksin ve glutaredoksin gibi
kiigiikk proteinlerin ve glutatyon gibi molekiillerin olusturdugu mekanizmalar
gelistirmek zorundadirlar. Oksidatif stresten sorumlu bakteriyel genetik baglica iki
bliyiik transkripsiyonel diizenleyici (OxyR ve SoxRS) tarafindan kontrol edilmektedir
[56-57].
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1.2.2.2. Serbest radikal tipleri

Reaktif oksijen tiirleri siiperoksit (O,7), hidroksil (HO"), hidrojen peroksit
(H,0,), hidroklorus asit (HOCI), peroksil (ROO’) ve alkoksil (RO") gibi serbest
radikallerin olusumuna aracilik ederler. Bu reaktif molekiiller icerisinde siiperoksit,
nitrik oksit ve nitrojen dioksit en genis ¢alisilmis tiirlerdir [53]. Hidroksil radikalleri
(HO'), siiperoksit anyonu (O,"), hidrojen peroksit (H,O,) ve nitrik oksit (NO)
radikalleri DNA zincir kiriklarina, lipid peroksidasyona, bazi enzim oksidasyonlarina ve
biiyiik bir protein oksidasyonuna ve ayrigmasina sebep olan yiiksek kimyasal

reaktivitelerinden dolay1 ¢cok gegici tiirlerdir [58-59].
1.2.2.2.1. Siiperoksit (0,™) radikali

Stiperoksit anyon radikali (O,”) NADPH oksidaz, ksantin oksidaz ve
peroksidaz gibi birkag hiicresel oksidasyon sistemi iizerinden iiretilir. Birkez olustuktan
sonra hidrojen peroksit, hidroksil radikali (HO"), peroksinitrit (ONOO~), hidroklorus
asit (HOCI) gibi ¢esitli ROT ve RNT’leri olusturan birka¢ reaksiyona dahil olur.
Siiperoksit radikali secici reaktiflige sahip oksijen merkezli bir radikaldir. Siiperoksit
ayrica sitokrom c gibi belli demir kompleksleri indirger. Siiperoksit anyonlar1 doku
yikimini indiikleyen biyolojik makromolekiillerle reaksiyona girme potansiyeline sahip

aktif serbest radikallerin onciilleridir [60].

Bir seferde oksijenden bir elektronun indirgenmesi nispeten kararli ara iirlinler
olusturur. Oksijenin bir elektronunun indirgenmesiyle olugan siiperoksit anyonu (O,")
cogu reaktif oksijen tiirlerinin Onciisiidiir ve oksidatif zincir reaksiyonlarinda bir
aracidir. O, ’nin dismutasyonu (ya kendiliginden ya da siiperoksit dismutaz tarafindan
kataliz edilen bir reaksiyon boyunca) hidrojen peroksiti (H,O,) iiretir. Hidrojen peroksit
sirastyla tamamen suya indirgenebilir veya kismen dogadaki en giiclii oksidanlardan biri
olan hidroksil radikaline (HO") indirgenebilir. HO" formasyonu déniisiimlii metallerin

indirgenmesiyle kataliz edilir [61].

Ustelik O," ~ her iki radikalin difiizyon oraniyla kontrol edilen bir reaksiyonda
nitrik oksit (NO") iceren diger radikallerle reaksiyona girebilir. Bu reaksiyonlardan
olusan iiriin olan peroksinitrit ayrica ¢ok gii¢lii bir oksidandir. NO”den kokenlenen

oksidantlar reaktif nitrojen tiirleri (RNT) olarak isimlendirilirler [62].
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1.2.2.2.2. Hidrojen peroksit (H,O,)

H,0, molekiiler oksijenin iki elektron indirgenmis durumudur ve baslica
stiperoksit dismutaz izoformlar1 tarafindan kataliz edilen enzimatik dismutasyonlardan

olusur.
202._+ 2H — H202 + 02

H,0, siiperoksit radikalinin (O,*") enzimatik olmayan dismutasyonundan da
olusabilir. H,O,’nin baglica o6zellikleri; kolayca biyolojik membranlardan diffiize
olabilmesi; radikal olmayan etkili bir okside edici ajan olmasi; sulu ¢ozeltilerde birkag
inorganik iyonu okside edebilmesi ve indirgeyebilmesi; O, ile reaksiyona girdiginde

cok yikici ve reaktif bir tiir olan HO' radikalini olusturabilmesidir [63].
1.2.2.2.3. Hidroksil radikali (HO")

In vivo ortamlardaki en reaktif serbest radikal olan hidroksil radikali (HO") Fe?
ve Cu’ i varliginda H,O, ile O, ’nin reaksiyonu sonucu (I) veya suyun yiiksek enerjili

iyonize radyasyona maruz kalmasi sonucu (I) olusur;

L. 0,"+ H,0, - 0, + OH + 'OH
hv
IL H,O — H,0" + ¢
H,O" + H,0 — HO™ + H;0"

Hidroksil radikali oldukca reaktif bir oksidan radikaldir ve yarilanma 6mrii ¢ok
kisadir. DNA ile tepkimesi sonucu baz modifikasyonlarina ve zincir kiriklarina neden
olabilir. Proteinlerde proteolitik yikima neden olabildigi gibi lipid peroksidasyonuna

sebep olarak membran yapisini bozar.

1.2.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynagi

ROT’leri ya endojen ya da ekzojen kaynaklardan olusur. Endojen serbest
radikaller hiicre aktivasyonlarindan, metal stresinden, asir1 egzersizden, bolgesel
kansizliktan, enfeksiyondan, kanserden ve yaglhliktan olusur. Ekzojen ROT’ler hava ve
su kirliliginden, sigaradan, alkolden, agir ve gecis metallerden (Cd, Hg, Pb, Fe, As),

bazi ilaglardan (siklosporin, takrolimus, gentamisin, bleomisin), endiistriyel
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¢oziiciilerden ve radyasyondan dolay1 olusur (Sekil 1.5). Farkli yollardan hiicreye niifuz
etmelerinden sonra bu ekzojen bilesikler serbest radikallere doniistiiriilir [64]. Bu
ekzojen bilesiklerin fiziksel veya kimyasal etkilerin i¢inde en dnemlisi radyasyondur.
Radyasyonla indiiklenen Onemli serbest radikallerden biri hidroksil radikalidir.
Hidroksil radikali ayrim gostermeksizin komsu molekiillere saldirir. Hidroksil
radikalleri iyonize radyasyon tarafindan ya direk olarak suyun oksidasyonu ile ya da
dolayli olarak ikincil reaktif oksijen tiirlerinin olusumu vasitasiyla iiretilirler. Bu ikincil
reaktif oksijen tiirleri hiicrede metobolik siirecler araciligi ile daha ileriki rediiksiyonlar
ile (aktivasyon) hemen hidroksil radikaline déniistiiriiliir. ikincil radyasyon zarar1 bu
ylizden hiicresel antioksidanlarin durumundan ve aktif haldeki mekanizmalarin miktari

ve gecerliliginden etkilenmektedir [56].

Endojen kaynaklar
y-radyasyon Hiicreler (6mek:- natrofil)
TV o eerm R.OS direten enzimeler { NO
UV radyasyvon
‘ﬁyecel;ler_ sentaz gibi)
RS MMetabolizma
Firlilik
1 Hastaliklar
aglar

Esenobivotikler
Toksinler

\_——’
. 2

REAKTIF OKSIJEN
TURLERI (ROS)

Ekzojen kaynaklar

Sekil 1.5 Reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklar:

1.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

1.3.1. Oksidatif DNA Yikimi

Iyonize radyasyon sonucu olusan oksidatif stresin en ¢ok etkiledigi hiicresel
bilesen DNA’dir. Bunun sebeplerinden biri genomik DNA hiicrenin sahip oldugu
hacmin en biiyiik kismin1 kaplamaktadir ve bu yiizden iyonize radyasyon sonucu en sik
yikima maruz kalacak kisimdir. kincisi genom diger molekiillerden daha az kopya
sayisina sahiptir. Uciinciisii ve en onemlisi genom biitiin hiicresel faaliyetleri

diizenleyen kisimdir [51].
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Reaktif oksijen tiirleri tarafindan DNA’da tek veya ¢ift zincir DNA kiriklari,
plirin, primidin veya deoksiriboz modifikasyonlar1 ve DNA ¢apraz baglantilarin yikimi
indliklenmektedir. Reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusan DNA  yikimi
transkripsiyonun durmasi veya baslamasi, sinyal transdiiksiiyon yollarinin baslatilmasi,
replikasyon hatalar1 ve genomik yapisal bozukluklar1 kapsamaktadir [65-66]. Biitlin
reaktif tiirleri icerisinde 6zellikle hidroksil radikali DNA’da daha ¢ok etkili yikimlara
neden olmaktadir. Hidroksil radikalleri DNA bazlarinin ¢ift baglarina eklenebilmekte ve
timin bazinin metil grubundan ve 2" - deoksiribozun bes karbon atomunun her birinden
bir H atomunu ayirmaktadir. DNA bazlarmim HO' radikalleri ek bir reaksiyon {izerinden
tiretildikleri i¢in timinden kokenlenen alil radikali ve karbon merkezli seker radikalleri
cikarilma reaksiyonlar1 vasitasiyla artar. Baz ve seker radikallerinin daha sonraki
reaksiyonlart ¢esitli modifiye olmus baz ve sekerlerin, bazlardan yoksun bdlgelerin,

zincir kiriklarinin ve DNA-protein ¢apraz baglarinin olusumuna sebep olur [67].
1.3.2. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu lipidlerin oksidatif bozulmasini tanimlamak i¢in kullanilan
bir terimdir. Serbest radikaller hiicre zarlarindaki lipidlerden bir elektronu koparirlar ve
sonunda hiicrede bir yikima sebep olurlar. Bu siire¢ arka arkaya meydana gelen serbest
radikallerin zincir reaksiyonlar1 sonucu meydana gelir. Reaktif oksijen tiirleri
fosfolipidlerin genellikle ¢ok sayida cift bag iceren ve oksidasyona ¢ok daha duyarh
olan ¢oklu doymamis yag asit uzantilarmi etkiler [68]. Lipid peroksidasyonu ii¢
asamada ilerler. Baslama asamasinda peroksil radikalleri olusur (ROO"). Ilerleme
asamasinda Peroksil radikalleri bir dongiisel zincir reaksiyonuyla endoperoksitlere
(malondialdehitlerin Onciilii) doniistiiriiliir. Son {irlin olarak malondialdehitler (MDA)
olusur. MDA hem memeli hemde bakteri hiicreleri i¢in olduk¢a mutageniktir. MDA
adenin, guanin ve sitozin bazlarina eklenerek DNA ile reaksiyona girebilmektedir. Lipid
peroksidasyonu otokatalitik bir siiregtir ve sonlanmasi iki radikalin reaksiyona girerek
radikal olmayan bir iiriin olusturmasiyla ya da substratin azalmasiyla gergeklesir [69-

70].
1.3.3. Protein Oksidasyonu

Hiicre zarlariminda baslica bilesenlerinden biri olan proteinler reaktif oksijen
tirlerinin hedefleri arasinda yer alir. Cesitli ROT’lar arasinda HO’, RO’ ve nitrojen

reaktif radikalleri en ¢ok protein yikimina sebep olan tiirlerdir. Hidrojen peroksitin
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kendisi ve siiperoksit radikalleri fizyolojik konsantrasyonlarda proteinler iizerinde zayif
etkilere sahiptirler. Bununla birlikte bu tiirlerin H,O, ile etkilesimleri etkili oksidasyona
neden olabilir. Proteinlerin ROT’lar ile etkilesimini takiben direk ve indirek yikima
ugrarlar. Spesifik amino asit uzantilarinda yikima neden olarak proteinlerin iigiinciil
yapilarinda degisikliklere neden olurlar. Enzimatik aktivite kaybi, enerji liretimi gibi
hiicresel faliyetlerin degismesi, membran potansiyelinin olusumunun engellenmesi ve
hiicresel proteinlerin tip ve seviyelerindeki degisiklikler oksidatif stres sonrasi protein
yikimimin hiicresel sonuglaridir. Protein oksidasyonu sonucu olusan tirlinler genellikle
aldehidler, keto bilesikler ve karbonillerdir. Baglica oksidasyon sonrasi olusan iiriin
kolayca belirlenebilen ve bu yiizden protein oksidatif yikimi i¢in bir belirleyici olarak
islev goren 3-nitrotirozindir. Bu iiriin ONOO ve diger nitrojen reaktif tiirleri ile tirozin
amino asidi arasindaki etkilesim sonucu olusur. HO® radikalinin atagini takiben
hidroksiprolin, glutamil semialdehit gibi bir seri bilesik olusur. Protein
oksidasyonundan sonra modifiye olmus proteinler fonksiyonlarindaki degisikliklerden
cabuk etkilenir hale gelirler. Kimyasal fragmentasyon, inaktivasyon ve proteolitik

bozulma artis1 bu degisimlerden bazilaridir [71-72].
1.4. Antioksidanlar

Biitiin biyolojik sistemlerde ROT’ lerinin yikimina karst koruma sistemleri
kompleks antioksidan mekanizmalardan evrimlesmistir [73]. Antioksidanlar biyolojik
sistemlerde radikal yikimlar1 baskilamak i¢in serbest radikal temizleyicileri, indirgeyici
ajanlar, gecis elementleri i¢in baglayict ajanlart tekil oksijen sondiiriiciileri ve/veya

antioksidan enzim sistemlerinin aktivatorleri olarak gorev yapabilmektedirler [74-75].

Hiicrelerdeki antioksidan mekanizmayr olusturan bilesikler enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar olarak siniflandirilabilir. Baglica antioksidan enzimler
dogrudan ROT ve RNT’leri notralize etmekte rol oynarlar. Bu enzimler siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktazdir
(GR). Enzimatik olmayan antioksidanlar metabolik antioksidanlar ve besinsel
antioksidanlar olmak iizere ikiye ayrilir. Metabolik antioksidanlar endojen
antioksidanlardir ve hiicrede glutatyon, lipoid asit, L-arjinin, koenzim Q10, melatonin,
irik asit, biliriibin, metal baglayict proteinler ve transferin gibi metabolizmalardan
tiretilir. Besinsel antioksidanlar ekzojen antioksidanlardir. Besinsel antioksidanlar

viicutta iretilemeyen ve yiyeceklerden veya vitamin E, vitamin C, karotenoidler,
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flavonoidler, iz elementler (selenyum, manganez gibi), omega-3 ve omega-6 yag asitleri

gibi ek besinlerden saglanmak zorunda olunan antioksidanlardir [76].

1.4.1. Enzimatik Antioksidanlar
1.4.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz, siiperoksit anyonunun (O,"), hidrojen perokside (H,O,) ve
oksijene doniisiimiinii katalize ederek bu radikallerin etkisini azaltmaktadir.
2H"
02._ + 02._ - H;0,+0,

SOD
Bu reaksiyon, siiperoksit anyonunun pH 11 ve altinda oldukga stabil olmasina
ragmen, enzim katalizi olmasa bile normal fizyolojik pH degerlerinde olduk¢a hizli
gerceklesmektedir. Bununla birlikte, gercekte tiim aerobik organizmalarin SOD igerdigi
belirlenmistir. SOD enzimi reaksiyon hizini artirmak i¢in yeterince giiclii bir katalisttir

[77].
1.4.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz dort polipeptid zincirinden olusmus bir tetramerdir. Polipeptid
zincirlerden her biri 500 amino asitden fazladir. D6rt hem (demir) grubu igerir. Bu
demir gruplar1 enzimin hidrojen peroksitle reaksiyona girmesine izin verir. Bir
metalloenzim olarak bilinen katalaz enzimi redoks reaksiyonunu tesvik eden en etkili
protein katalistlerinden birisidir [77]. SOD enzimi faaliyeti sonucunda meydana gelen
toksik hidrojen peroksit (H,0O,), “katalaz” enzimi etkisiyle su ve oksijene

doniistiiriilmektedir [78].

Katalaz
2H,0, — 2 H,O + O,
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1.4.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar
1.4.2.1. Glutatyon

Glutatyon reaktif oksijen tiirleri tarafindan yikima karsi hiicre i¢i savunma
mekanizmalarindan en 6nemlilerinden biridir. Bir tripeptiddir (glutamil-sisteinil-glisin)
ve sistein kismi reaktif oksijen tiirlerinin ataklar1 i¢in yogun bir hedef saglayan oldukca
reaktif korunmasiz bir serbest siilfidril grubu igerir. Radikallerle reaksiyonu glutatyonu
oksitler fakat indirgenmis formu glutatyon rediiktazin ve elektron alicist NADPH’ nin

isin i¢ine girdigi bir redoks dongiisiinde yeniden olusturulur [79].

Tiyol gruplari, enzimatik reaksiyonlar araciligiyla ve serbest radikalleri
yakalamak suretiyle gérev yapan hiicresel antioksidanlardir. Tiyol grubu tasiyan bir
tripeptid olan glutatyon, serbest radikallerin yikici etkilerini Onleyen veya azaltan
transferazlar, peroksidazlar gibi bircok enzimin substrati olarak gorev yapmaktadir.
Suda ¢oziinebilen bir tiyol olan ve bircok hiicrede ¢ok yiliksek konsantrasyonlarda
bulunan glutatyon, biyolojik membranlar1 lipid peroksidasyonuna kars1 korumaktadir.
Bu koruma, enzimatik olarak gerceklesmektedir [80]. Aktivitesi i¢in Se mineraline
ihtiya¢c duyan GSHPx enzimi, glutatyon’un indirgenmis formunu (GSH), oksitlenmis
hale (GSSG) doniistiirmektedir.

GSHPx
2GSH+H,0, — GSSG +2 H,O
Glutatyon aym1 zamanda hiicre icinde tekil oksijen ('O»), siiperoksit anyonu
(0,7), hidroksil (HO") radikalleri gibi bir¢ok zararli oksidanla enzim katalizi olmaksizin

da reaksiyona girmektedir [77].
1.5. Vitreoscilla hemoglobin

1986 yilina kadar hemoglobinin sadece Okaryotik canlilarda bulundugu
biliniyordu. Daha sonra Beggiatoa familyasina ait kemoorganotrof, gram negatif ipliksi
bir bakteri olan Vitreoscilla stercoraria’da bulunan hemoglobinle bakteriyel
hemoglobinin de oldugu saptanmistir. Bu bakteri tath su sedimentleri ve inek pislikleri
gibi oksijenin sinirli oldugu yerlerde bulunur. Bu sekilde, hipoksik kosullar altinda
bakteriler bir ¢esit hemoglobin ifade ederek yasamlarimi devam ettirirler. Bu
hemoglobin solunum ve oksijen alimimi yiikseltmekte ve enerji metabolizmasini

arttirmaktadir. V. stercoraria  (Vitreoscilla  hemoglobin)’dan  alinan  bakteri
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hemoglobininin oksijenin kisitlanmis oldugu kosullarda yasayan cesitli bakterilere
aktarilarak ifade edildigi zaman bu bakterilerin gelisimini, protein sentezlenmesinde,
metabolit liretimini ve strese direnci gelistirmektedir [81-82]. Ayrica bu genin (vgb)
heterolog ifadesi gergeklestirilen konaklarda farkli yararli iirlinlerin bu konaklarda
iretimini arttirmaktadir. Ayrica zararli bilesiklerin etkisinin azaltilmasinda da 6nemli
etkisi vardir. Bu nedenle VHb’nin 6zellikle biyoteknolojik uygulamalarda yararli bir

etkisinin olabilecegini gostermektedir [83].

VHb’nin yapist klasik globin katlanmasi1 gostermektedir ve Okaryotik
hemoglobinleri ile yiliksek bir homolojisine sahip olup klasik 8-helikse (A-H) sahiptir ve
globin katlanmas1 gostermektedir (Sekil 1.6). Vitreoscilla hemoglobin ortalama
molekiiler agirhigi 15,775 Da olan iki benzer alt {initeye sahiptir ve her molekiil iki b-
hem tasir. Hemoglobin sentezi organizma hipoksik kosullar altinda bulundugu zaman
artar. Bu proteinin amino asit dizisi okaryotik hemoglobinlerle yapisal bir homoloji
gostermektedir fakat bu hemoglobin N-terminal bolgede digerlerinden ayrilir ve bir A-

heliks bulunmaz [84].

Sekil 1.6. VHb’nin 3-boyutlu yapisi. Homodimerik yapida “hem” grubunun lokalize oldugu yer sar1 renk
ile gosterilmistir

Diger hemoglobinlerle karsilastirildiginda VHb’nin oksijen ayrigsma oran sabiti
(kotr 5000/s) diger globinlerden yiizlerce kez daha genis oldugu halde VHb ortalama bir
oksijen baglama orani sabiti’ne (ko, 78/uM s) sahiptir. Ortalama k,, oksijen i¢in orta
derecede bir ilgiyi gosterir fakat cok daha biiylik ko degeri bu hemoglobinin baglanmis
oksijeni diger biitiin hemoglobinlerden ¢ok daha kolay bir sekilde serbest birakmasini
miimkiin kilar (Cizelge 1.1) [85-86].
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Cizelge 1.1. Cesitli hemoglobinlerin kinetik sabitleri

Vitreoscilla hemoglobin (VHb) 78 5000 [

Lupin leghaemoglobin (Lba) 120 5.6 [88]
Oryza xativa hemoglobin 1 68 0.038 [89]
Arabidopsis hemoglobin 1 (AHB1) 75 0.12 [90]
Arabidopsis hemoglobin 2 (AHB2) 1.07 0.14 [90]
Escherichia coli flavohemoglobins (HMP) 38 0.44 [91]

VHb’nin oksijen baglamasinda ortalama bir ilgi sabitine sahip olmasi1 VHb nin
oksijen taginim ve depolanmasinda 6nemli bir rol oynamadigini gosterir. Gergekte bu
fonksiyonlar diisiik oksijenin kismi basinci altinda metabolik ihtiyaglar tarafindan
uyarilmis hizli bir oksijen salinimini gerektirir ve bu yiizden organizmalarin oksijenin
sinirlt  oldugu kosullarda kolaylastirilmis oksijen difiizyonu ile yasamlarim
siirdiirmelerini miimkiin kilar. Vitreoscilla hemoglobinin fonksiyonel incelenmesi
gosteriyor ki su an bilinen globinler iginde VHb hemoglobini mikroorganizma, bitki ve
hayvan hiicrelerini igeren cesitli organizmalarin enerji metabolizmas1 miihendisligi i¢in
ozellikle uygundur. VHb nin diger bir 6nemli rolii genetik miihendislikle olusturulmus
VHb geni tasiyan konaklarda VHb’nin heterolog ifadesi siklikla cesitli konaklarda
protein ve metabolit sentezinde oldugu kadar iyi bir sekilde biiyiimeyi gelistirir. Bu
ylizden heterojen proteinlerin veya degerli metabolitlerin iiretimi i¢gin VHb geninin

uygulanmasi ile en uygun sonug ve verimi almak daima tercih edilir [81].
1.5.1. VHbD fonksiyonunun Mekanizmalari

Oksijenin sinirlhi oldugu kosullarda VHb’nin heterolog ifadesi sonucu hiicre
biiylimesinde ve konaklarin protein sentezinde daha iyi bir gelisim goriilmektedir.
Ayrica VHD ifadesinin oksijen diflizyonunu kolaylastirabildigi ve konaklarda aerobik

metabolizmay1 gelistirdigi de one siiriilmektedir. [82].

VHb ifade edilen hiicrelerin hiicresel enerji parametreleri {izerindeki
aragtirmalar VHb mekanizmasi i¢in bir hipotez olusturmustur: ek bir oksijen kaynagi
olarak hareket eden Vitreoscilla hemoglobini mikroaerobik kosullar altinda hiicreler
arast etkili ¢oziinmemis oksijen konsantrasyonunu arttirir ve ¢Oziinmemis oksijen
gerilimindeki artis hem sitokrom o hem de sitokrom d’nin aktivitelerini arttirir. Fakat
farkli derecelere kadar sitokrom o’nun spesifik aktivitesi sitokrom d’nin aktivitesinden

daha hizli bir sekilde artacaktir. Sonug olarak terminal oksidazlarin aktiviteleri proton
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pompalama etkinliginde artisa sebep olacak bir etkiyle degistirilir. ATP olusturmak i¢in
baslica proton c¢ikarma fonksiyonunda oldugu gibi protonlar ATPaz {izerinden
sitoplazmaya tekrar giris yaptiklar1 zaman proton pompalama etkinligindeki artis hemen
ardindan ATP {retimi etkinliginde bir artisa sebep olur (Sekil 1.7). Bu model
Escherichia coli ve Saccharomyces cerevisiae’de enerji metabolizmasi lizerinde yapilan

calismalarla desteklemistir [92-93].

Sitokrom kompleksi

Periplazmik bilge Yiiksek [HY] ATPazKompleksi
+++++ At + 4+ + ++ + ISRl
¥ s I v
e ’—4—}
0000000000008 00 COO000OO0 20000c000
14

1
30, H,0

Dugtik [HY]

VHb
O,+ VHb ="

Sekil 1.7. Enerji metabolizmasini arttirmak icin sitokrom kompleksi ve VHb etkilesiminin 6ngoriilen
mekanizmasi

Ayrica ribozom ve tRNA igeriginin arastirilmasi ¢ift VHb ifade eden hiicrelerin
kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda 6nemli oranda daha yiiksek ribozom ve tRNA
seviyelerine ulagtigini ortaya ¢ikardi. Bu sonug kiiltiivasyonun sonunda VHB ifade eden
hiicrelerin VHb-negatif kontrole gore iki kat daha fazla 70S ribozom ve tRNA’lar
icerdigini gosteren Onceki calismayla uyum gostermektedir. Bu etki VHb vasitasiyla

translasyonel kompanentlerin artmasindan kaynaklaniyor olabilir [94-95].
1.5.2. VHD ve Oksitatif Stres

VHb’nin hiicreleri nitrosatif ve oksidatif stresden korudugu one siiriilmektedir.
Nitrik oksit (NO) potansiyel olarak sitokromlara baglanarak hiicresel solunumu baskilar
ve bu baskilama bariz diisiik oksijen gerilimi altinda bile meydana gelir [96]. VHb’nin
ifadesi oksijen yoklugu veya oksidatif ve nitrosatif stres gibi birkag¢ uyarici vasitasiyla
tesvik edilir Hiicresel rediiktaz ile baglantili VHb nin ifadesi hiicresel rediiktazin NO
tilketim kapasitesini gelistirmekte ve bu yiizden NO tarafindan solunum aktivitesinin
baskilanmasi azalmaktadir Buna kars1t VHb ifadesinin oksidatif strese karsi koruyucu

bir etkisinin olup olmadig1 belirlenememistir [96-97].
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1.5.3. Metabolik Miihendislikte VHb’nin Kullanimi

Vitreoscilla bakterisinde bulunan hemoglobin (VHb) belirlenen ilk mikrobiyal
hemoglobindir. Bir ¢ok istenen metabolitlerin endiistriyel iiretimi bu metabolitlerin son
biyolojik aktif formlarindaki yapiyr olusturmak i¢in kompleks enzimatik yollarin
uygulanmasi ile olusturulmaktadir. Bu yollar kullanilarak VHb’nin ¢ogu endiistriyel
fermentasyon islemlerinde olduk¢a yararli olabilecegi goriilmektedir. Ornegin
antibiyotik Uretiminde c¢oOziinmemis oksijen konsantrasyonunu azaltarak biyosentez
oranini azaltmaktadir. Son zamanlarda basarili bir sekilde Streptomyces aureofaciens’de
ifadesi saglanan Vitreoscilla hemoglobini bu miihendislikle olusturulan susta
klortetrasiklin (CTC) iiretimi diisiik ¢oziinmemis oksijen kosullarinda oldugundan %
40-% 60 daha fazla olmaktadir [98]. Diger bir ¢alismada kromozomuna vgb geni integre
edilmis Saccharopolyspora erytraea’de endiistriyel dneme sahip eritromisin iiretiminde
yaklagik % 60 bir artis oldugu goézlenmistir [99]. Streptomyces cinnamonensis ve
Acremonium chrysogenum gibi antibiyotik {ireten diger suslarda da Vitreoscilla

hemoglobini antibiyotik iiretiminde benzer sonuglar agiga ¢ikarmistir [100-101].

Radyasyona direngliligiyle Guiness rekorlar kitabina girmis olan D.
radiodurans’in vgb/VHb sistemini iceren rekombinant suslarinda biiylime, ¢ogalma,
radyodirence etkisi ile organizmanin bundan nasil etkilendigi ilk kez bu calismada
arastirilmistir. Sonug olarak, D. radiodurans’ da degisik genetik (vgb) sartlar altinda
hiicrelerin biiylime ve ¢ogalma karakteristikleri calisilmistir. Bunun yami sira degisik
radyasyon cGray’larinda hemoglobin igeren bakterinin yabamil tipe gore degisen
ozellikleri  belirlenmistir. D. radiodurans’im yabaml tipiyle vgh  ve vgh"
rekombinantlarinin oksijen alim ozellikleri, Fe ve Mn oranlarina bakilarak bu
bakterilerin radyodireng etkisi arastirilmistir. Ayrica antioksidan seviyelerinin nasil
etkilendigi de bu tezin ¢alisma konusu igerisindedir. Ortam oksijenini tamponlamadaki
rolii ve onu kiiltiiriin ileri fazlarinda membran transferazlarina aktararak yash hiicrelerin
daha iyi bir solunum, biiylime ve ¢ogalma karakteristigi saglayan VHb/vgb sisteminin,
bu amag¢ i¢in Onemli avantaj sagladigr kanisindayiz. D. radiodurans ile
rekombinantlariin degisik fazlarda farkli radyasyon cGray’larinda antioksidan
enzimlerin nasil degistigi ve VHb’nin buna etkisiyle Fe, Mn oranimin degismesiyle

radyasyona olan direngliliginin nasil degistigi de belirlenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Deinococcus radiodurans’in R1 susunda basit ve genel hedef mutasyonlar
yapilarak katalaz (KatA) ve siiperoksit dismutaz (SODA) mutantlarinin olusturuldugu
bir ¢caligmada biitiin bakteriyel kiiltiirlere 8,000° den 32,000 Gy’a kadar farkli dozlarda
iyonize radyasyon uygulanmistir. KatA ve yabanil tip 8000 Gy iyonize radyasyona karsi
benzer duyarliliklar géstermesine ragmen 16,000 Gy’da KatA mutantinin 2 ile 15 kat
arasinda yabanil tipden daha fazla duyarli hale geldigi goriilmiistiir. Diger taraftan
SODA mutant1 16,000 Gy veya daha fazla iyonize radyasyona yabanil tip ve KatA
mutantindan 3 ile 90 kat arasinda farkli oranlarda daha duyarli hale geldikleri
goriilmiistiir. Bu sonuglar her iki mutantin yabanil tip ile karsilastirildiginda iyonize
radyasyona ¢ok daha duyarli olduklari ve SODA tarafindan kodlanan siiperoksit
dismutazin KatA tarafindan kodlanan katalazdan daha O©nemli rol oynadigim

gostermektedir [41].

D. radiodurans’da DNA tamirin de rol oynayan pprA genini tastyan transgenik
E. coli’nin radyasyon ve oksidatif strese kars1 direnci ¢alisiimistir. Yapilan bu ¢alismada
pprA geni tastyan transgenik E. coli’nin kontrol ile karsilastirildiginda yaklasik 3 kat
daha fazla hidrojen perokside tolerans gosterdigi goriilmiistiir. Biiyiik oranda in vivo
KatE tarafindan desteklenen katalaz aktivitesinin uyarimi rekombinant olmayan kontrol

ile karsilastirildiginda 2.8 kat arttig1 goriilmiistiir [102].

D. radiodurans’da manganez [Mn(II)] tasiyicilar1 kodlayan genler olan DR1709
ve DR2523’{in bakterinin radyasyona direncindeki rollerinin arastirildig: bir ¢alismada
DR1709 ve DR2523 mutantlar1 olusturulmustur. Yabanil tip ve mutantlar hem UV
radyasyona hem de hidrojen perokside maruz birakilmis ve yasamda kalma oranlari
analiz edilmistir. DR2523’lin olusturulan mutasyon sonucu yikimi tripton-glukoz-
mayadziitii (TGY) ortaminda biiyliyen D. radiodurans’in gelisimini hemen hemen hig
etkilemedigi goriilmiistiir. Fakat logaritmik fazin her bir bolgesinde DR1709 mutantinin
(M1709) ODgyp degerleri yabanil tipin ODgyy degerlerinden daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. M1709°un H,O, ve UV ile muamele edilmesinden sonra her dozdaki
canlilik oranlar1 yabanil tipin oranlarindan daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bununla
birlikte DR2523 mutant1 (M2523) ve yabanil tip H,O, ve UV ile muamele edildikten

sonra yabanil tip daha yiiksek bir canliliga sahip olmasina ragmen benzer bir goriintiiye
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sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bu calismanin sonuglart DR1709 ve DR2523’iin D.
radiodurans’1 1iyonize radyasyondan ve sliperoksit radikallerinden korudugunu

gostermistir [103].

Deinococcus radiodurans (Drad) sadece manganez igeren bir siliperoksit
dismutaz (MnSOD) {iretmektedir. MnSOD hiicresel orijinine bagli olarak etkili bir
stiperoksit radikali temizleyicisi oldugu i¢cin Drad Mn SOD etkinligi ile insan ve E. coli
MnSOD’lar1 arasinda bir karsilastirma yapilmistir. Radiolizis ¢alismalar ayni1 orandaki
enzimlerin siiperoksit radikaline karsi dismutasyon etkileri Drad MnSOD> E. coli
MnSOD> insan MnSOD olarak belirlenmistir. Ek olarak Drad MnSOD yiiksek
radyoaktivite kosullar1 altinda yiiksek siiperoksit akisinda en etkili olan MnSOD olarak
goriilmiistiir [40].

Deinoksantin  (DX) radyasyona en direncgli organizmalardan biri olan
Deinococcus radiodurans tarafindan sentezlenen essiz bir karotenoiddir. Deinoksantinin
D. radiodurans’1in radyasyona direncinde 6nemli bir rol oynayan reaktif oksijen tiirlerini
(ROT) temizleme aktivitesinde onemli bir rol oynadigr kanitlanmistir. Yapilan bir
calismada DX’in gii¢lii antioksidant aktivitesinde daha derin goriisler elde etmek i¢in
ROT-temizleme potansiyelini karakterize eden parametreler kuantum kimyasal
hesaplamalar vasitasiyla hesaplanmigtir. DX’in essiz yapisini korumak igin diger
karotenoidlerden (B-karoten ve zeaksantin gibi) daha diisiik li¢lii uyar1 enerjisine sahip
oldugu bulunmustur. Ayrica DX’in H-atom verme potansiyeli kuramsal homolitik O-H
bag1 ayrilma entalpisine gore zeaksantinle benzer oldugu gosterilmistir. Bu yiizden
konjuge cift baglarin ¢ok sayida olmasi DX’in antioksidant aktivitesi i¢in ¢ok dnemli

oldugu tespit edilmistir [50].

Yapilan bir ¢aligmada, iyonik civa i¢eren radyoaktif atik karigimlarini aritmak
icin radyasyona direngli bir bakteri gelistirilmistir. Niikleer silahlarin {irettigi radyoaktif
atik bolgelerinin iyilestirilmesi i¢in gereken yiiksek maliyet radyasyona en direngli
bakteri olarak bilinen Deinococcus radiodurans’in kullanildig1 biyolojik aritim
stratejilerinin gelistirilmesini tesvik etmistir. Bu radyoaktif atik bolgelerinde en ¢ok
bulunan bilesen yiiksek toksisiteye sahip iyonik civa (Hg) (II) oldugu i¢in Escherichia
coli BL308 susundan Hg (II) diren¢ geni (merA) klonlanmis D. radiodurans suslarmi
tirettilmis. Bu amagla 4 farkli ekpresyon vektorleri dizayn edilmistir ve goreceli olarak

birbirlerine gore avantajlarin1  karsilastirilmistir.  Suslar  radyoaktif alanlardaki
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konsantrasyon seviyelerinden daha fazla konsantrasyon seviyelerine sahip radyasyon ve
iyonik civa bulunan ortamlarda gelistikleri ve etkili bir sekilde iyonize civanin (Hg) (II)
ucucu daha az toksik elementel civaya indirgendigi goriilmiistiir. Ayrica hem civayi
hemde tolueni detoksifiye etmek i¢in gelistirilen bir sus vasitasiyla karisik radyoaktif
atiklarin aritimi i¢in D. radiodurans’larin kullanilabilecegini gostermislerdir. Bu ifade
sistemleri tek bir konaga birka¢ aritim fonksiyonunun entegrasyonunu amaglayan
gelecekteki D. radiodurans miihendislik cabalarina rehberlik etmek igin model

saglayabilir [104].

Diinya genelindeki binlerce atik alanlar toksik klorlanmig ¢6zeltiler, hidrokarbon
cozeltiler ve radioniikleitlerin karisimlarini igerirler. Boyle atiklarin fizikokimyasal
metodlarla temizlenmesinin maliyetinden dolayr diger metotlar bu alanlarin
temizlenmesinde calisilmaya baslamasina tesvik etmistir. Bir alternatif, boyle atiklari
daha az zararli bilesenlere ayristiran veya doniistiiren radyasyona direngli mikroblarin
olusturulmasidir. Bu anlamda yapilan bir ¢aligmada, toluen dioksigenaz (TDO) geni
aktarilan rekombinant Deinococcus radiodurans’in yapist ve karakterizasyonu
tanimlanmistir. Bakterinin kromozomuna tod (¢ok bilesenli TDO kodlayan) genlerin
klonlanmas1 susa indol, 3,4-dikloro-1-biitan, klorobenzen ve toluen oksidasyonu
yetenegini verdigi saptanmistir. Rekombinant sus oldukca yiiksek radyasyon ortamda
(60 Gy/h) gelisebilme ve TDO’nun fonksiyonel sentezini yapabilme yetenegine sahip
oldugu gortilmistiir. D. radiodurans suslar ayrica cogu radyoaktif atik alanlardakinden
fazla seviyelerdeki trikloroetilen ve toluenin ¢oziicli etkilerine de toleranshi oldugu
bilinmektedir. Bu veri hem niikleitleri hem de organik ¢oziiciileri iceren atiklarin
biyolojik aritim i¢in mihendislikle olusturulmus D. radiodurans’larin muhtemel

kullanimini desteklemektedir [105].

Bir c¢alismada D. radiodurans’da manganez akis proteinini (MntE)
belirlenmistir. MntE mutantinin manganez iyonlarma yabanil tip susdan daha cok
duyarli oldugu ve MntE mutantinin gelisiminin manganez eklenmis ortamda gegiktigi
gosterilmistir. Bu karakteristiklerin birbirine uygunlugu ile birlikte MntE mutant1 H,O,,
ultraviyole 1sinlar ve o-radyasyona daha direngli oldugu belirlenmistir. Mutant susun
hiicre i¢i protein oksidasyon (karbonilasyon) seviyesi belirgin bir sekilde yabanil tip
susdan daha disiiktiir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar Dr1236’nin bir MntE

homologu oldugunu ve D. radiodurans’da manganez dengesini slirdiirmek i¢in zorunlu
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oldugunu gostermistir. Veri ayrica radyasyona direncli D. radiodurans’da hiicre igi

manganez iyonlarinin gerekliligi i¢in ek bir kanit saglamistir [106].

Deinococcus radiodurans radyasyona direnci yiiksek olan bir bakteridir.
Manganez (II) iyonlarmin siiperoksit radikallere kars1 proteinleri koruyarak bakterinin
radyasyona ekstrem direncini saglayan baslica mekanizma oldugu diisiiniilmektedir.
Fakat bu bakteride Mn (II) iyonlarinin nasil hiicre i¢erisinde aktarildigini ve bu siirecin
detayli bir molekiiler ve fizyolojik isleyisi halen tam olarak agikliga
kavusturulamamistir. Yapilan bir ¢calismada iki Mn (II) iyon tasiyict genin (DR1709 ve
DR2523) mutasyona ugratilmalart sonucu bakterideki Mn (II) iyon taginiminin nasil
oldugu calisilmistir. Sonuglar M1709’un diisiik konsantrasyonlardaki Mn (II) iyonlarina
M2523’den daha ¢ok duyarli olduklarini géstermistir. Fakat diisiik konsantrasyonlardaki
Fe(Il) iyonlarina M2523’den daha az duyarli oldugu tespit edilmistir. Ortamda yeterli
Mn (II) iyonlart bulundugu zaman bu iyonlar1 almak i¢in diger genlerin ayrica aktive
oldugu goriilmiistiir. Fakat Mn (II) iyonlarinin yetersiz oldugu ortamlarda Mn (II)
absorbsiyonundan sorumlu tek adaymm DR1709 oldugu saptanmistir. DR1709’un
ortamda yeterli Mn (II) iyonlarinin olup olmamasma bagli olmaksizin Mn (II)
iyonlarinin absorblanmasindan sorumlu oldugu bu calismada gosterilmistir. DR1709
ayrica proteaz liretimini ve salinimimi kontrol edebilmektedir. Bu ¢aligmada, DR1709
bir Mn (II) hiicre i¢ine dogru tasiyicist oldugu zaman DR2523’tin Mn (II) iyonlarinin

hiicre disina dogru tasinimindan sorumlu oldugu gosterilmistir [107].

Yapilan bir calismada, bakterilerde pleomorfizm iizerine kavrami giiclendirmek
icin, farkli hiicre besin konsantrasyonuna yanit olarak Deinococcus radiodurans
morfolojileri ¢alisilmistir. Bu ¢alisma sonucunda kiiltiir ortamlarinda D. radiodurans

hiicrelerinin monomer hiicreler seklinde goriildiigii rapor edilmistir [108].

Deinococcus radiodurans R1 ve oObakteriyal Deinococcaceae ailenin diger
tiyeleri asir1 derecede iyonize radyasyon ve diger bircok DNA hasarina neden olan
ajanlara kars1 direnclidir. Ornegin, 1sinlama sonra, D. radiodurans, 8lmeden veya
mutasyon olmadan kromozomundaki 100> DNA ¢ift zincir kiriklarini onarabilir.
Oysaki, diger organizmalar ¢ofu en fazla 2 veya 3 ¢ift DNA zincirinde kiriklarla
hayatta kalabilirler. D. radiodurans bu alisilmadik direnci recA’ya baglidir, ancak tamir
yolagi tam olarak bilinmemektedir. Son zamanlarda, D. radiodurans iginde bulunan

mevcut plazmid (hiicre basina plazmid kopya sayisi, -6; kromozom kopya sayisi, hiicre
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basina -4) yiiksek doz radyasyon sirasinda kromozomdaki gibi asir1 hasar1 ayni
verimlilikle tamir etmistir. Bu iki plazmid hem restriksiyon fragman polimorfizmi ve
rekombinasyon ila¢ sec¢imi i¢in tasarlanmigtir. Bu c¢alisma, in vivo hasar ve

rekombinasyonel onarim analizi yeni bir sistem sunmustur [109].

Son zamanlarda, D. radiodurans onarim kapasitesini, biinyesindeki plazmidlerle
sagladig diisiiniilmektedir. Bu tiir caligmalar diger organizmalarda miimkiin olmamustir.
E. coli -D. radiodurans mekik vektori (pMD66) 27.5-kb¢ her iki organizmaya da
birden ¢ok ilaca diren¢ kazandiran genlerini tagidig1 ifade edilmistir. Bu plazmidin sag
kalim veya rejenerasyonu in vivo ortamda D. radiodurans R1 pMD66 barindiran susuna
75 megarads iyonize radyasyon maruz birakilarak saptandi. R1/pMD66’de hem
kromozomal ve hem de plazmid DNA yiiksek radyasyona duyarli susu olan rec30O’nun
rejenerasyonu ile karsilagtirllmistir. Deinococcal recA gen yakininda kusurlu oldugu
goriilmiistiir. R1/pMD66 ve rec30/pMD66 1.75 megarads radyasyona maruz kaldiginda
hem D. radiodurans plazmidi hem de kromozomali Southern blot analizi ve jel

elektroforeziyle incelenmistir [110].

Diger bir ¢calismada, D. radiodurans’ da radyasyona direncte rol alan pprl genini
E. coli’ye aktararak bakterinin radyasyona direncini artirmay1 hedeflemislerdir. Transfer
sonucunda bakterinin gama radyasyonun yiiksek seviyelerine 1,6 kez daha direngli
oldugu belirlenmistir. E. coli’de Deira-pprl’in sentezi, iyonize radyasyonun yliksek
dozlarina takiben RecA’nin sentezinde oOnemli bir artis s6z konusudur. Deira-pprl
sentezleyen E. coli’de antioksidan enzimlerin seviyeleri de Olciilmiis ve bu Katalaz
G’nin enzimatik aktivitesini indiikledigi bdylece serbest radikallerin zararli etkisinden

korudugu saptanmistir [111].

Yapilan diger bir calismada, radyasyona direngli bakteri olan Deinococcus
radiodurans’in katalaz enzimi (KatA, DR1998) saflastirilmis ve karakterizasyonu
arastirilmistir. Katalaz toksik reaktif oksijen tiirlerine karst hiicreleri korumada 6nemli
bir rol oynar. Saflastirilmis D. radiodurans KatA monomerinin biiytikliigii 65 kDa,
enzimin  biyikligi 240 kDa oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir. KatA’nin
homotetramerden olusturdugu diisiiniilmiistiir. Saf KatA spesifik aktivitesi 68.800 U /
mg proteindir. Bu sonuclar gostermistir ki, D. radiodurans KatA’s1 tipik tek islevli
hem-igeren katalazdir. KatA stabilitesi H,O, stresini gidermesi Aspergillus niger ile

sigir karaciger katalazlarindan daha {istlin oldugu saptanmistir. HO, direncinin yani sira
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hiicrelerde katA nispi bollugu, oksidatif hasara karst D. radiodurans hayatta kalma

stratejisinde 6nemli bir rol oynamaktadir [38].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirmada kullamlan Kimyasallar, Ayiraclar ve Besiyerleri

Bu c¢alismada kiiltiirlerin yapildigi besiyerlerin hazirlanmasinda kullanilan
kimyasallar; plazmid izolasyonu, agaroz jel elektroforezi uygulamalarinda kullanilan
kimyasallar ve ¢esitli tamponlarin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar SIGMA’dan

kullanilmastir.

Bu calismada, gram-pozitif bir bakteri olan ve diinya iizerinde radyasyona en
dayanikli organizma olarak bilinen Deinococcus radiodurans R1 (ATCC BAA-816) ile
bunun vgh” ve vgh" rekombinant suslar1 kullanildi. Bu bakteri suslarinin kendine 6zel
besiyeri olan TGY (tripton, glukoz, maya 0ziitii) siv1 besi ortaminin igerigi Cizelge 3.1’
de verilmistir. Besiyerleri 20 ml/100 ml erlenlerde olacak sekilde hazirlanmis olup
121°C’de 1 atm basing altinda 20 dakika otoklav edilmislerdir. Otoklav sonrasinda

rekombinant bakterilerin tiretilecegi TGY siv1 besiyerine 100 pg/ml amfisilin eklendi.

Cizelge 3.1. TGY Sivi1 Besiyerinin icerigi (g L)

Tripton 10
Maya oziiti
Glukoz 1

Bu sivi besi ortamia 15 g L™ agar ilavesiyle kat1 besiyeri elde edilmistir.

3.2. Kullanilan Bakteriler

Bu calismada, gram-pozitif bir bakteri olan ve diinya {izerinde radyasyona en
dayanikli organizma olarak bilinen Deinococcus radiodurans R1 (ATCC BAA-816) ve

onun vgh™ ve vgh" rekombinant suslar1 kullanildi.
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3.3. Bakteri Stoklarinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan bakterilerin uzun siireli stoklar1 ayn1 zamanda % 20 gliserol
(v/v) igeren TGY sivi besiyerinde yapildi. D. radiodurans TGY siv1 besiyerinde
cogaltilirken, bu bakterinin rekombinantlar1 100 pg/ml amfisilin iceren TGY sivi
besiyerinde inkiibe edildi. Bu kiiltiirlerden 1 ml alinarak ependorf tiiplerine transfer
edildi ve 10.000-rpm’de 5 dk. oda sicakliginda santrifiij edilerek peletlere 800 ul TGY
ve 200 pl gliserol eklenerek hafifce vorteks yapildi. Bu sekilde hazirlanmis olan hiicre
siispansiyonlar1 -20 °C’de muhafaza edildi. Ancak, her ¢alismada kullanilan bakteriler
bu stok kiiltiirlerden degil, TGY siv1 besiyeri ve rekombinantlar i¢in amfisilin igeren
TGY agar plaklar lizerine ekilen ve + 4 °C’de muhafaza edilen hiicrelerden taze pasajlar
alimarak yapildi. Tim caligmalar sivi besiyerine ekilen taze kiiltiirler kullanilarak

yapild.

3.4. vgb Klonlan

Bu c¢alismada kullanilan D. radiodurans’in vgb rekombinanti bu geni bir pUC

plazmidi tlizerinde tasimaktadir (Sekil 3.1). D. radiodurans’in vgbt rekombinanti
“Dr[pUCS8:15]” olarak adlandirildi. Dr[pUCS8:15] susu, 2686 baz ¢iftine sahip pUC8
plazmidinin 665 baz ciftlik multi klonlama bélgesindeki Hind III restriksiyon bolgesine
vgb geni (ve promotorunu) tasiyan yaklasik 2.3-Kb’lik Vitreoscilla genomik
fragmaninin klonlanmasi ile olusturulmus rekombinant bir bakteri susu olup, bu yeni

olusturulan plazmidin (yani, [pUCS:15]) biiyiikliigli yaklasik 5-Kb’dir [112].
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Sekil 3.1. pUCS8 ve pUC8:15 plazmidlerinin fiziki haritasi
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3.5.  D. radiodurans’im Genetik Manipiilasyonu

Calismada plazmid izolasyonu ve restriksiyon haritalamasi i¢in standart
protokoller kullanildi. D. radiodurans’in vgb klonlanmis rekombinant suglarindan
plazmidler izole edildi. Plazmidlerin restriksiyon haritalarindan bu vektorlerin istenen
vektorler olup olmadigi arastirildi. Bu transformantlardan elde edilen plazmidlerin
minipreplerinden onlarin uygun plazmidi igerdikleri kanitlandi. Caligilan plazmidlerin

genel Ozellikleri Sekil 3.1° de gdsterilmistir.

Vitreoscilla hemoglobin (VHb) geninin (vgh) kaynagi olarak bu geni plazmid
vektorler iizerinde tasiyan D. radiodurans’in rekombinant susu (Dr[pUCS:15])
kullanild1. Negatif kontroller elde etmek i¢in ayni plazmidin vgh™ (yani vgh geni
tasimayan) formunu tasiyan rekombinantindan (Dr[pUCS]) bu plazmidler izole edildi.
Bunun i¢in bakterilerin pasaj yapildig: plaklardan koloniden 6ze yardimiyla 100 pg ml™
amfisilin iceren 20 ml sivi TGY besiyerine ekilerek gece boyunca inkiibasyona
birakildi. Bu gece kiiltiirlerinden 1,5 ml alinarak santrifiij edilmistir ve elde edilen
peletler plazmid izolasyonu i¢in kullanildi. Plazmid izolasyonu asagidaki sekilde

yapilmistir.

3.5.1. Plazmid Izolasyonu

Yukandaki sekilde kiiltiiri yapilan D. radiodurans’m vgb® ve vgh
rekombinantlarindan plazmid izolasyonu standart alkali-lizis yontemi kullanilarak
yapildi [113-114]. Bu yontemle yaklasik 1 pg plazmid DNA’s1 ile 5 x 10° 2 x 10’

transformant elde edilebildigi saptanmustir. Izlenen standart protokol asagidaki gibidir:

1.  Gece boyunca inkiibasyonu yapilan kiiltiirlerden 1.5 ml alinip bir ependorf tiipe
aktarilarak 10.000-rpm’de 3 dk. santrifiij edilmis ve silipernatan atilarak pelet
plazmid izolasyonu i¢in muhafaza edildi.

2. Pelet 100 pl soguk Cozelti I (GTE) ile sulandirilip 30 sn. vortekslendikten sonra 5
dk. oda sicakliginda bekletildi.

3. Taze olarak hazirlanmis 200 ul Cozelti II (NaOH/SDS) eklenip tiip alt-iist
edildikten sonra 5 dk. buz i¢inde bekletildi.
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4.  Karisima 150 pl oda sicakhigindaki (ézelti 111 (potasyum asetat) eklenerek tekrar
vortekslendi ve 5 dk. buzda bekletildi.

5. Karisim 10.000 rppm’de +4 C° de 3 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatan temiz
bir tiipe aktarildi ve 0.8 ml % 95 etanol eklenerek 2 dk. oda sicakliginda
bekletildikten sonra 3 dk. 10.000 rpm'de santrifiij edilip siipernatan atildi.

6.  Peletin ilizerine 1 ml % 70 etanol eklenerek yikama isleminden sonra tekrar
santrifiij edildi ve pelet inkiibatérde 37°C de yarim saat kurumaya birakildu.

7. Yukaridaki pelete 30 pl steril TE tamponu eklenerek ¢6ziilmiis ve DNA soliisyonu

ileriki ¢alismalar i¢in +4 °C " de muhafaza edildi.

Buradaki alkali-lizis yontemi ile plazmid izolasyonu i¢in kullanilan soliisyonlarin

stoklar1 ve hazirlaniglar1 asagidaki gibidir:

10 ml GTE soliisyonu
1.5 ml NaOH/SDS soliisyonu (taze hazirlandi)
100 ml 5 M potasyum asetat soliisyonu
e 10 ml TE tamponu
Bu soliisyonlarin hazirlanis1 asagidaki sekilde yapildi:

GTE soliisyonu (Glukoz/Tris. HCI/EDTA)

50 mM glukoz

25 mM Tris-HCI, pH 8.0

10 mM EDTA

GTE soliisyonu hazirlandiktan sonra otoklav edildi ve 4 C de muhafaza edildi.

NaOH/SDS soliisyonu

0.2 N NaOH
% 1 (w/v) SDS
Bu soliisyonun taze hazirlanmasi gerekir.

Potasyum asetat soliisyonu (5 M, pH 4.8)

29.5 ml glasiyel asetik asit
KOH peletleri (pH 4.8 oluncaya kadar)
70.5 ml H,O

TE (Tris/EDTA) Tamponu

10 mM Tris.HCI, pH 8.0
1 mM EDTA, pH 8.0
TE soliisyonu otoklav edildikten sonra 4°C de muhafaza edildi.
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3.5.2. Plazmidlerin Restriksiyon Kesilimi ve Agaroz Jel Elektroforezi

Sal I restriksiyon enzimi ile muamele edilerek kesilen yukaridaki plazmidlerin
restriksiyon haritalar1 agaroz jel elektroforezi ile belirlendi. Jellerin hazirlanmasinda ve
yiirtitiilmesinde 50X stok TAE tamponu kullanildi. TAE tamponun igerigi asagidaki
gibidir (L™):

e 242 ¢ Tris baz (pH 8.5)

e 57.1 g Glasiyel asetik asit
e 37.2 g EDTA (pH 8.0)

Jeller ve yiiriitme tamponu bu stokun 1X’e seyreltilmis soliisyonu ile hazirlandi.
Jellerin hazirlanmasi ve yiiriitiilmesi genel olarak asagidaki protokole gore yapildi

[114].

1. Jeller toplam 100 ml jel soliisyonu ile yapildi. Bunun i¢in 98 ml dH,O’ya 2 ml
50X TAE tamponu eklendi ve agarozun jeldeki konsantrasyonu % 1.25 (w/v)
olarak hazirlandi. Bu karisim mikrodalga firinda agaroz tamamen eriyip soliisyon
berraklasincaya kadar kaynatildi ve soliisyonun 1sisi yaklasik 60-70 °C’ye
diislince etidyum bromidin stok (10 mg/ml) soliisyonundan 5 ul eklenerek hava
kabarcig1 veya koplirme olmayacak sekilde hafifce karismasi saglandi.

2. Yukaridaki jel soliisyonu jel yiirlitme tankina tarak dislerini kapatacak kalinlikta
dokiilerek yaklasik 30 dk. beklendi.

3. Taraklar ¢ikarildi ve jeli yaklasik 0.5 cm kapatacak miktarda jel yiiriitme tamponu
tanka dolduruldu.

4.  Bu esnada plazmidlerin restriksiyon muameleleri yapildi. 100 pl TE tamponu
icerisindeki eritilmis plazmid orneklerinden 10 upl alinip steril ependorflara
konuldu ve tizerine 2 pl Sal I tamponu ve 2 pl Sal I enzimi eklendi.

5. Karisim 37 C de 2 saat su banyosunda bekletildikten sonra i¢inde izleme boyast
olarak brom fenol blue bulunan yiikleme tamponundan 5 pl eklendi.

6.  Restriksiyon enzimi ile muamele gormiis plazmid DNA’s1, HindIII restriksiyon
enzimi ile onceden kesilmis ve standart markir olarak kullanilan lambda (L)
DNA’s1 uygun kuyucuklara eklenerek jel elektroforezi sabit voltajda (70 Volt) ve
akimda (20-25 mA) 2 saat yiiriitiildi.

7. Jeldeki DNA bantlagma motifi UV 151k altinda floresan 151k yayan etidyum

bromiir ile belirlendi ve elektroforetogramlari yapildi.
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8.  Plazmidlerin restiksiyon bantlasmasindan istedigimiz DNA fragmanlariin
bulunup bulunmadigi A DNA’sinin bilinen fragmanlar ile olusturulan standart

egriler yardimu ile tespit edildi.

Yukaridaki sekilde hazirlanan jelin fotograflar: gekilerek, jel tizerindeki plazmid
DNA fragmanlar1 bantlarinin biyiiklikleri (baz c¢ifti sayis1 veya kilobaz olarak),
restriksiyon fragman biiyiikligli bilinen A DNA’s1 standardinin logaritmik egrisinden

tespit edildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. 1 nolu kuyucukta Hind III ile kesilmis A, 2 nolu kuyucukta D. radiodurans [pUCS] plazmidi, 3
nolu kuyucukta D. radiodurans [pUCS8:15] plazmidinin agaroz jeldeki restriksiyon fragmanlari

3.6. Bakterilerin Kiiltiirii

Bakteri kiiltiirleri taze pasajlardan alinan kolonilerden yapildi. Bunun igin,
pasajlardan bir koloninin bir kismi1 6ze ile alinarak 20 ml TGY siv1 besiyeri igeren 100
ml kapasiteli erlenlere ekim yapildi ve gece boyunca calkalamali kosullarda (200-rpm)
30 °C’de inkiibe edildi. Bu gece kiiltiirlerinden yeni besi ortamlarina 1/100 inokulum
(6r., 20 ml LB igeren erlenlere 200 ul gece kiiltiirii) transfer edilerek, enzim sentezi

caligsmalari i¢in degisik kiiltiir kosullar1 altinda inkiibasyona birakildu.
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3.6.1.Biyokiitle Ol¢iimii

Hiicre kiiltlirlerinde ¢ogalma indikatorii olarak toplam ortam tiirbiditesinin optik
densitesi (Agoo) kullanildi. Agpo > 0.5 oldugunda kiiltiirler uygun sekilde (1/5 veya 1/10)
diliisyon yapilarak Agyy degerleri kaydedildi.

3.6.2. Canl Hiicre Sayisimin Belirlenmesi

Hiicre kiiltiirlerinde ¢ogalma indikatorii hem radyasyon uygulanmadan once
hem de uygulandiktan sonra birim miktardaki canli hiicre sayis1 belirlendi. Canli hiicre
sayimi i¢in, se¢ilmis kiiltlir fazlarinda % 0.09 serum fizyolojiklerde uygun dillisyonlar
(1/10 veya 1/20) yapildi. Son diliisyondan sonra 50 pl alinarak petrilere ekim yapildi.
Yabanil sus olan D. radiodurans 30 °C’de yaklasik 2 gece, rekombinant suglar olan D.
radiodurans [pUCS8] ve D. radiodurans [pUCS8:15] 30 °C’de 1 gece inkiibasyona
birakildi. Olusan koloniler sayilarak o fazdaki kiiltiir ortaminda bulunan canli hiicre
sayist belirlendi. Radyasyon uygulanmadan Once yapilan canli hiicresiyle yabanil
bakteri ile vgb™ ve vgb* rekombinant suslarmin iireme egrileri ¢ikartilmistir. 300, 600,
900, 1200, 1500 cGray doz uygulamas1 yapilan bu bakterilerin canli kalma yeteneklerini
anlamak i¢in uygun dilliisyonlarla TGY agarl plaklara ekimi yapildi.

3.6.3. Kiiltiirlerin Asit Uretimi

Kiiltiirlerin asit tretimi pH degeri olarak kaydedildi. Bunun ig¢in kiiltiir
ortamlarinin baslangic pH degerinin (genellikle pH 7.5) kiiltlir siiresi sonunda nasil

degistigi belirlendi.

3.7. Bakterilerin Oksijen Alimm

Hiicrelerin oksijen alimi i¢in Oncelikle oksijen igerigi bilinen bir tampon sistemi
(0.1 M potasyum fosfat, pH 7.6) hazirlandi. Bu tampon bir manyetik karistirici aracilig
ile yaklasik 400-rpm hizda gece boyunca karistirilarak oksijene doyuruldu. Oksijen
monitdri hiicrelerin kondugu kiivetlerin etrafini saran bir su banyosu ile desteklendi.
Degisik bakteriler i¢in su banyosunun 1sis1 Olgiimler Oncesi kalibre edildi. Bakteri

siispansiyonlar1 ve kalibrasyon tamponunun kondugu kiivetlerdeki 1s1 bu kiivetlerin
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etrafinda sirkiilasyon yapan suyun 1sis1 ile aynmi oluncaya kadar bu kiivetlerin i¢indeki

manyetik karistiricilarla karistirildi. Bakterilerin oksijen tiikketim hesaplar1 4 ml havaya

doyurulmus potasyum fosfat tamponunun bulundugu kiivete gore yapildi. Bu kiivette
oksijen seviyesi % 100 kabul edilmektedir ve bakterilerin eklendikleri ortamda sebep
olduklar1 % oksijen diisiisii onlarin oksijen alim giicleri olarak ifade edilmektedir.

1. Hiicrelerin oksijen kullanimlarinin tespitinde kullanilan bu yontem uygulanirken
inokiilasyonun 6, 9 ve 12 saatlerinde drneklerden 5’er ml hiicre kiiltiirii alind1 ve
oda 1s1sinda 5000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.

2. Daha sonra peletler Agoo degerlerine bakilarak esit OD’de gece boyunca oksijene
doyurulmus 0.1 M potasyum fosfat tamponunda yeniden siispanse edildi.

3.  Bu siispansiyondan 1 ml alinarak probun kiivetine konmus olan 3 ml havaya
doyurulmus potasyum fosfat tamponuna eklendi.

4.  Kalibrasyon probuna (4 ml potasyum fosfatin bulundugu kiivette bulunan prob)
gore, orneklerin yani bakteri siispansiyonlarinin bulundugu kiivetteki belli zaman
araligindaki (genellikle 5 dak) % oksijen azalmasi kaydedildi ve bakterilerin

oksijen alim oranlar1 hesaplandi.

Havaya doyurulmus yukaridaki potasyum fosfat tamponunun oksijen
konsantrasyonu 25 °C’de 250 umol/L, 32 °C’de 233 pumol/L, 37 °C’de 218 umol/L’dir.
D. radiodurans’in vgb igeren (vgb") ve vgb igermeyen (vgh') suslari ile yabanil susunun

oksijen alim yetenekleri asagidaki formiile gore belirlendi [115].
R= Numol / Litre x (4/1000)L x D/VT
Burada;

R= Bakteri basina tiiketilen oksijen miktarin

N= Bakteriye 6zgii sicaklik derecesinde tamponun icerdigi oksijen konsantrasyonunu
D= % Oksijen azalma oranini

V= Canl hiicre sayisini

T= D’deki oksijen oranimin tiiketilmesi i¢in ge¢cen zamani ifade etmektedir.
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3.8. Bakterilerin Radyasyona Maruz Kalmasi

Bu calismada Elekta marka Pricise model Lineer hizlandirici tedavi cihazi
kullanilmistir. Hizlandirici cihazi eksternal radyoterapi uygulamalarinda kullanilan
yiiksek enerjili X 1sinlar1 ve elektronlarla ¢alisan tedavi cihazidir. Farkli tipte foton ve
elektron enerjilerine sahiptir. Bu ¢alismada kullanilan Lineer hizlandiric1 cihaz1 6 MV

ve 25 MV foton enerjisine, 4, 6, 8, 10, 12, 15 MeV elektron enerjilerine sahiptir.

Bu ¢alismada 6 MV foton enerjisi kullanilarak 30x30 cm?” alan biiyiikliigiinde
1sinlama ile tedavi cihazinin kafas1 Gantry (G) = 0°, kolimatér (C) = 0°, SSD = 45 cm,
derinlik (d) = 5 cm 1s1nlama kosullarinda 300, 600, 900, 1200, 1500 cGray degerleri i¢in

yapilan doz hesab ile 1s1nlama yapildi.

3.9. Bakterilerin Radyasyon Sonrasi Hiicre Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Radyasyon uygulamasinda D. radiodurans ile vgb* ve vgb rekombinant suslarina

sirasiyla asagidaki islemler uygulanda.

1. Yeni tiiplerin bos agirliklar1 tartilarak kaydedildi ve tiiplere radyasyona maruz
kalan hiicrelerden konuldu.

2. 10.000-rpm’de 10 dk. santrifiij edildi ve siipernatan atilarak peletler serum
fizyolojiyle iki kez yikandi.

3. Peletlerin agirligi hesaplandi ve peletlerin agirligiin 4 kati kadar PBS
tamponuyla (pH 7,4) siispansiyon yapildi.

4. Bu siispansiyonlar bir ultrasonifikatér (Soniks vibra cell) ile 40 saniye
sonifikasyon, 20 saniye buz lizerinde inkiibasyon olacak sekilde toplam 3 dakika
sonifiye edilerek ultrasonik hiicre ekstraktlari hazirlanmistir.

5. Hiicre ekstraktlari 10,000 xg ve 4 °C’de 5 dakika santrifiij edilerek
supernatantlardan 1’er ml almip aliiminyum folyo ile kaplanmis ependorf
tiiplerine konuldu.

6. Antioksidan enzimleri (SOD, CAT) ile glutatyon (GSH) aktivitesinin
belirlenecegi ve Fe-Mn analizinin yapilacagi bu siipernatanlar 6l¢iim yapilana

kadar -20°C’de muhafaza edilmislerdir.
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3.10. Mn/ Fe Orani

Farkli inkiibasyon zamanlarindan gelen ve degisik dozlarda y radyasyonu uygulanan
D. radiodurans in yabanil susu ve onun vgh" rekombinant susu ile vgb igermeyen (vgh’)
suslarinin Mangan (Mn) ve Demir (Fe) miktarlar1 Perkin Elmer AAnalyst 800 Atomik

Absorbsiyon Spektrofotometresinde ¢alisilmstir.

Mn Firin Programau; Mn dalga boyu: 279,5
Sicakhik (°C) Baslangi¢ Gegcis Internal Gaz tipi
Zamani Zamani akis
1 110 1 30 250 Normal
2 130 15 30 250 Normal
3 1200 10 20 250 Normal
4 1800 0 5 0 Normal
5 2450 1 3 250 Normal
Fe Firin Programi; Fe dalga boyu: 243,3
Sicaklik (°C) Baslangi¢ Gecis internal Gaz tipi
Zamani Zamani akis
1 110 1 30 250 Normal
2 130 15 30 250 Normal
3 1200 10 20 250 Normal
4 1800 0 5 0 Normal
5 2450 1 3 250 Normal

3.11. Enzim Aktivite Tayini

Enzim aktivitesi tayin islemlerinde, mikroplaka okuyucu sistemi (Molecular
Devices Corp., Versamax) ve spektrofotometre (Shimadzu UV-visible Spektrofotometre
UV-1601) kullanildi. Biitiin enzimlerin aktiviteleri her bakteri i¢in ii¢ tekrarli olarak
Olciildii.

3.11.1. Katalaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Katalaz enziminin aktivite tayini Luck H. [116] yontemine goére yapildi.
Gerekli ¢ozeltiler:
-- 1/15 M konsantrasyonda Na, K-fosfat tamponu (Na,HPO4- KH,PO,4) pH: 7
-- Derisik H,O, ¢ozeltisi

Y Ontem:
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Katalaz olglimiinde kullanilmak tizere spektrofotometrede 240 nm’de
absorbans 0,7-0,9 oluncaya kadar Na-K-fosfat tampon ¢ozeltisine derisik (% 35 ‘lik)
H,0, ilave edildi. Numunelerin katalaz igerigini belirlemek icin hazirlanan bu
karisimdan 1000 pl alinip kiivete kondu ve iizerine ¢aligma araligina bagli olarak uygun
miktarda sulandirma yapilan stipernatandan 20 pl eklendi. Bir kez karistirilip Shimadzu
1601-UV visible spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda 30 sn siireyle HO,’ nin (e=
0,0396 cm” pmol™) absorbans degisimi okundu. Okunan bu optik dansite farkindan

mL’deki enzim iinite sayis1 hesaplandi.

3.11.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

SOD enziminin aktivite tayini McCord J.M, Fridovich [117] yOntemine gore
yapilmis olup yontemin esasi ksantin/ksantin oksidaz sisteminde iretilen siiperoksit
radikallerinin sitokrom-c’yi indirgemesinin SOD tarafindan inhibisyonu temeline
dayanir.

Siiperoksit dismutaz c¢esitli yollarla ortaya c¢ikan siiperoksit (O, ) radikalinin
hidrojen peroksite (H,0O,) dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. SOD enzim aktivitesi
ksantin/ksantin oksidaz (XO) sistemi ile tiretilen O, radikallerinin sitokrom ¢ okside
etmesi sonucu olusan renk degisiminin inhibisyonu 550 nm’de takip edilerek belirlendi.
Bu reaksiyona dayanan optik dansitedeki azalmadan yararlanarak SOD tarafindan
reaksiyonun % inhibisyonu belirlendi. Bu reaksiyonu % 50 inhibe eden orneklerdeki

SOD miktar1 1 Unite (U) olarak kabul edildi ve sonug¢lar U/mg protein olarak verildi.

% inhibisyon = ((ODkor — ODnum) / ODkor) x 100.

Gerekli ¢ozeltiler:

A ¢ozeltisi:

-- 5 umol ksantinin 0.001 N NaOH* daki ¢ozeltisi: 10 hacim

-- 2 umol sitokrom-c’nin 50 mM pH 7,8 ve 0,1 mM EDTA igeren fosfat tamponundaki
¢ozeltisi: 100 hacim

A ¢ozeltisi belirtilen hacim oranlarinda karigtirilarak hazirlanir. Bu ¢ozelti +4°C” de 3
giin kararlidir.

B Cozeltisi:

Ksantin oksidazin 0,1 mM EDTA’daki ¢6zeltisi 0.2U/mL
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B ¢6zeltisi deneyden 6nce taze olarak hazirlanir.

Yontem:

1) I’lik spektrofotometre kiivetine 1 mL A ¢6zeltisi eklendi.

2) 50 uL 6rnek ilave edildi.

3) Tepkime 50 pL B ¢ozeltisinin eklenmesiyle baslatildi.

4) Daha sonra Shimadzu 1601-UV visible spektrofotometrede 550 nm’ deki absorbans
degisimi (1dk.) okundu.

5) Kor okumasi yapilirken 6rnek yerine 50 pL distile su eklendi.

6) Orneklerin % inhibisyon degerleri hesaplandi.

3.11.3. Total Glutatyon (GSH) Ol¢iimii

5-tio-2-nitrobenzoat (TNB) olusumu, 412 nm’de spektrofotometrik olarak
Olgiildi. Ekstrakt icindeki GSH miktari, ticari bir GSH standart olarak kullanilarak,

nmol/mg protein cinsinden belirlendi [118].

3.11.4. Total Protein Tayini

Total protein tayini Bradford yontemine gore yapilmistir [119]. 5 pl supernatan
mikroplakalara pipetlenip ve iizerine 250 pl Bradfoard reaktifi eklenerek reaksiyon
karisimi oda sicakliginda 15 dakika karanlikta inkiibe edildi. Renk degisimine baglh
olarak 595 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu sistemi kullanilarak absorbanslari
ol¢iildii. Protein miktarlar1 saptanirken BSA standart egrisi degerleri ile karsilagtirma

yapilarak ornekteki total protein degerleri hesaplandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

41. TGY Ortammnda Uretilen D. radiodurans (yabamil) ve Onun vgh
(Dr[pUCS8]) ve vgb* (Dr[pUCS8:15]) Rekombinant Suslarinda Uremenin
Ol¢iimii
TGY (tripton, glukoz, maya 0ziitlii)) kosullarinda kiiltiri yapilan D.

radiodurans 1n yabanil susu ile onun vgh™ ve vgh* rekombinant suslarmin iireme egrileri

¢ikartilmustir. Hiicreler rahatlikla tireyebildikleri bu besiyerinde 30 °C’de inkiibe edildi.

Canlt1 hiicre sayilart ve ODgg degerleri belirlendi.

4.1.1. Canh Hiicre Saymmi (Dogrudan Ol¢iimii)

Calismanin bu kisminda, D. radiodurans (yabanil) ve onun vgb™ (Dr[pUCS8]) ve
vgbh* (Dr[pUCS:15]) suslarinda canli hiicre sayilar1 arastirilmistir ve Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
16
14 +
12 +
10 1
8 -
E -
4 -
3 2 -
=
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E =¢=D. radicdurans
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8 el [, radicdurans | pUCE)
01 - = b = [ radicdurans |plC 8:15)
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0,04 +
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Sekil 4.1. D. radiodurans (yabaml) ile vgb (Dr[pUC8]) ve vgb* (Dr[pUC8:15]) rekombinant
suslarinin canli hiicre sayis1
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D. radiodurans ve rekombinant suslarin lireme egrilerine baglh olarak lireme
fazlar1 tespit edilmistir. Buna gore logaritmik iireme faz1i D. radiodurans ve
rekombinantlar1 i¢in yaklasik olarak 14 saat olarak tespit edilmistir. Hem vgb™ hem de

vgh* rekombinant suslarinin {ireme hizinda artis oldugu goriilmiistiir.

4.1.2. OD Ol¢iimii (Dolayh Ol¢iimii)

D. radiodurans’in yabanil susu ile onun vgh  ve vgh" rekombinant suslarinin

ODggo degerleri Sekil 4.2°de gosterilmistir.

16
---k=---D.radiodurans (pUC 8:15)
14 '..qﬁ~~
—&— D.radiodurans (pUC8) A” ~
~
12 . . ot \
“““ 4 D.radiodurans (yabanil) 'f N

oD 600

Saat

Sekil 4.2. D. radiodurans (yabanil) ile vgh™ (Dr[pUCS8]) ve vgb* (Dr[pUC8:15]) rekombinant suglarinda
ODyg degerleri

4.2. TGY Ortaminda Uretilen D. radiodurans (yabaml) ve Onun vgh
(Dr[pUCS8]) ve vgh* (Dr[pUC8:15]) Rekombinant Suslarinda Oksijen
Alm
D. radiodurans yabanil ve rekombinant hiicrelerin oksijen kullanim
karakteristikleri belirli sayidaki hiicrenin ortamdaki oksijeni ne kadar siirede ve ne
oranda tiikettiklerinin 6l¢iilmesi ile belirlendi. Hiicrelerin oksijen tiiketimi materyal ve

metot kisminda belirtildigi gibi yapilarak ve her bir bakteri hiicresinin birim zamanda ne

kadar oksijen tiikettigi belirlendi.
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Cizelge 4.1. D. radiodurans yabanil ve rekombinant hiicrelerinin oksijen alimi

6 saat 9 saat 12 saat
D. radiodurans [yabanil] 1.8 0.4 0.18
D. radiodurans [pUCS] 0.004 0.0023 0.002
D. radiodurans [pUCS8:15] 0.004 0.003 0.002

Kullanilmig olan bakterilerin oksijen tiiketim karakteristikleri Cizelge 4.1°de
gosterilmektedir. D. radiodurans ve bu bakterinin rekombinant suslarinin oksijen
kullanim karakteristikleri karsilastirildiginda, vgb igeren (vgb*) ve vgb icermeyen (vgh’
) rekombinantlarin {i¢ kiiltiir fazinda da konakg1 hiicreye gore daha az oksijen tiikettigi
goriilmektedir. D. radiodurans yabanil ile D. radiodurans [pUCS8] ve D. radiodurans
[pUCS8:15]’nin oksijen aliminin en yiiksek oldugu 6 saatten 9 ve 12 saate dogru
gidildiginde bir azalma oldugu goriilmiistiir. Yabanil susun 12 saatteki oksijen tiiketimi
6 saate gore yaklasik 10 kat diisiik oldugu kaydedilmistir. D. radiodurans'm vgbh* ve
vgb™ suslarinin 6 saat ile 12 saati karsilastirildiginda oksijen tiiketiminin 2 kat oldugu

goriilmiistir.

4.3. Radyasyon uygulanan D. radiodurans (yabanil) ve Onun vgb (Dr[pUCS)])
ve vgh* (Dr[pUCS8:15]) Rekombinant Suslarinda Mn/Fe Orani
Calismanin bu kisminda farkli inkiibasyon zamanlarindan gelen ve degisik
dozlarda iyonize radyasyonu uygulanan D. radioduransin yabanil susu ve onun vgh"
rekombinant susu ile vgb igermeyen (vgb’) suslarinin Mn/Fe oranlar aragtirilmistir. D.
radiodurans yabanil susu ile vghb (Dr[pUC8]) ve vgb" (Dr[pUCS8:15]) rekombinant
bakterilerin Mangan (Mn) Demir (Fe) oranlar1 ile pH degerleri Cizelge 4.2 ve 4.3’de

verilmigtir.

Cizelge 4.2. D. radiodurans yabanl susu ile vgh™ (Dr[pUC8]) ve vgh* (Dr[pUCS8:15]) rekombinant
bakterilerin Mn/Fe orani

300cGy 600cGy 900cGy  1200cGy 1500 cGy

6. saat 0.06 0.07 0.1 0.03 0.07

D. radiodurans [yabaml] 24, saat 0.06 0.06 0.03 0.02 0.02
6. saat 0.03 0.02 0.02 0.02 0.02

D. radiodurans [pUCS] 24. saat 0.02 0.02 0.02 0.01 0.02
6. saat 0.02 0.02 0.02 0.05 0.01

D. radiodurasns [pUCS8:15] 24. saat 0.01 0.01 0.02 0.02 0.02
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Cizelge 4.3. D. radiodurans yabanil susu ile vgb™ (Dr[pUC8]) ve vgbh* (Dr[pUC8:15]) rekombinant
bakterilerinin 24 saat pH degerleri

pH Degerleri

D. radiodurans [yabanil] 8.7

D. radiodurans [pUCS] 9.5

D. radiodurans [pUCS8:15] 94

4.4. Radyasyon uygulanan D. radiodurans (yabanil) ve Onun vgb™ (Dr[pUCS])
ve vgh* (Dr[pUC8:15]) Rekombinant Suslarinda SOD, CAT ve GSH Tayini
300, 600, 900, 1200, 1500 cGray seklinde uygulanan radyasyonun D.
radiodurans’m vgb  (Dr[pUC8]) ve vgb" (Dr[pUC8:15]) rekombinant bakterilerin
antioksidan enzim aktiviteleri ve glutatyon (GSH) miktarlarindaki degisimler yabanil

susuyla karsilastirilarak belirlenmistir.

4.4.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Burada farkli inkiibasyon zamanlarindan gelen ve degisik dozlarda iyonize
radyasyon uygulanan D. radiodurans in yabanil susu ve onun vgh" rekombinant susu ile
vgb igermeyen (vgb') suslarimin SOD aktivitesi arastirilmistir. D. radiodurans yabanil
susu ile vgh (Dr[pUC8]) ve vgh" (Dr[pUC8:15]) rekombinant bakterilerin SOD

enziminin aktivitesi Sekil 4.3’de verilmistir.
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0,05 H D.radiodurans (yabanil)
0,045 - u D.radiodurans (pUC 8)

0,04 - M D.radiodurans (pUC 8:15)
0,035
0,03 A
0,025
0,02 A
0,015
0,01 A
0,005 =

Spesifik aktivite
pmol/dakika/mg protein

(a) 300 cGray 600cGray 900cGray 1200cGray 1500 cGray

0,06 7 H D.radiodurans (yabanil)

0,05 - i D.radiodurans (pUC 8)

M D.radiodurans (pUC 8:15)
0,04 -

0,03 -

Spesifik aktivite
pmol/dakika/mg protein

0,02 -

0,01 - T

300cGray 600cGray 900cGray 1200cGray 1500cGray

(b)

Sekil 4.3. Iyonize radyasyon uygulanan D. radiodurans ve rekombinant bakterilerinde (a) 6 saat (b) 24
saatlik hiicrelerin radyasyon dozuna bagli olarak siiperoksit dismutaz aktivitesi

Sekil 4.3 (a)’ da goriildiigii gibi 6 saatten gelen D. radiodurans’in yabanil
susuna bakildiginda radyasyon dozunun artisina paralel olarak genel anlamda bir artis
gosterdigi saptanmistir. Kiiltiirlin bu erken fazinda (6 saat) en yiiksek siiperoksit
dismutaz aktivitenin 1500 cGray radyasyon uygulanan yabanil sus Orneklerinde
saptanmistir. En diisiik siiperoksit dismutaz enziminin aktivite degeri de 1500 cGray
radyasyon uygulanan vgh® rekombinant susunda oldugu goriilmiistiir. Bu radyasyon
uygulanan D. radiodurans’in yabanil susu vgh* rekombinant susuyla kiyaslandiginda
SOD aktivitesinin 42 kat daha fazla oldugu belirlenmistir.

Goriildiigii  gibi  vgh® ve vgbh rekombinant suslar1 yabamil susuyla

kiyaslandiginda hem 6 saat hem de 24 saat orneklerinde SOD aktivitesinin diistiigii
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belirlenmistir. 24 saat’de 1200 cGray uygulanan D. radiodurans’m yabanil susu vgh*
rekombinantiyla karsilastirildiginda 1,8 kat daha fazla oldugu saptanmistir. 1500 cGray
de ise bu bakteriler arasindaki farkin 2.7 kat olarak D. radiodurans’in yabanil susunun

daha fazla SOD aktivitesi oldugu goriilmiistiir.

4.4.2. Katalaz (CAT) Aktivitesi

Farkli dozlarda iyonize radyasyon uygulanan D. radiodurans bakterisinin
yabanil susu ile bu bakterinin pUCS8 plazmidini tasiyan rekombinanti ve ayni plazmidin
vgb geni tasiyan formu olan pUCS:15 plazmidini tasiyan rekombinant hiicrelerinin

katalaz aktivitesi Sekil 4.4’de gdsterilmistir.

10 - M D.radiodurans (yabanil)
2 o ]: s D.radiodurans (pUC 8)
8 -
-] M D.radiodurans (pUC 8:15)
8 7 -
33
gy ©
=% 5 1
X =
3 4
3'7, 3 A
g, |
1 5|
O l

300cGray 600cGray 900cGray 1200cGray 1500cGray
(a)
147 M D.radiodurans (yabanil)
12 4 I M D.radiodurans (pUC 8)
I M D.radiodurans (pUC8:15)

Spesifik aktivite
pmol/dakika/mg protein
(=3}

1

300 cGray 600 cGray 900cGray 1200cGray 1500cGray

(b)

Sekil 4.4. Tyonize radyasyon uygulanan D. radiodurans yabanil ve rekombinant bakterilerinde (a) 6 saat

ve (b) 24 saatlik hiicrelerin radyasyon dozuna bagli olarak katalaz aktivitesi

Sekil 4.4°e genel olarak bakildiginda, 6 ve 24 saatlerde D. radiodurans’in vgb’
rekombinant susunun daha fazla katalaz aktivite gosterdigi saptandi. 24 saate

baktigimizda D. radiodurans yabamil ve vgbh" rekombinant susunun katalaz aktivitesinin
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ayni oldugu vgb™ rekombinant bakterisinin bunlardan daha fazla aktivite gosterdigi
goriilmektedir. 6 saat de 1500 cGray radyasyonda vgb iceren bakterisi yabanilla
karsilagtirilinca 2.2 kat daha fazla, 24 saat’lik hiicrelerin 900 cGray radyasyon dozuna
maruz kalan vgb™ rekombinant susu yabanil ile kiyaslaninca yaklasik 1.6 kat artig

gosterdigi saptanmistir.

4.4.3. Glutatyon (GSH) Miktan

D. radiodurans bakterisinin yabanil susu ile bu bakterinin pUC8 ve pUCS8:15
plazmidini tasiyan rekombinant hiicrelerine farkli dozlarda iyonize radyasyon
uygulandiktan sonra glutatyon (GSH) miktar1 saptanmis ve Sekil 4.5°de verilmistir.

B D.radiodurans (yabanil)

kd D.radiodurans (pUC 8)
M D.radigdurans (pUC 8:15)

Spesifik aktivite
pmol/dakika/mg protein

300 cGray 600cGray 900cGray 1200cGray 1500 cGray

H D.radiodurans (yabanil)

i D.radiodurans (pUC 8)

M D.radiodurans (pUC 8:15)

Spesifik aktivite
pmol/dakika/mg protein

300cGray 600cGray 900cGray 1200cGray 1500 cGray

(b)

Sekil 4.5. Tyonize radyasyon uygulanan D. radiodurans yabanil susu ile bu bakterinin pUC8 ve pUCS8:15
plazmidini tagiyan rekombinant bakterilerin (a) 6 saat (b) 24 saatlik hiicrelerindeki GSH miktari
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Glutatyon miktarina bakildiginda kiiltiirtin hem erken fazinda (6 saat) hem de
ileri fazinda (24 saat) D. radiodurans yabanil susu ile bu bakterinin pUCS8 ve pUCS:15
plazmidini tasiyan rekombinant bakterileri kiyaslandiginda en fazla yabanil susta
oldugu goriiliimiistiir. 6 saat diisiik doz (300 cGray) radyasyona bakildiginda yabanilin
vgh" rekombinant bakterisine gore 7 kat daha fazla, yiiksek dozda ise yine bu bakteri
suslar1 arasinda yaklasik 11.6 kat daha fazla GSH miktar1 oldugu belirlenmistir. 24 saate
diisiik dozda D. radiodurans yabanil susu ile bu bakterinin pUCS8:15 plazmidini tasiyan
rekombinant bakterisi kiyaslandiginda yaklasik 6.4 kat daha fazla, yiiksek doz
radyasyonunda ise bu oranin yaklasik 3 kat daha fazla oldugu saptanmistir (Sekil 4.5).

4.5. Radyasyon Sonrasi Bakterilerin Canh Hiicre Sayilar

Calismanin bu kisminda, farkli inkiibasyon zamanlarindan gelen ve degisik
dozlarda (300, 600, 900, 1200, 1500 cGray) iyonize radyasyonu uygulanan D.
radiodurans 1n yabanil susu ve onun vgh" rekombinant susu ile vgh igermeyen (vgh’)

suslarinin doz artisina bagh olarak canli hiicre sayilarindaki azalis da ¢alisilmustir.

Cizelge 4.4. D. radiodurans m yabanil susu ve onun vgh* rekombinant susu ile vgb igermeyen (vgh)
suslarinin iyonize radyasyon sonrasinda doz artigina bagli olarak canli hiicre sayilari. Her veri ii¢
bagimsiz deneyin ortalamasiyla hesaplanmistir

6 saat
Kontrol 300 600 900 1200 1500
cGray cGray cGray cGray cGray
D. radiodurans [yabanil] 0.74x10”  0.71x 10" 0.63x10"  0.62x10"  0.58x10’  0.51x10’
D. radiodurans [pUCS] 105.3x107  97.2x10"  90x10’ 97x10’ 72x10"  43.2x10’
D. radiodurasns [pUC8:15]  98.5x10"  90x10”  69.2x10"  38.6x10"  50.6x10"  43.2x10’

Kontrol 300 600 900 1200 1500
cGray cGray cGray cGray cGray
D. radiodurans [yabanil] 6.5x10°  6.3x10’ 4x10’ 3.9x10’ 3.3x107  4.6x10’
D. radiodurans [pUCS8] 241x107  220x10"  220x107  130.6x10°  128x10’  96.6x10’
D. radiodurasns [pUC8:15] 237x107  226x10"  208x10’  168.6x107  128x10’  106x10’

Cizelge 4.4’e genel olarak bakildiginda, bakteriler doz artisina baglh olarak canlt

hiicre sayilar1 giderek azalmaktadir. Bakteriler en yiiksek iyonize radyasyon dozu
kontrolle kiyaslandiginda en fazla canlilik kaybinin vgh rekombinantinda oldugu

goriildii. 6 saatten gelen vgb susu kontrolilyle karsilastirildiginda canlilik kaybinin
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%58.9 oldugu saptandi. 24 saatlik vgb™ hiicrelerinde ise bu oran %59.9’dur. En az
canlilik kayb1 ise D. radiodurans konakcisinda 6 saatte %31.1 iken 24 saatte %29.2
olarak kaydedilmistir.
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S. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada, farkli dozlarda iyonize radyasyona maruz birakilmis D.
radiodurans R1 (ATCC BAA-816) ve bu bakterinin pUC8 plazmidini tasiyan
rekombinant1 ile aym1 plazmidin vgb geni tasiyan formu olan pUCS8:15 plazmidini
tagiyan rekombinantinin biiyiime ve ¢ogalmasi, oksijen alimi ve gen transformasyonu
sonucu radyodirenglilik 6zelligi arastirilmistir. Bakterilere degisik dozlarda (300, 600,
900, 1200, 1500 cGray) iyonize radyasyon uygulanmis ve yukaridaki 6zelliklerin yam
sira SOD, CAT aktiviteleri ile glutatyon miktari, Mn/Fe oranlar1 ve radyasyon dozuna

bagli olarak bakterilerin canli kalma yiizdeleri belirlenmistir.

VHb/vgb sisteminin, ortam oksijenini tamponlamadaki rolii ve kiiltiiriin ileri
fazlarinda membran transferazlarina aktarilarak yaslhi hiicrelere daha iyi bir solunum,
bliylime ve cogalma yetenegi saglamasi onemli avantajdir [120]. VHb’nin diger bir
onemli rolii genetik miithendislikle olusturulmus VHb geni tasiyan hiicrelerde heterolog
ifadesinin ¢esitli konakg¢ilarda cogunlukla protein ve metabolit sentezinde oldugu kadar
bliylimeyi de olumlu gelistirdigi ortaya konmus [81], vgh ekspresyonu yapan
bakterilerde iireme hizlarinda artis oldugu belirlenmistir [121]. Bu ¢alismada da, D.
radiodurans ve rekombinant suslarin biiyiime-¢ogalma karakteristikleri tespit edilmistir.
Elde ettigimiz sonuglara gore 24 saat kiiltiirlerdeki vgh™ ve vgh* rekombinant suslarinin
yabanil sus ile karsilastirildiginda iireme hizinda yaklasik 140 katlik yiiksek bir artigin
oldugu saptandi.

Calismamizda D. radiodurans yabaml tip kiiltiirler ile vgh* ve vgb
rekombinant sus kiiltiirlerinin 24 saat lireme ortamlarindaki pH degerleri 6lgiilmiistiir.
D. radiodurans yabanil susun 8.7, vgh" ve vgh rekombinant suslarin yaklasik 9.5 pH
degerlerinde kiiltiir ortamlarma sahip olduklari tespit edildi. Bunun nedeni yiiksek
oksijen tiiketen D. radiodorans yabanil susunda solunum zincirinde daha fazla oksijenin
indirgenmesiyle hiicre i¢ine daha fazla proton akisinin olmasi, bu proton akisinin
yabanil susla karsilastirildiginda daha az oksijen tiiketimine sahip rekombinantlarda

daha diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir [122].

Calismamizda farkli inkiibasyon zamanlarindan gelen ve degisik dozlarda
iyonize radyasyon uygulanan D. radiodurans 'm yabanil susu ve onun vgh" rekombinant
susu ile vgb icermeyen (vgh’) suslarinin mangan (Mn) ve demir (Fe) oranlar

belirlenmistir. Genel olarak bakildiginda, rekombinantlar radyodirencliginin bir
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gostergesi olan Mn/Fe orami bakimindan yabanil susa gore daha diisilk bir Mn/Fe
oranina sahip olduklar1 belirlenmistir. pUCS8 ve pUC8:15 rekombinant suslarinin 24 saat
kiiltiir pH degerlerinin yaklasik 9.5, yabanil susun ise 8.7 (Cizelge 4.3, 4.4) olmasi,
Mn/Fe oraninin yabanil susta yiiksek olmasina baglanabilir. Bu sonucu destekleyen bir
calismada, yiliksek pH ortaminin Mn redoks dongiisiinii inhibe ettigi ve bunun sonucu
olarak protein oksidasyonundaki artigla birlikte bakterinin iyonize radyasyona daha

duyarl hale geldigi gosterilmistir [31].

Cesitli biyotiretimlerde oksijen konsantrasyonunun belli kritik seviyelerin altina
diismesi en Onemli belirleyici olup, bdyle sistemlerde hiicrelere etkin bir oksijen alim
ozelligi kazandiran Vitreoscilla hemoglobininin kullanilmasinin hiicreye 6nemli avantaj
saglayacagi diisliniilmiistiir. Ayrica ¢alismamizda, farkli dozlarda radyasyona maruz
birakilan D. radiodurans ve onun rekombinant suslarinda SOD, CAT ve glutatyon

sentezinin farkli diizeylerde etkilendigi saptanmustir.

Iyonize radyasyon, hiicrelerde oksidatif stresi tetikleyerek reaktif oksijen
tiirlerinin olusmasina neden olmaktadir. Oksidatif stresin artmasiyla birlikte antioksidan
sistemde yer alan enzimlerin aktivitelerinde degisiklikler meydana gelmektedir.
Radyasyonun neden oldugu oksidatif stresi gostermek, antioksidan savunma sisteminde
yer alan enzimlerdeki degisimlerin saptanmasiyla aciklanabilmektedir [123].
Calismamizda, kiiltiirlerin erken (6 saat) ve ge¢ fazinda (24 saat) D. radiodurans ve
onun rekombinant suslarina, farkli dozlarda iyonize radyasyon uygulanmistir. Farkli
dozda radyasyon uygulamalarina bagli olarak her ii¢ susun SOD aktivitelerinde susa
bagli degisiklikler oldugu saptanmustir. Farkli radyasyon dozlarina maruz birakilan D.
radiodurans ve onun rekombinant suslarinin SOD aktivitelerinde o6zellikle yabanil
susun yiiksek aktivite gosterdigi ve doz artisina bagli olarak 6 saatte artis; 24 saatte ise
genel olarak azalis oldugu gorilmiistir (Sekil 4.4). Benzer bir calismada D.
radiodurans’a radyasyon uygulanmasi sonucunda, SOD ve CAT aktivitelerinin yiiksek
oldugu ortaya konmustur [41]. D. radiodurans ve E. coli’nin gama iyonize radyasyon
sonrast SOD ve CAT enzim aktivitelerindeki degisikliklerin karsilastirildig1 baska bir
caligmada ise farkli dozlarda iyonize radyasyon uygulanmasma bagli olarak D.
radiodurans’in SOD ve CAT aktivitelerinde artis gozlendigi bildirilmistir [124].
Calismamizda kiiltiiriin erken fazinda (6 saat) en yiliksek siiperoksit dismutaz
aktivitesinin 1500 cGray radyasyon uygulanan yabanil sus Orneklerinde oldugu

saptanirken, en diisiik siiperoksit dismutaz aktivite degeri ise 1500 cGray radyasyon
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uygulanan vgh" rekombinant susunda goriilmiistir. Bu radyasyon dozunda, D.
radiodurans’in yabanil susunun SOD aktivitesinin, vgh* rekombinant susuna gore 42
kat daha fazla oldugu belirlenmistir. 1200 cGray uygulanan 24 saat kiiltiirlerinde
yabanil susun SOD aktivitesinin vgh" rekombinantindan 1.8 kat, vgh rekombinant
susundan ise yaklagik 2.1 kat daha fazla oldugu saptanmistir. 1500 cGray’de ise yabanil
susun SOD aktivitesinin vgh" rekombinant susdaki SOD aktivitesinden yaklasik 2.7 kat,
vgb~ rekombinant susdaki SOD aktivitesinden ise yaklasik 3.2 kat fazla oldugu
goriilmiistiir. Vitreoscilla hemoglobin geninde, hem oksijenle regiile olan hem de
katabolit baskilanma gosteren baglanma bolgeleri vardir. Katabolit baskilanmay1
promotor iizerinde bulunan cAMP-CRP baglanma bolgesi saglar. Yapilan bir caligmada
Vitreoscilla hemoglobin geninin katabolik baskilama gosterdigi goriilmustiir [125].
Bizim ¢alismamizda da ayn1 sekilde vgh* rekombinantinda katabolik baskilama oldugu
belirlenmistir.

Yapilan bagka bir ¢alismada manganin SOD i¢in bir ko-faktor oldugu ve ortama
eklenen fazladan manganin Deinococcus radiodurans’ta SOD aktivitesini arttirdigi
goriilmiistiir. Ayn1 ¢calismada Mn-SOD’un iyonize radyasyonla daha fazla indiiklendigi
saptanmustir [126]. Calismamizda elde ettigimiz Mn/Fe oranlar1 bize D. radiodurans
yabanil susunun vgh" ve vgh” rekombinant suslardan daha fazla mangan igerigine sahip
oldugunu gostermistir. Bu bulgu, yabanil susun SOD aktivitesinin rekombinant
suslardan neden daha yiiksek oldugunu agiklamaktadir.

Diger bir calismada, D. radiodurans’da duragan fazdaki katalaz aktivitesinin
logaritmik fazdaki aktivitesinden daha fazla oldugu saptanmistir [35]. Calismamizda da
900 cGray radyasyonda vgb™ rekombinant susunun duragan faz (24 saat) katalaz
aktivitesi logaritmik fazdan (6 saat) gelen hiicrelerin aktivitesiyle kiyaslandiginda,
yaklagik olarak 2 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayrica 6 ve 24 saatlerde D.
radiodurans’in vgb™ rekombinant susunun daha fazla katalaz aktivitesi gosterdigi
saptanmugtir. 24 saat kiiltiirlerinde D. radiodurans yabanil ve vgh* rekombinant susunun
katalaz aktivitesinin ayn1 oldugu vgb™ rekombinant susunun ise daha fazla aktivite
gosterdigi goriilmiistiir. 6 saat kiiltiirlerinde 1500 cGray radyasyonda vgb™ igeren bakteri
susu konakcisina gore 2.2 kat daha fazla, 24 saatte ve 900 cGray radyasyonda vgh’
rekombinant susu yabanil susa gore yaklagik 1.6 kat artis gosterdigi belirlenmistir.

D. radiodurans yabanil susunun hiicre i¢i GSH seviyesinin rekombinant suglara
gore daha yiiksek oldugu ve uygulanan radyasyon dozuna bagl olarak da genel bir artig

gosterdigi saptanmustir. Kiiltiiriin hem erken fazinda hem de ileri fazinda D.
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radiodurans yabanil susun glutatyon miktarin rekombinant suslara gére daha fazla
oldugu gortilmiistiir. 6 saatte en diisiik dozda (300 cGray) radyasyon uygulanan yabanil
susun, vgb"* ve vgb rekombinant bakterilerine gore yaklagik 7 kat daha fazla, en yiiksek
dozda (1500 cGray) ise yine yabanil susun rekombinantsuslara gore yaklasik 11.6 kat
daha fazla GSH miktarina sahip oldugu belirlenmistir. Radyasyon uygulanan
rekombinant suslarin, 24 saatte GSH miktarlar1 yabanil susa gore karsilastirildiginda ise
rekombinantlarin diisiik GSH miktarlarina sahip oldugu tespit edilmistir. Radyasyon
uygulamasina bagli olarak rekombinant suslarda 300, 600 ve 900 cGray radyasyon
dozlarinda GSH seviyesinde artis oldugu yabanil susun GSH seviyeleinde ise belirgin
bir degisikligin olmadig1r gorilmiistiir. 900 cGray iyonize radyasyon dozunda yabanil
susun GSH aktivitesi vgh" rekombianant susun GSH aktivitesinden yaklasik 2.3 kat,
vgb™ rekombinanat susun GSH aktivitesinden ise yaklasik 3 kat daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Artan dozlarda ise (1200ve 1500 cGray) hem yabanil hemde rekombinant
bakterilerin GSH seviyelerinde bir azalisin oldugu belirlenmistir. Hiicre i¢i GSH
miktar1 enzim aktivasyonuyla (y-glutamilsistein sentetaz) veya GSH oOnciillerinin
seviyesindeki degisikliklerle meydana gelebilmektedir [124, 127]. Buna gore, 6 saat
yabanil sus kiiltiirlerinde radyasyon dozundaki artisla birlikte radikallerin ortamda
birikmesi, hiicredeki GSH havuzunun azalmasina neden olmus olabilir ve bunun sonucu
GSH sentezi indiiklenerek GSH’1n sentezinin artmasina neden olmus olabilir. 24 saat
rekombinant suslarin 300, 600 ve 900 cGray doz artisina bagli olarak GSH
seviyelerinde meydana gelen artisin GSH-R enziminin indiiklenmesiyle GSH’in
ortamda artmasina bagli olabilecegi ve 900 cGray’den sonra rekombinant suslardaki
GSH miktarimin  azalmasinin ise rekombinant bakterilerin radyasyona olan
duyarliliginin sonucu olusan oksidatif stres ile bu hiicrelerdeki GSH havuzunun
azalmasina baglayabiliriz.

D. radiodurans’n yabanil ve rekombinant suslarmin oksijen tiikketim
karakteristiklerine, kiiltiiriin 6, 9 ve 12 saatlerinde bakilmistir. Bakterilerin oksijen
kullanim karakteristikleri karsilastirildiginda, vgb igeren (vgh™) ve vgh icermeyen
(vgb’) rekombinant suslarin ii¢ kiiltiir fazinda da yabanil susa gore daha az oksijen
tikettigi gorilmiistiir. D. radiodurans yabanil ile D. radiodurans [pUC8] ve D.
radiodurans [pUCS8:15]’'nin en yiiksek oksijen alimmnin kiiltiirlerin erken logaritmik
fazlarinda (6 saat) gerceklestigi, daha sonra 9 ve 12 saate dogru gidildik¢e azalma
oldugu goriilmistiir. Yabanil susun 6 saatteki oksijen tiiketiminin, 12 saate gore

yaklasik 10 kat yiiksek oldugu kaydedilmistir. Ayrica, D. radiodurans’m Vitreoscilla
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hemoglobini sentezleyen susunun (vgh") 6 saatte tiikettigi oksijen miktarinin ise, 12
saate gore 2 kat daha fazla oldugu saptanmustir. Yapilan ¢alismalarda VHb eksprasyonu
yapan rekombinant Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, Xanthomonas
maltophilia bakterilerde bizim sonuglarimiza benzer hem canli hiicre sayisinda artis
hem de oksijen aliminda rekombinant suslar yabanillariyla kiyaslandiginda diistisiin
oldugu belirtilmistir [121]. Vitreoscilla hemoglobinin konak¢1 bakterilere daha iyi bir
oksijen baglama kapasitesi saglamasi diisiiniilebilir ancak bizim ¢alismamizda
rekombinant suslarda yabanil susla karsilastirildiginda ¢ok daha diisiik oksijen aliminin
gerceklesmesi bakterilere plazmid tarafindan yiiklenmis olan ekstra metabolik yiikle
ilgili olabilir.

Farkli inkiibasyon zamanlarindan gelen ve degisik dozlarda iyonize radyasyonu
uygulanan bakterilerde, doz artisina bagli olarak canli hiicre sayilarinin giderek azaldig:
saptanmistir. Bakteriler en yliksek iyonize radyasyon dozu kontrolle kiyaslandiginda en
fazla canlilik kaybinin vgb rekombinantinda oldugu goriildii. En az canlilik kayb ise D.
radiodurans yabanil bakteride oldugu kaydedildi. Yapilan bir ¢calismada, zengin demir
(Fe) ve diisiik mangan (Mn) igeren hiicrelerde (yani Mn/Fe orami diisiik) radyasyona
olan duyarliligin arttig1 rapor edilmistir [128]. Yiiksek Mn/Fe orani iyonize radyasyon
sonras1t meydana gelen protein oksidasyonuyla yakindan baglantilidir. Yiiksek hiicre igi
Mn orani protein oksidasyonunu azaltmakta ve hiicreleri iyonize radyasyon sonrasi
olusan oksidatif stresden korumaktadir. Bizim verilerimize gére Mn/Fe oraninin en
yuksek oldugu bakteri susumuz D. radiodurans yabanil, en diisiik oranin ise vgb’ ile
vgh" rekombinantlardadir. Bu da bize en fazla canlilik kaybinin rekombinant suslarda,

en diistigliniin ise yabanilda goriilmesini ac¢iklamaktadir.

Sonug olarak, radyasyona direngliligiyle Guiness rekorlar kitabina girmis olan
D. radiodurans’ta ilk kez bu ¢alismada arastirilmis olan vgb/VHb sisteminin biiyiime,
cogalma, oksijen alimi, radyodiren¢ 6zelligi ve bunu saglayan Fe ve Mn orani ile
antioksidan seviyesi arasindaki iliski arastirilmis ve sadece VHb’ninin degil ayni
zamanda yabanct bir vektoriin (pUCS8) yabanil konak¢iya aktarilmasmin onun
yukaridaki tiim 6zellikleri tizerinde degisik ve ¢ogu zaman dramatik etkilerle kendisini

gosterdigi saptanmugtir.
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