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OZET

Doktora Tezi

DEINOCOCCUS RADIODURANS’IN HUCRE iCI pH HOMEOSTASISINDE GOREVLI
BAZI GENLERININ IFADE DUZEYLERINE GAMA ISINI VE pH ETKISININ RT-
QPCR YONTEMI ILE INCELENMESI

Mehmet KUZUCU

Erzincan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog¢. Dr. Murat CANKAYA

D. radiodurans spor olusturmayan, hareketsiz, kiiresel yapili, aecrob ve gram-pozitif bir
bakteridir. Diinya’nin radyasyona en dayanikli oksijenli solunum yapan canlist olarak
Guiness rekorlar kitabina giren D. radiodurans, iyonize radyasyonun yan sira; diisiik nem,
UV-C isinlari, yiiksek konsantrasyonda reaktif oksijen tiirevleri ve mitomisin C gibi
genotoksik ajanlara da direng gosterebilmektedir.

Tez ¢alismasinda D. radiodurans’in farkli pH sartlarinda inkiibasyon ve radyasyon
uygulamasiyla pH regiilasyonunda rolii oldugu diisiiniilen bazi genlerinin etkinligi RT-gPCR
yontemi ile incelenmistir. Caligmada referans geni olarak gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz
kullanilmistir. Arastirmada, B-karbonik anhidraz, hidrojenaz (HypA ve HypB genleri),
H*/Na’-glutamat simport membran kanal proteini, katyon degistirici membran kanal proteini,
arginin dekarboksilaz, glutamat sentaz biiylik altbirimi, V-tip ATP sentaz altbirim-C,
sitokrom C oksidaz altbirim-1, siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi, NADH
dehidrogenaz altbirim-B ve iireaz yardimci protein (UreE ve UreG genleri) genlerinin ifade
diizeyleri incelenmistir. Ayrica D. radiodurans’in farkli pH’larda ki besiyerlerinde pH
regiilasyonunu nasil gerceklestirdigini pH-duyarli bir prob olan pHrodo" floresan boyasi
yardimiyla floresan 131k mikroskobu kullanilarak incelenmistir.

Yapilan denemelerde, farkli pH’larda inkiibe edildiginde farkli zamanlarda, izlenen bazi
genlerin ifade diizeylerinde anlamli degisimler belirlendi. Radyasyon uygulanan kiiltiirlerde
en yiiksek ifade diizeyi 884,65 kat degisimle UreE geninde tespit edilmistir. Ayrica V-tip
ATPaz’da referans genine gore ifade diizeyinin 546,33 kat arttig1 belirlenmistir.

2016, 198 sayfa

Anahtar Kelimeler: D. radiodurans, pH regiilasyonu, radyasyon, RT-gPCR



ABSTRACT

Doctoral Thesis

INVESTIGATION THE EFFECTS OF GAMA RADITAION AND pH ON THE
EXPERSSION LEVELS OF SOME GENES INCLUDED IN THE CELL pH
HOMEQOSTASIS OF DEINOCOCCUS RADIODURANS BY RT-QPCR METHOD

Mehmet KUZUCU

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat CANKAYA

D. radiodurans is a non-spore forming, non-motile, spherical shaped, aerobic and gram-
positive bacteria. D. radiodurans, which entered into the Guiness records book as the world's
most resistant aerobic organism to radiation also resistant to low moisture, UV-C rays, high
amounts of reactive oxygen species, and genotoxic agents such as mitomycin C.

In the thesis study, the efficacy of D. radiodurans genes thought to play a role in pH
regulation in response to incubation and radiation application of different pH conditions was
examined by RT-qPCR method. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene was used
as reference gene in the study. In the research, expression levels of B-carbonic anhydrase,
hydrogenase (HypA and HypB genes), H'/Na" -glutamate symport membrane channel
protein, cation exchange membrane channel protein, arginine decarboxylase, glutamate
synthase major subunit, V-type ATP synthase subunit-C, succinate dehydrogenase
cytochrome subunit, NADH dehydrogenase subunit-B, and urease accessory protein (UreE
and UreG) genes were examined. In addition, how D. radiodurans performed in pH
regulation in different pHs mediums was examined by using fluorescence light microscopy
with a pH-sensitive probe, pHrodo® fluorescent dye.

Significant changes in expression levels of certain genes were observed at different times
when incubated at different pHs. The highest expression level fold, 884,65-fold was detected
in the UreE gene treated with radiation culture. It was also found that the V-type ATPase
level 546,33-fold more compared to the reference gene.

2016, 198 pages

Keywords: D. radiodurans, pH regulation, radiation, RT-qgPCR
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1. GIRIS

Lambda-CDM uyumluluk modeline gore 13,798+0,037 bilyon (13,798i0,037X109)
yil yasinda olan kainatimiz Biiyiik Patlamanin ardindan birgok olaganiistii atmosferik

ve iklimsel degisikliklere sahne olmustur (Ade vd., 2014).

Kainatin dogusundan bu giine canlilik; yiiksek sicaklik, yiiksek basing, diisiik su
miktarlari, degisken atmosfer kompozisyonu ve yiiksek radyasyon gibi bir¢ok
zorlayic fiziksel ve kimyasal kosul altinda direng gostermeye ¢alismistir. Bu zorlu
sartlar altinda yagsamin1 devam ettirmeyi becerebilen canlilar bir sonraki nesillerine
bu yasam tecriibelerini genetik yapilariyla aktarmis ve glinlimiize kadar gelerek bize

dayanikliliklarinin sirlarin1 sunmuslardir.

Gilinlimiizde, 6nemli bir kism1 insan kaynakli ¢evresel hatalar ile yeniden yasami
olumsuz ydnde etkileyen bazi sartlarin olustugunu gérmekteyiz. Insan kaynakli dogal
siirecleri bozan en Onemli etken radyoaktivite kullaniminin artisidir. Gelisen
teknolojinin toplumlarin yasamlarina yonelik yaptigi buluslar ile artan enerji talebi,
saglik alaninda kullanilan bazi yOntemler, niikleer savaslar, bina yap1
malzemelerinde bulunan radyoaktif elementler ve niikleer kazalar gibi farkli
kaynaklar ile dogal olmayan etkenlerden dolay:1 toplam alinan radyasyon dozu giin
gectikce canlilar {izerinde olumsuz sonuglar dogurmaktadir (Greinert vd., 2015;
McColl vd., 2015; Radiation, 2015).

Canlilarin tiimiinii etkileyen radyoaktivite artis1 akut ve kronik bazi sorunlara yol
acabilmektedir. Radyasyonu tolere yetenegi canlilar arasinda birbirlerinden farkl
olmakla birlikte, etkinin hangi biyomolekiiller {izerinde yogunlastifina gore de

zararin derecesi degismektedir.



Iyonize 1gmnlarm hiicrelerde yol actigr etkilerin; fiziksel degisimlerin metabolizma
biitiinligline etkisine degin biiyliyen bir karmasada gézlemlenmesi gerekmektedir.
Bu incelemeler oncelikle, iyonize 1smin bir hiicredeki fiziksel sartlar1 degistirme
olgusunun iizerinden yapilan degerlendirmeler ile 6lgek biiyiitiilerek; fizikokimyasal
degisimler, kimyasal degisimler ve biyolojik degisimler gdzlemlenmesi sirasina

dayanmaktadir.

Hiicredeki fiziksel degisimler 10™ saniyede meydana gelirken, metabolik sonuglar
daha uzun vadede ortaya ¢ikabilmektedir. Bu sonuclar DNA’daki bir mutasyon, bu
mutasyonun kansere yol agmasi veya hasarin otolize sebep olmasi gibi farkli

ihtimallerin ortaya ¢ikmasi ile meydana gelebilmektedir (McColl vd., 2015).

Canlilarda bu etkinin olugmasi iyonize radyasyonun sogurulmasiyla baslamaktadir.
Dozun miktari, siiresi, periyodu, hiz1 ve dagilimi hiicrelerdeki etkisinin nitel ve nicel

sonugclari agisindan 6nemli parametrelerdir.

Radyoaktif enerjinin hiicreler tarafindan sogurulmasiyla biyomolekiillerde dogrudan
veya dolayli olarak hasarlar olugsmaktadir. Biyomolekiillerde alinan enerji sonucu
atom iyonizasyonu ile yap1 biitlinliigliniin bozulmasina dogrudan etki denilmektedir.
DNA, RNA, proteinler, lipidler, karbohidratlar ile bunlarin yapisal ve fonksiyonel
biitiin konjugelerinde ki kovalent baglarin iyonizasyonu seklinde goriilen dogrudan
etki, en yikict sonuglarini DNA iizerinde gostermektedir (McColl vd., 2015; Keha ve
Kiifrevioglu, 2015).

Bu yiiksek enerji ile DNA’nin; fosfat omurgasi, riboz sekeri veya niikleobazlar ve
bunlar arasindaki tim kovalent baglarin yikimi gerceklesebilmektedir. Bu bag
kopmalar1 ile biyomollekiiller ya aktivitelerini tamamen kaybetmekte ya da
metabolik bozukluklara sebep olan fonksiyon degisikliklerine ugramaktadirlar

(McColl vd., 2015; Keha ve Kiifrevioglu, 2015).



Radyasyon ile hiicre icerisinde toplam enerji artist sonucu olusan serbest
radikallerden dolay1r biyomolekiillerin hasara ugramasina ise dolayli etki adi
verilmektedir. Dolayli etkide iyonize radyasyonun hiicre igerisinde en bol bulunan
molekiil olan su ile etkilesimi sonucu serbest oksijen radikallerinde artis olmaktadir.
Olusan reaktifler metabolizma icerisinde reaksiyonlarin tamamen inhibisyonuna,

istenmeyen liriin olusumuna veya yavaslamasina sebep olmaktadir.

Ozetle serbest oksijen radikalleri; karbohidratlarin okzaloaldehitlere déniismesini,
lipidlerin peroksidasyonunu, proteinlerin yapilarinin bozulmasini ve niikleik asitlerde

farkli lezyonlarin olusumunu indiiklemektedirler.

Iyonize radyasyon hiicrede en ¢ok su molekiilleriyle karsilasmaktadir. Bu karsilasma
ile su radyolizise ugrayarak pH dengesizlikleri olusturmaktadir. Suyun radyolizisi ile
fizikokimyasal olarak 10™°-10"? saniyede gergeklesen ara reaksiyonlar sonucu

ortaya ¢ikan bu denge kayb1 yasami olumsuz etkilemektedir (Le Caér, 2011).

Hiicrede meydana gelen bu pH dengesizligi, metabolizmanin tamaminda katalitik rol
oynayan enzimlerin aktivitelerinin azalmasina hatta tamamen inhibisyonuna sebep

olmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2015).

Iyonize radyasyonun en onemli litik etkisini DNA iizerinde gosterdigi ve bu
hasarlarin tamirinde gorev alan birgok enzim oldugu bilinmektedir. Iyonize
radyasyondan dolay1 olusan hasarlarin tamir edilmesinde gorev alan tiim enzimatik
reaksiyonlarin inhibe olmasi bu paradoksun 6nemli bir sorusunu akla getirmektedir.
Uzerinde yogunlasmis ¢alismalara ragmen D. radiodurans’in yiiksek oksidasyonun
oliimciil etkilerine karst korunmak icin kullandig1 enzimatik ve enzimatik olmayan
mekanizmalar  biitiinliyle anlasilamamistir  (Daly vd., 2004; Agapov ve
Kulbachinskiy, 2015).



Deinococcus radiodurans gibi radyotolerant canlilar ¢ift DNA kiriklart gibi kisa
zamanda onarilmasi gereken Onemli hasarlari, bilindigi kadariyla optimum pH’s1
yaklasik 7,4 olan enzimleri ile 1-1000 femtosaniye de nasil tamir etmektedir?
Hiicrenin karsilastig1 ilk sorun olan pH dengesizligini giderebilmek i¢in hangi enzim

veya sistemleri kullanmaktadir?

Tez caligmasinda D. radiodurans’in pH dengesini saglamak i¢in hangi sistemlerini
kullandigi; RT-qPCR yontemi ile incelenmistir. Calismada referans geni olarak
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz kullanilmistir. Farkli deney setlerinde, f-
karbonik anhidraz, hidrojenaz (HypA ve HypB genleri), H"/Na*-glutamat simport
membran kanal proteini, katyon degistirici membran kanal proteini, arginin
dekarboksilaz, glutamat sentaz, V-tip ATP sentaz, sitokrom C oksidaz, siiksinat
dehidrogenaz, NADH dehidrogenaz ve iireaz (UreE ve UreG genleri ile) gibi pH
homeostasisinde gorev aldig diisiiniilen genlerin ifade diizeyleri incelenerek olasi

metabolik senaryolar olusturulmustur.

Ayrica D. radiodurans’in farkli pH’larda ki besiyerlerinde pH regiilasyonunu nasil
gerceklestirdigini pH-duyarli bir indikator olan pHrodo® floresan boyasi yardimiyla

floresan 151k mikroskobu kullanilarak incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Deinococcus radiodurans

Deinococcus radiodurans ilk olarak 1956 yilinda Amerika Birlesik Devletleri,
Oregon State Universitesi, Oregon Tarimsal Deneyler Tesisinde konserve etlerin
kullanim siiresini uzatmak i¢in gama 1511 ile sterilizasyon denemelerinde Arthur W.
Anderson tarafindan tespit edilmistir. Yapilan bu denemede 4000 Gy gama igini
uygulanmis konserve etlerin bozuldugunu gézlemleyen Anderson kirmizi pigmentli
bu bakteriyi izole etmistir. Ik olarak Micrococcus cinsinde siniflandirilan bakteriye
radyasyona dayanikliligindan dolay1 “radiodurans” tiir ismi verilmistir. 1986 yilinda
baslayan molekiiler sistematik alanindaki ¢aligsmalar ile anlami Yunancada “miithis
tanecik”, ‘“korkung tanecik” olan “Deinococcus” cinsi olusturularak yeniden

smiflandirilmistir (Murray, 1986).
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Sekil 2.1. Deinococcus radiodurans’in SEM goriintiileri



D. radiodurans spor olusturmayan, hareketsiz kiiresel yapili, aerob ve hiicre
duvarmin kimyasal kompozisyonu her ne kadar Gram-negatiflere benzesede Gram-
pozitif bir bakteridir (Sekil 2.1). Patojen olmayan D. radiodurans, katalaz-pozitif ve
mezofilik bir canlidir. Boyutlar1 0,5-3,5 um arasinda degisen bu proteolitik bakteri
kiiresel yapida olup sivi kiiltiirde tekli hiicreler halinde, kat1 besiyerinde ve sivi
besiyerinde ge¢ stasyoner fazda tetratlar olarak bulunmaktadir (Murray, 1986;
Makarova vd., 2007).

30 °C’de TGY (% 0,5 tripton, % 0,1 glukoz, % 0,3 maya 0ziitii) besiyerinde ikilenme
zamani yaklasik olarak 2 saat olan D. radiodurans diinya’nin radyasyona en

dayanikli oksijenli solunum yapan canlist olarak Guinness rekorlar kitabina girmistir

(White vd., 1999).

D. radiodurans iyonize radyasyonun yani sira; diisik nem, UV-C igmlari, yiiksek
miktardaki reaktif oksijen tiirevleri ve mitomisin C gibi genotoksik ajanlara direng
gosterebilmektedir (Thornley vd., 1965; Murray, 1992; White vd., 1999). Buna
karsin bazi fosfolipid sentezi, translasyon ve transkripsiyon inhibitorlerine karsi

duyarli oldugu bilinmektedir (Hawiger ve Jeljaszewicz, 1967).

D. radiodurans’m olaganiisti sartlara dayanikliligindan dolay1r  ozellikle
karsilastirmali metabolik caligmalarinda ve radyoaktif atiklar ile kontamine olmus
bolgelerin biyoremediasyonu konusunda popiilaritesi gittik¢ce artmaktadir (White vd.,
1999; Makarova vd., 2001).

2.1.1. Sistematikteki yeri

Deinococcus cinsinde 2016 itibariyle NCBI (National Center for Biotechnology
Information) veritabanina kayitli, isimlendirme yapilmig 60 tiir bulunmaktadir (Tablo
2.1). Deinococcus radiodurans ilk olarak morfolojik ve fizyolojik yapisindan dolay1
Micrococcus radiodurans olarak adlandirildi. Daha sonra molekiiler sistematigin

gelismesiyle 1980’lerde yapilan farkli ¢alismalarda 16S ve 5S rRNA dizi analizleri



sonucu bu canlinin Thermus cinsiyle benzerligi olan farkli bir grup altinda

simiflandirilmasi gerektigi belirlendi (Sekil 2.2) (Brooks ve Murray, 1981; Bakeeva
vd., 1986; Hensel vd., 1986; Woese, 1987; Weisburg vd., 1989).

Tablo 2.1. Deinococcus cinsine dahil tiirler

Tiirler

Deinococcus soli
Deinococcus actinosclerus
Deinococcus aeria
Deinococcus aerius
Deinococcus aerolatus
Deinococcus aerophilus
Deinococcus aetherius
Deinococcus alpinitundrae
Deinococcus altitudinis
Deinococcus antarcticus
Deinococcus apachensis
Deinococcus aquaticus
Deinococcus aquatilis
Deinococcus aquiradiocola
Deinococcus aquivivus
Deinococcus caeni
Deinococcus cellulosilyticus
Deinococcus citri
Deinococcus claudionis
Deinococcus daejeonensis

Deinococcus depolymerans
Deinococcus deserti
Deinococcus enclensis
Deinococcus ficus
Deinococcus frigens
Deinococcus geothermalis
Deinococcus gobiensis
Deinococcus grandis
Deinococcus hohokamensis
Deinococcus hopiensis
Deinococcus humi
Deinococcus indicus
Deinococcus maricopensis
Deinococcus marmoris
Deinococcus metalli
Deinococcus misasensis
Deinococcus murrayi
Deinococcus havajonensis
Deinococcus papagonensis
Deinococcus peraridilitoris

Deinococcus phoenicis
Deinococcus pimensis
Deinococcus piscis
Deinococcus proteolyticus
Deinococcus puniceus
Deinococcus radiodurans
Deinococcus radiomollis
Deinococcus radiophilus
Deinococcus radiopugnans
Deinococcus radiotolerans
Deinococcus reticulitermitis
Deinococcus roseus
Deinococcus sahariens
Deinococcus saxicola
Deinococcus sonorensis
Deinococcus swuensis
Deinococcus wulumugiensis
Deinococcus xinjiangensis
Deinococcus yavapaiensis
Deinococcus yunweiensis

Deinococcus, Thermus subesi ile ¢cok yakin 6zelliklere sahip olup her ikisinin de
erken-evrimsel siiregte ayni atadan tiredikleri disiinilmektedir (Gupta, 1998;
Omelchenko vd., 2005). Filogenetik arastirmalarin ardindan bu benzerlikler iki
subenin birlestirilmesine sebep olmustur. D. radiodurans, bu subedeki Thermus
thermophilus ile genomlarindaki GC igerigi, karatenoid bulundurmalari, oksijenli
solunum yapmalari, katalaz pozitif olmalar1 ve her ikisinin de peptidoglikan
tabakalarinda A3 B-murein kemo-tip bulunmasindan dolay1 sistematik olarak yakin
iligkili goriilmiistiir (Makarova vd., 2001; Omelchenko vd., 2005).



—8Y11329 Deinococcus grandis DSM 3863

_:l‘ﬂ 1332 Deinococcus rodiodurans DSM 20539
AJE49111 Deinococeus indicus Wi/ 1a

————=AY743262 Deinococcus hoplensis KR—140

AJ5B5984 Deinococcus saxicoln AA—T444

M AJ585881 Deinococeus frigens AA-682
AJSB5986 Deinococcus marmoris AA-63
11334 Deinococcus rodiopugnans ATCC 19172

ABOB7288 Deinococcus ceriug TRO125
AY743264 Deinococcus opachensis KR-36
ABOB7287 Deinococcus aetherius STO316
CPOO0O35E Dei s geothermalis DSM 11300
13041 Deinococcus murrgyl ALT=10

EU477832 Deinococcus phoenicis 1PTOME

M DO344834 D s yunweiensis YIM 007

711330 Deinococcus erythromyxa ATCC 187
EF141348 Deinococcus peraridilitaris KR-200
AY743280 Deinococcus papagonensis KR-241
AY743279 Deinococcus yavapaiensis KR-236
W AYT43277 Dei pimensis KR-235
# DOBB3B0Y Dei us cellulosilyticus 5518415
CPO02454 Deinococcus maricopensis DSM 21211
EFE35408 Dei 18 alpini ME-04-04-52
DOEBI34E Delnococcus plscis 3ox
CPQ02536 Deinococcus proteoiyticus DSM 20540
11333 Deinococeus rodiophilus DSM 20551
AYT43283 Deinococcus sonorensis KR—B7
EFB35404 Deinococeus radiomollis PO-04-20-132
EF835406 Deinococcus claudionis PO-04-18-125
EF635407 Deinococcus altitudinis ME-04-01-32
- CPO02191 Del goblensis CGMCC 17299
CPD01114 Deinococcus deserti VCD115

—EAYHJZSS Deinococcus hohokamensis KR—40

AY743258 Deinococcus navajonensis KR—114

DOOD3135 Dei baiensis CON—1

Sekil 2.2. 2016 itibariyle Deinococcus cinsine dahil 16S rRNA analizleri yapilmis
tiirlerin filogenetik diyagrami (strainfo)

Eubacteria alemi igerisinde bulunan D. radiodurans, giinimiizde Deinococcus-

Thermus subesi igerisinde siniflandirilmaktadir (Sekil 2.3).

Ust Alem
Bacteria

Terrabacteria

Sube

Demococcus-Thermus

Smf
Deinococet

Takim
Deinococcales

Familya
Deinococcaceae

Cins
Deinococcus

A 4

Deinococcus radiodurans

Sekil 2.3. Deinococcus radiodurans’in siniflandirilmasi

|¢




2.1.2. Habitat1 ve morfolojisi

D. radiodurans diinyanin farkli bolgelerinde; topraktan, organik besin yoniinden
zengin; hayvan diskisindan, islenmis et iirlinlerinden, bunun yani sira besin
yoniinden fakir ve diisiik nem seviyesine sahip; hava ile temas halindeki granit
yiizeylerinden, Antarktik kuru vadilerden, kurak ¢ol topraklarindan, ev tozundan,
radyasyona maruz birakilmis medikal aletlerden izole edilmistir. D. radiodurans
yiiksek neme dayanikli bir canli degildir (Counsell ve Murray, 1986; Masters vd.,
1991; Battista, 1997; White vd., 1999; Dose vd., 2001; Rainey vd., 2005).

Deinococcus cinsine mensup termofilik ve psikrofilik tiirlerde olmasina kargin D.
radiodurans’in uygun yasam sicakligi 30 C olup mezofilik bir bakteridir. Canlinin
biiyiime hizinda 37°C’ye kadar herhangi bir problem gozlemlenmezken, 45T’ de
bliylimede ve c¢ogalmada durma daha yiiksek sicakliklarda yasama kabiliyetinin
kaybolmasi so6z konusu olmaktadir (Battista, 1997; Dose vd., 2001; Blasius vd.,
2008).

D. radiodurans proteolitik bir bakteri oldugundan tipik olarak % 0,5 tripton, % 0,3
maya 0ziitii ve % 0,1 glukoz iceren besiyerinde, oksijence zengin kosullarda yaklasik
iki saatte duragan faza gecebilmekte ve mililitrede yaklasik 1x10® CFU hiicre
yogunluguna ulasabilmektedir. Karbon ve enerji kaynagi olarak oncelikle amino
asitleri kullanan D. radiodurans, mangan ve nikotinik asit yoniinden zengin

besiyerlerinde daha iyi gelisim gosterebilmektedir (Earl, 2003; He, 2009).
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Sekil 2.4. D. radiodurans R1 kolonileri

D. radiodurans morfolojik olarak incelendiginde bulundugu faza ve besiyerine gore
degisebilen 0,5-3,5 um’lik ¢ap aralifina sahip kiiresel bir yapiya sahiptir (Murray,
1992).

Gram pozitif olmasi ragmen gram negatif bakterilerin hiicre duvar igerigine sahiptir.
Kolonileri hiicre duvarinda bulunan karotenoidlerden dolayr kirmizi-turuncu renkli
ve diiz kenarl1 yapiya sahiptir (Sekil 2.4). D. radiodurans; Eubacteria ve Arkealarda
karakteristik olan protein ve glikoprotein yapili parakristalin dizilenmesi igeren 50-
60 nm’lik benzersiz bir hiicre duvari yapisina sahiptir (Messner ve Sleytr, 1991;
Sleytr vd., 1993; Bahl vd., 1997; Tian ve Hua, 2010).

Aligilmadik yapist sebebiyle ¢oke¢a arastirilmis bu hekzagonal parakristalin yapi en
distaki konumu sebebiyle S-tabaka (surface=yiizey) olarak adlandirilmistir (Miiller
vd., 1996; Sleytr ve Sara, 1997; Pavkov-Keller vd., 2011).
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Sekil 2.5. D. radiodurans’in hiicre duvarinin elektron mikroskobu goriintiisii (Farci
vd., 2014)

Pigmentasyon 0zelligi bulunan diger bakterilerde karotenoid sitozole dagilmis
vaziyette bulunurken D. radiodurans’da S-tabakanin hegzagonal parakristalin yapisi
icerisinde yerlesmistir. S-tabaka’nin igerigindeki polisakkaritler genel olarak glukoz
ve galaktoz birimlerinden olusurken mannoz ve ramnoz’da az miktarda tespit
edilmistir. Elektron mikroskobu incelemeleriyle tespit edilmis alt1 katmandan olusan
bu hiicre duvar1 yapisinda plazma zarmin hemen f{izerinde delikli bir morfolojiye
sahip peptidoglikan yapili Holey-Tabaka bulunmaktadir (Sekil 2.5). Ornitin amino
asidi yoniinden zengin Holey-Tabakanin Fizyolojik 6nemi tam olarak anlagilamamis
fakat hiicre boliinmesi esnasinda septum olusumuna dahil oldugu tespit edilmistir
(Thompson vd., 1980; Anderson ve Hansen, 1985; Carbonneau vd., 1989; Makarova
vd., 2001; Tian ve Hua, 2010).

2.1.3. Genom yapisi

D. radiodurans’in genomu Kasim 1999’da Genomik Arastirma Enstitiisii (TIGR)
tarafindan Science dergisinde yaymlandi. Claire M. Fraser ve arkadaslarinin
calismasi ile D. radiodurans’in genomunun; 2,65 Mbp, 0,412 Mbp biiyiikligiinde
olan iki kromozom, 0,18 Mb’lik bir mega plazmit ve 0,045 Mb boyutunda bir
plazmitten olustugu belirlenmistir (White vd., 1999).
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Toplam1 3,28 Mbp olan genom igerisinde 3187 ORFs bulunmaktadir. Her hiicrede
bulundugu faza bagli olarak genomdan 1:1:1:1 oraninda 4-10 kopya bulunmaktadir
ve bunun ¢ift DNA tamirinde 6nemli bir yolak olan homolog rekombinasyonda
onemli oldugu distiniilmektedir (Tablo 2.2) (Hansen, 1978; Kitayama ve
Matsuyama, 1981).

Tablo 2.2. D. radiodurans’in genomunun bazi 6zellikleri (White vd., 1999)
Ortalama Protein

Uz(‘ég')“k ORF uzunlugu  kodlama GC icerigi Tfekr:glr

(bp) bolgeleri
Kromozom-1 2643638 913 % 90,8 % 67,0 %18
Kromozom-2 412348 1044 % 93,5 % 66,7 % 1,4
Megaplazmit 177466 1100 % 90,4 % 63,2 %09,2
Plazmit 45704 928 % 80,9 % 56,1 % 13,0
Toplam 3284156 937 % 90,9 % 66,6 % 3,8

D. radiodurans diger tiim bakteri ve arkealarda oldugu gibi horizontal gen transferiyle
birgok canlidan farkli genler almistir. Bu genlerden en dikkat gekenleri dkaryotlardan
transfer olmuslaridir. Ornegin Topoizomeraz IB viriisler yoluyla okaryotlardan D.
radiodurans’a gecis yapmis oldugu diisiiniilen bir gendir. Okaryotlarin disinda; LEA14-
benzeri nem kaybi uyarict protein, RIO1 protein ailesinden Protein kinaz, Tungsten
formilmetanofuran dehidrogenaz gibi arkealardan horizontal gen transferi ile edinildigi
diistintiler proteinler bulunmaktadir. Ayrica yliksek protein homolojilerinden dolayz;
Craterostigma plantagineum bitkisinden ve Polyporaceae cinsi mantarlardan da
horizontal gen transferiyle bazi genlerin aktarildigi disiiniilmektedir (Senkevich vd.,
1997; Cheng vd., 1998; Green vd., 1998).

D. radiodurans genomunda fazlaca mobil genetik element bulundurmasi homolog
rekombinasyonel tamir mekanizmasinda onemli oldugu bulunmustur. Mobil genetik
element olarak; inteinler, insersiyon dizileri (IS), kodlanmayan kii¢iik tekrarlar (SNRs)
ve profajlar icermektedir (Makarova vd., 2001). Bu elementlerden protein yarilma
(splicing) prosesini saglayan iki dizi bulunmustur. Bu diziler; riboniikleotid rediiktazda
ve SWI2/SNF2 ailesi ATPaz’i P-loop motif ile Mg*-baglanma motifi arasinda
bulunmaktadir (Pietrokovski, 1998).
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D. radiodurans her 1000 gende 16,3 IS elementi igermektedir. Bu oran E. coli’de 8,4
olarak bulunmustur (Tablo 2.3). Bu durum D. radiodurans’in genomunun tekrar
diizenlenme yeteneginin daha fazla olmasiyla iligkilendirilebilmektedir. D.
radiodurans’da 52 IS tespit edilmis, bunlardan en ¢ok bulunanlar; 13 kopya ile IS4 DR,
11 kopya ile IS2621 DR ve 8 kopya ile IS200_DR’dir (Makarova vd., 2001).

Tablo 2.3. D. radiodurans ve bazi bakterilerin genomlarindaki IS ve SNRs
elementleri (White, O vd., 1999)

Tiirler Bﬁyﬁcli(lai?girln(Mb) IS sayis1 SNRs sayis1
D. radiodurans 3,3 52 295
B. subtilis 4,2 0 36
E. coli 4,6 37 263
M. tuberculosis 4.4 32 252
Synechocystis spp. 3,6 - 118
A. fulgidus 2,2 13 -

D. radiodurans’in genomunda 316 bolgede 60-215 bp arasinda degisen biiyiikliiklerde
SRE, SMR1, SMR2, SMR4, SMRS5, SMR7, SMR8, SMR9 ve SMR10 olarak kodlanmis
tekrar bolgeleri bulunmaktadir (White vd., 1999).

D. radiodurans’in genomunda; kromozom-1’de (518499-547679 konumunda) ve digeri
kromozom-2’de (80554- 113236 konumunda) olmak iizere iki adet birbiriyle ilgisi
olmayan profaj dizileri bulunmaktadir (White vd., 1999).

2.1.4. Poliekstremofilik ozellikleri

Poliekstremofilikler, birden fazla olaganiistii sartlara adapte olabilen, yasamini
stirdiirebilen canlilardir (Madigan ve Martinko, 2005). D. radiodurans iyonize
radyasyonun, diisiikk nem, UV-C 1sinlari, yiiksek miktardaki reaktif oksijen tilirevleri
ve mitomisin C gibi genotoksik ajanlara direng gosterebilmesiyle poliekstremofil

grubu igerindedir (Thornley vd., 1965; Murray, 1992).
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2.1.4.1. iyonize radyasyon

D. radiodurans iyonize radyasyona en dayanikli aerob canlidir. Canlilik
faaliyetlerinden hicbir sey kaybetmeden 5000 Gy (500000 rad) iyonize radyasyona
dayaniklilik gosterebilmektedir. Bunun yaninda eksponansiyel fazda 15000 Gy
iyonize radyasyon uygulandiginda popiilasyonun % 37 yasamini siirdiirebilmektedir.
6,000 Gy dozda yaklasik 200 ¢ift zincir kirig1 (DSBs), 3000’in iizerinde tek zincir
kirigt ve 1000 baz hasari olugmaktadir. Bu hasarlarin direk ve dolayli etkileri
yaklagik 3 saat i¢erisinde tamamen hatasiz bir sekilde tamir edilmektedir (Burrell vd.,
1971; Moseley ve Mattingly, 1971; Smith vd., 1991).

E. coli ile yapilan bir karsilagtirma calismasinda her iki bakteriye de vejetatif
formlarindayken Ds; (Ds7:  popiilasyonun %63’inii  6ldiiren doz miktar)
miktarlarinda iyonize radyasyon verildiginde; D. radiodurans’da lezyon araliklari
10000 bp olmak iizere yaklasik 275 gift zincir kirgi, E. coli’de ise 530000 bp
araliklarla 8-9 ¢ift zincir kirigr olustugu gozlemlenmistir. Bu deney ile D.
radiodurans’in iyonize radyasyona korumasi olmadigi, olusan hasarlarin tamirinde

yetenekli oldugu gosterilmistir (Cox ve Battista, 2005).

2.1.4.2. UV-C sinlan

Ultraviyole 1sinlar1 dalga boylarna gore ii¢ kategoriye ayrilmistir. Dalga boyu
biiyiikliigii ile 151nin enerjisi arasinda ters bir orant1 vardir. En kii¢lik dalga boyu
araligina sahip UV-C (190-280nm) 1sinlar1 en yiiksek iyonizan enerjiye sahip ve
hiicrelere en zararl olan ultraviyole tiiriidiir. D. radiodurans UV-C isinlarina maruz
kaldiginda olusan pirimidin hasarlar1 (dimerlesme ve bipirimidin {iriinleri), lipid
peroksidasyonu, DNA-protein ¢apraz baglanmalar1 ve ¢ift DNA kiriklarim
onarabilmektedir. D. radiodurans UV-C (254 nm) 1sinina E. coli’den yaklasik 23 kat
daha dayanikli oldugu bildirilmistir. E. coli’nin UV-C 1sinlar1 igin Dyg degeri ~ 40
Jim? iken D. radiodurans’in Dy degeri ~ 910 J/m? dir (Agapov ve Kulbachinskiy,
2015).
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2.1.4.3. Mitomisin C

Mitomisin C; deoksiguanine tek grup baglanmasi, ayni zincir i¢inde guanin-guanin
dimerlesmesi, karsi zincirler arasinda guanin-guanin dimerlesmesi gibi lezyonlara
sebep olan bir ajandir (Sekil 2.6). Giinlimiizde kemoterapi ilact olarak kullanilmakta
olup yiiksek etkili bir sitotoksindir (Weng vd., 2010; Xu vd., 2010).Transkripsiyona
engel olan bu lezyonlarin ekzisyon tamirinde ¢ift DNA kiriklar1 olusabilmektedir

(Kitayama vd., 1983).

M

O NH-
wH
HaC »NH
0 “H

Sekil 2.6. Mitomisin C’nin kimyasal yapis1

D. radiodurans, E. coli i¢in oldiiriici dozun yaklasik dort kati konsantrasyona
dayaniklidir (Sweet ve Moseley, 1976). D. radiodurans 60 ng/ml mitomisin C igeren
kat1 kiiltiirde biiyliyebilmekte hatta 20 pg/ml konsantrasyonda 10 dakika boyunca
popiilasyonda azalma olmadan, 30 dk. sonrasinda popiilasyonun yalnizca % 10’u
azalma ile DNA’sin da ki tiim lezyonlar1 onarabilmektedir. 20 pg/ml mitomisin C
iceren ortamda 10 dakika inkiibasyonun ardindan her genom kopyasinda yaklagik
100 DNA c¢apraz baglanma lezyonu olustugu bildirilmistir (Kitayama vd., 1983).
recA ve UuvrA mutantlarinin mitomisin C duyarli oldugu bulunarak; olusan
lezyonlarin hem baz-niikleotid ekzisyon tamir mekanizmasi hem de homolog
rekombinasyon ile bir arada onarimina katildigi diisiiniilmektedir (Moseley ve Evans,
1983; Gutman vd., 1994).
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2.1.4.4. Diisiik nem

Diisiik nem ¢ogu canli icin DNA hasari, reaktif oksijen miktarinda artis, protein
denatiirasyonu ve metabolik faaliyetlerin sonlanmasi anlamina gelmektedir. D.
radiodurans uzun siireli kuruluga oldukg¢a dayanikli olmasiyla da bilinmektedir. Bu
kabiliyetin diinya’nin ilksel evrelerinde c¢dllerde uzun siiren kuraklik sonucu
fenotiplerine gectigi diisiiniilmektedir. D. radiodurans 6 hafta boyunca % 5 relatif
nemden daha diisiik sartlarda inkiibe edildiginde yasamsal faaliyetlerinin yaklasik %
15’ini kaybettigi bildirilmistir. Buna karsin E. coli % 5 relatif nem igeren ortamda 2
giin boyunca inkiibe edildiginde popiilasyonunun % 0,1’inden daha azinin canliligini
koruyabildigi gozlemlenmistir (Asada vd., 1979; Dose vd., 1991; Dose vd., 1992;
Slade ve Radman, 2011).

Bir baska ¢aligmada sporulasyon yetenegi olmayan bir bakteri i¢in anormal olarak 6
yil kurutulmus halde bekletilen kiiltiiriin % 10’unun yasama kabiliyetine sahip

oldugu gozlemlenmistir (Murray, 1992).

2.1.4.5. Hidrojen peroksit

Suyun radyolizisi ile ortaya ¢ikan radikaller iyonize radyasyonun verdigi ikincil
zararlar1 da beraberinde getirmektedir. Bu radikallerin bir dizi reaksiyonla hidrojen
peroksit olusumunu indiiklemesiyle karbohidratlar, lipidler, proteinler ve en dnemlisi
DNA o6nemli sekilde hasara ugramaktadir (Imlay, 2003; Halliwell ve Gutteridge,
2015).

H,0,, Fe*? varliginda Fenton reaksiyonu ile Haber-Weiss reaksiyonu sonucu
hidroksil radikalleri olusumuna sebep olarak zararin artmasimi olumsuz yonde

beslemektedir (Sekil 2.7) (Imlay, 2006).
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Fenton reaksiyonu

H,0, / \ > HO + HO*
Fe*? Fe™
\ / > 0, +HO" + HO®

Haber-Weiss reaksiyonu
Sekil 2.7. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 arasindaki baglanti

0," + Hy,0,

D. radiodurans tiim oksidatif stres elemanlarina karst olduk¢a dayanikli bir

metabolizmaya sahiptir (Agapov ve Kulbachinskiy, 2015).

Bir saat boyunca 40 mM H,0O, bulunan bir besiyerinde inkiibasyonu sonucu
popiilasyonun % 90 yasamin siirdiirebilmektedir. Sayet besiyerinde diisiik dozlarla
kademeli olarak baslatilarak H,O, konsantrasyonu arttirilirsa adaptasyon daha iyi
olabilmektedir. Hatta kademeli arttirilmis H,O, uygulamasi ile D. radiodurans’in
iyonize radyasyona verdigi onarim cevabi daha hizli olmaktadir (Wang ve

Schellhorn, 1995).

2.1.5. D. radiodurans’in iyonize radyasyona diren¢ mekanizmasi

D. radiodurans, farkli kosullara alisilmadik dayaniklilik gostermesinden dolayi,
mikrobiyolojide, molekiiler biyolojide, biyokimyada ve hatta astronomi gibi diger
bilim dallarinda giincelligini koruyan 6nemli bir aerob bakteridir. Bilim insanlar1 bu
canlt lizerinde gozlemlerini yaptiklarinda; karotenoid icermesi, Mn/Fe oraninin
degiskenligi, DNA tamir mekanizmasinda bir farkliligin var olup olmamasi, hiicre
duvarinin alisilmadik yapida ve igerikte olmasi gibi farkli tezler ile agiklamalar
bulmaya caligmiglardir. Yapilan biitiin ¢alismalara daha genis bir perspektiften
bakildiginda, rolii oldugu diisiiniilenlerin yan1 sira daha agiklanmay1 bekleyen farkl
ozelliklerinde ilavesiyle bu dayanikliligin ¢oklu-etki ile meydana geldigi sdylemi

agir basmaktadir (Buob, 2009; Tian ve Hua, 2010).
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D. radiodurans radyasyonun dolayli ve direkt etkileri karsisinda enzimatik ve
enzimatik olmayan yollarla hasarin giderilmesinde ¢ok etkili bir organizasyona
sahiptir. Radyoaktivite, diisik nem ve bazi toksik maddelerin olusturdugu
karbohidrat, lipid ve protein hasarlar tolere edilebilmekte, DNA hasarlar1 i¢in diger
canlilara benzer onarim mekanizmalart bulunmaktadir. Bunlar; niikleotid ekzisyon
tamiri, baz ekzisyon tamiri, yanlis baz eslesmesi tamiri ve homolog rekombinasyonel
tamir mekanizmasidir (Cox ve Battista, 2005; Blasius vd., 2008; Daly, 2009; Agapov
ve Kulbachinskiy, 2015).

Diger taraftan fotoliyaz aktivitesi, deoksiadenozin metilaz (DAM-metilaz) ve SOS

onarim mekanizmalar1 bulunmamaktadir (Makarova vd., 2001; Mennecier vd., 2004)

Radyasyon ile olusan ¢ift DNA kiriklari, tek zincir kiriklarinin onarimina gére daha
karmasik bir mekanizma ile gergeklesmektedir. D. radiodurans iyonize radyasyon ile
olusan ¢ift zincir kiriklarin tamirinde saglam genom kopyalarindan kalip olarak

faydalanmaktadir (Slade vd., 2009; Sukhi vd., 2009).

Genom sekansinin ardindan yapilan ¢aligsmalarda arastirmacilar yeni bir onarim geni
icin arastirmalarin1 yogunlastirsalar da birka¢ bilinmeyen proteinin disinda diger
canlilardan farkli bir enzim veya proteine rastlamadilar. Giinlimiizdeki en yaygin
kabule gore D. radiodurans diger bakterilerde var olan enzim sistemlerini daha etkin

kullanabilmektedir (Misra vd., 2013; Agapov ve Kulbachinskiy, 2015).

Yani kullanilan enzim sistemleri ve proteinler benzer olsalar da mekanizmalarinin
daha verimli oldugu diistintilmektedir. D. radiodurans onarim mekanizmalarinin ve
fizyolojik ozelliklerinin benzer oldugu baska canlilar bulunmasina ragmen
radyasyondan kaynaklanan DNA lezyonlarini1 3 saat gibi kisa bir siirede tamamen
onarabilmektedir. Onarimin hizli olmasinda kirik zincirlere kaliplik yapan genom
kopya sayisinin 8-10 olmasinin avantaji oldugu bilinmektedir. Fakat E. coli gibi
radyasyona dayanikliligi bulunamayan bir canlinin da genomunun g¢oklu-kopya

icermesi bu 6zelliginde tek basina bir etkisinin olmadigin1 gostermektedir.
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D. radiodurans genomunun halka benzeri siki bir paketleme ile bir bolgede
yogunlagmasi hasar gormiis zincirlerin hiicrenin baska yerlerine difiize olup
uzaklagsmadan tamirin rahat gerceklesmesini saglamaktadir. Bu durum kirik
zincirlerin homolog kaliplarindan uzaklasmasini engelleyerek rekombinasyonel
tamirin verimini arttirmaktadir. Genom yogunlasmasini saglayan niikleoid-baglayici
histon-benzeri HU proteini mutantlarinin yagama kabiliyetlerini yitirdikleri
bildirilmistir (Nguyen vd., 2009).

Iyonize radyasyona maruz kalmis D. radiodurans oncelikle hasar gérmiis DNA
pargalar1 hiicre disina atilmaktadir. Boylelikle kirtk ve mutasyona ugramis DNA

pargalarinin tekrar genoma entegre olmasi engellenmis olmaktadir (Battista, 1997).

Hasarli DNA pargalar atildiktan sonra DNA’nin ¢ift zincir kiriklarinin onariminda
dort farkli mekanizma kullanilmaktadir. Bunlar; homolog rekombinasyon, tek zincir
baglanmasi ile onarim, homolog olmayan kiit u¢lu onarim ve Genisletilmis sentez-
bagimli zincir baglanmasi ile onarimdir (Sekil 2.8) (Battista, 1997; Melanie vd.,
2008).

Bu tamir yolaklarindan genisletilmis sentez-bagimli zincir baglanmas: [Extended
Synthesis-Dependent Strand Annealing (ESDSA)] ile onarimin D. radiodurans’in
dayanikliliginda 6nemli bir mekanizma oldugu  gosterilmistir. ESDSA
mekanizmasinda DNA polimeraz 1 ve III enzimleri ile Rekombinaz A (RecA) ve
RadA proteinlerinin katilimlariyla gerceklesmektedir. Mekanizma; olusan kirik
tizerinde 3’hidroksil uglarindan Rec] enzimi ile parga ¢ikarma islemi
gerceklesmektedir. Ardindan RecA ve RadA katilimiyla agilan ¢entiklerin homolog
kalip ile komplementer zincire baglanmasi ve sonunda DNA polimeraz I ve III
aktivitesiyle hasarin onarimi gergeklestirilmektedir (Zahradka vd., 2006; Buob, 2009;
Slade vd., 2009).
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Sekil 2.8. D. radiodurans’m ¢ift DNA kiriklarini onarim mekanizmalari
(Featherstone ve Jackson, 1999; Zahradka vd., 2006; Bauermeister vd., 2009)

D. radiodurans, DNA hasar tamirinin yani sira radyasyonun dolayl etkisi olan suyun
radyolizisi ile meydana gelen; siiperoksit, hidroksil ve hidrojen peroksit radikallerine
kars1 giiclii enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemlere sahiptir.
Enzimatik antioksidanlardan; katalaz, siiperoksit dismutaz ve peroksidaz
enzimlerinin aktivitelerinin iyonize radyasyonun ardindan belirgin sekilde ytikseldigi

bildirilmistir (Markillie vd., 1999; Battista vd., 2000; Ozbey, 2009).

Bunun yani sira DNA’y1 sararak niikleoid konsantrasyonunu destekleyen ve Fe*®yi
selatlayarak Fenton ve Haber-Weiss mekanizmasini inhibe eden, bdylelikle DNA’y1
oksidatif hasarlara kars1 koruyan dimerik Dps (DNA protection during starvation
proteins) proteini antioksidan olarak gorev almaktadir (Almiron vd., 1992; Martinez
ve Kolter, 1997; Grove ve Wilkinson, 2005).

D. radiodurans’da S-tabakanin hegzagonal parakristalin yapisi igerisinde yerlesmis
bulunan karotenoid iyi bir antioksidan molekiildiir. Ozellikle singlet oksijen (‘O5) ve
peroksil radikallerine karst 1iyi bir antioksidan olan karotenoidler DNA’yi1
oksidasyondan,  proteinleri  karbonilasyondan ~ve  membran lipidlerini
peroksidasyondan korumaktadir (Tatsuzawa vd., 2000; Zhang ve Omaye, 2000; Tian
ve Hua, 2010).
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D. radiodurans genomunda karotenoid senteziyle ilgili 13 gen bulunmaktadir
(Makarova vd., 2001). Deinoksantin karotenoid sentez mekanizmasinin en onemli
triniidir (Lemee vd., 1997). Deinoksantin, likopen ve karotenden daha gii¢lii bir

hidrojen peroksit ve singlet oksijen sondiiriiciidiir (Tian vd., 2009).

In vitro yapilan deneylerdeki bu distiin antioksidan O6zellik in vivo calismalarda
karotenoidlerin iyonize radyasyonun dolayli etkilerinin giderilmesinde tek basina

etkili olmadigin1 géstermektedir (Zhang vd., 2007; Tian ve Hua, 2010).

Bir diger 6nemli antioksidan ise D. radiodurans’in sitozoliinde bol miktarda bulunan
Mn*2 iyonlarinin (0,2 - 4 mM) H,O,, bikarbonat, amino asitler, niikleozitler ve fosfat
gruplariyla yaptiklar1 Mn-ortofosfat, Mn-pirofosfat ve Mn-polifosfat kompleksleridir
(Sekil 2.9) (Berlett vd., 1990).

Mn-ortofosfat ve Mn-polifosfat kompleksleri siiperoksitler tizerinde antioksidan etki
gosterirken, Mn-pirofosfatlar sitokiyometrik oksidanlar iizerinde etkilidir (Daly vd.,
2004; Daly vd., 2007; Daly vd., 2010).
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Sekil 2.9. D. radiodurans’ta bulunan Mn*? temelli antioksidan kompleksleri (Daly
vd., 2010)
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2.2. Radyoaktivite

Kainatta tiim atomlarin kararli hallerinde proton ve notron sayilar1 kendilerine 6zgii
sekliyle sabittir. Disaridan bir etki ile veya dogal olarak atom cekirdeginde nétron
sayisindaki artis kiitle ve enerjide bliyiikk bir kararsizlik olusturmaktadir. Bu
kararsizlik sonucu proton ve nétronlar1 bir arada tutan enerji dalga veya pargacik
seklinde agiga ¢cikmaktadir. Radyasyon; pargacik radyasyonu (alfa, beta ve notron),
elektromanyetik radyasyon (gama-isinlari, radyo dalgalari, goriiniir 151k, X-1s1nlari),
akustik radyasyon (ultra-ses dalgalari, ses dalgalar1 ve sismik dalgalar), kiitle-

cekimsel dalga radyasyonu olarak siniflandiriimaktadir (Gopal, 1978).

Proton ve nétron sayilari degisen c¢ekirdeklerden farkli kiitle numarali atomlar
olugmakta ayrica; alfa, beta ve ndtron gibi enerjileri degisken pargaciklar etrafa
sacilim gostermektedirler. Bir pargacik seklinde gevreye yayilan enerjiye radyoaktif
enerji veya radyasyon, cekirdegi parcalanan maddelere ise radyoaktif madde adi
verilmektedir. Pargacik seklinde g¢evreye aktarilan radyasyon tipinin kiitlesi ve
enerjisi varken, dalga seklinde ortaya ¢ikan radyasyonun kiitlesi bulunmamaktadir

(Ferradini ve Jay-Gerin, 2000; Zerquera vd., 2006; Unlii, 2011).

Radyoaktivite, “iyonize” ve “iyonize olmayan” radyasyon seklinde ikiye
ayrilmaktadir. Iyonize radyasyon, 10 eV’dan fazla yiik iceren molekiillerdeki tiim
kimyasal baglarin yikimina sebep olabilen radyasyon ¢esididir. Parcacik ile yayilan

iyonize radyasyonun dalga boyu oldukga kiigiiktiir (Celik, 2013).

Alfa ve beta radyasyon nesnenin hacim siirinda molekiiller ile karsilastiginda kisa
bir mesafede iyonizasyon gerceklestirirler. Gama radyasyon is nesnelerin derinlerine
kadar absorblanarak (Compton olay1) daha fazla molekiiliin iyonizasyonunu

gerceklestirir (Celik, 2013).
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Radyasyon canlilarin hiicrelerinden gegerken yollar1 {izerindeki tiim molekiiler
baglar1 yikima ugratarak oliimciil etkiler olusturur. Siiphesiz bu etkinin olimciil

olabilmesinin en biiylik nedeni DNA’ya verdigi hasardir.

Radyasyon dozu, birim kiitle tarafindan belirli bir siirede alinan radyasyon miktari
olarak tanimlanmaktadir. Canli bir nesneye radyoaktif enerji aktarimi Uluslararasi
Birim Sistemine (SI) gore Gray ve rad birimleriyle 6l¢iilendirilmektedir. Gray (Gy),
1 kg canli nesnenin enerjisini 1 joule arttirabilen radyasyon miktarina verilen
birimdir ve 1Gray, 100 rad’a esittir. Canlilarin radyasyona olan direncini belirtmek
icin popiilasyon iizerindeki yiizdece oldiirme etkisi kullanilir. Popiilasyon {izerine
uygulanan etkenin 6ldiiriicli giicli birey sayisinin yiizdesiyle belirlenir ve bu deger
letal doz (LD) olarak sembolize edilir. Bu degerin disinda hayatta kalan bireylerin
yiizdesini ifade eden (D) sembolii radyasyonun canlilar tizerindeki letal etkisinin

olgitiidiir (Rothschild ve Mancinelli, 2001; Cox ve Battista, 2005; Hussein, 2013).

2.2.1. Iyonize olmayan radyasyon

Iyonize olmayan radyasyon, bir molekiil veya atomdan elektron koparacak enerjiye
sahip olmayan elektromanyetik radyasyon tiiriidiir. Bu tanim genel olarak “enerjisi
10 eV’dan daha az radyasyon tipi” seklinde de genisletilebilmektedir. Uluslararasi
Kanser Arastirmalari Ajansi’nin Mayis, 2011 tarihinden yayinladigi makaleye gore
iyonize olmayan radyasyon tiirlerin insan sagligi iizerine olumsuz etkilerinin
olabilecegi bildirilmistir. Bu etkinin 1sisal veya devamli alinan enerji toplaminin

verdigi zarardan kaynaklandigi tahmin edilmektedir (Cancer, 2011).

Iyonize olmayan radyasyon tipleri; yakin ultraviyole radyasyon, goriiniir 1sik
fotonlar, kizilotesi 151k, mikrodalga, radyo dalgalar, c¢ok diisik frekansh
spektrumlar, asir1 disiik frekansli spektrumlar, 1sisal radyasyon ve siyah cisim

1stmasidir (Ng, 2003; Leszczynski, 2013).
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2.2.2. Iyonize radyasyon

Karsilastig1 molekiillerden elektron kopararak onlar1 iyonlastirabilecek enerjiye sahip
parcacik veya dalga formundaki radyasyon tiirlerine iyonize radyasyon denilmektedir
(Gopal, 1978; Sherer vd., 2014). Pargacik halinde radyasyonlar genel olarak; alfa (o),
beta (B), gama (y), ndtron ve X-isinlaridir. Iyonize radyasyon bir molekiille
etkilesime girdiginde sahip oldugu enerjiye bagl olarak; fotoelektrik, Compton ve
c¢ift olusum olaylar1 meydana gelmektedir. Fotoelektrik olayr 0,5 MeV’dan daha
kiigiik enerjili parcaciklarin karsilastigi molekiillerdeki elektronlari koparmasiyla
meydana gelir. Compton olay1; enerjisi 0,5-10 MeV olan pargacik radyasyonunun
atomlarin en dis yoriingesinde bulunan elektronlar1 kopartarak kalan enerjisi ile farkli
bir agida yoluna devam etmesi olayidir. Kopan elektrona Compton elektronu adi
verilmektedir. Cift olusumu olay1 nadir goriilmekle birlikte enerjisi en az 1,02 MeV
olan fotonun karsilastig1 atomun, ¢ekirdek enerji alanina yaklasip orada bir pozitron-
elektron ¢ifti olusturarak iyonizasyon olusturmasi durumudur (Compton, 1923;

L'Annunziata, 2012; Hiifner, 2013).

Radyoaktif bir atomda olusan kararsizlik sonucu ortaya cikan alfa ve beta 1sinlar
genellikle enerjinin tamamini olusturmaz. Arta kalan atom enerjisi dalga boyu
10pikometreden az, enerjisi 100 keV’dan fazla ve frekansi 10 ekzahertz’den fazla
olan gama 1511 seklinde yayilmaktadir. Elektrik ve manyetik alandan herhangi bir
sapma olmaksizin gecen bu 1s1n, giricilik ve iyonlastirma 6zellikleri bakimindan alfa

ve beta parcaciklarindan daha kabiliyetlidir (Attix, 2008).

Cekirdek dis1 tepkimeyle olusan yiiksiiz bir iyonize radyasyon tiirii olan X-1sinlari,
atomlarin enerji ile uyarilmalar1 sonucu i¢ yoriingelerdeki elektronlarin kopmasi ile
olusur. Kopan elektronlarin yerine ondan daha yiiksek enerjili elektronlar gecerek
atom ic¢inde bir enerji fazlalig1 olusturur. Bu enerji X-151m1 seklinde ortama yayilir.
Roéntgen 1511 olarak da bilinen X-1ginlar1 0.01-10 nm dalga boyunda, 30 petahertz-30
ekzahertz frekans aralinda ve enerjisi 100 eV’un {izerinde olan bir iyonize radyasyon

¢esididir (Attwood, 2007; L'Annunziata, 2012).
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Atom numarasi biiyiik olan radyoaktif atomlarda goriilen alfa radyasyon (o), pozitif
yiiklii, iki ndtron ve iki protondan olusmus bir helyum (gHeJrZ) cekirdegidir. Sahip
olduklar yiikten dolay1 bir kagit ile durdurulabilen alfa parcacigi, 3-7 MeV enerjiye
sahiptir (Weisstein, 2004; L'Annunziata, 2012).

Bir atom c¢ekirdeginin uyarilmasiyla olusabilen bir diger 1sima tiiri de beta
elektronlaridir. Beta elektronlar1 ¢ekirdekteki proton veya nétron fazlaligina gore
farkli karakterde ¢ikabilen tek pargacikli, alfa’dan daha girici ve hizli partikiillerdir.
Bir beta 1simasinin sebebi ¢ekirdekteki proton fazlalig ise; pozitif yiikli pozitron
bozunmasi (B*), notron fazlah@ ise; negatif yiiklii B~ bozunmasi ismi verilmektedir.
Bu iyonize radyasyon tiirii ise birka¢c milimetre olan aliiminyum ile

durdurulabilmektedir (Ng, 2003; L' Annunziata, 2012; Hiifner, 2013).

Niikleer flizyon veya fisyon olaylar1 ile ortaya ¢ikan notron radyasyonu; yiiksiiz ve
gama 1s1indan daha yiiksek girici kabiliyetlidir. Direkt olarak etkisi olmayan ndtron
1s1mast, alfa, beta, gama ve X 1s1malarina sebep olarak dolayli iyonize radyasyondur.
Kiitlesi kismen protona esit olan ndtron radyasyonu parafin, su ve kalinlig1 ytiksek

beton tarafindan durdurulabilmektedir (Crawford, 1982).

2.3. Iyonize Radyasyonun Canlilar Uzerinde Etkisi

Herhangi bir hiicre iyonize radyasyona maruz kaldiginda bir femto saniye igerisinde
gelisen iyonizasyon etkisi karsisinda higbir koruyucu biyolojik aktivite
gerceklestiremez. Iyonize radyasyonun hiicre igerisinden gegis hizi tipine baglh
olarak degisse de metabolik tepki hizindan oldukga biiyiiktiir. Iyonize radyasyonun
gecis giizergdhinda bulunan tim molekiiller radyolizise ugrayarak faaliyet
gosteremeyecek kadar zarara ugrar. Bu molekiiller hiicre icindeki anorganik
molekiiller, organik molekiiller ve daha biiyiik olan biyomolekiiller olabilmektedir.
Metabolizma, hasarin onariminda bu molekiil gruplarina 6zgii biyolojik tepkiler

olusmaktadir (Hall ve Giaccia, 2006; Bentzen vd., 2007).
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Iyonize radyasyonun olusturdugu hasarm onarimi canli tipine gore degismekle
birlikte alinan doza bagl olarak kimi zaman miimkiin kimi zamanda imkénsiz

olabilmektedir (Leszczynski, 2013; Havaki vd., 2015).

Radyasyonun hiicre Tlzerindeki etkisi; fiziksel, fizikokimyasal, kimyasal ve
biyokimyasal olarak dort kademeli sekilde incelenebilmektedir (Sekil 2.10). Fiziksel
etki iyonize radyasyonun 0-10" saniyede hiicrede karsilastigi tim molekiillerin
iyonizasyonu ile son bulmaktadir. Hiicreler yiizdeleri degisken olmakla birlikte
bliylkk oranda su molekiillerinden olusmustur. Bu durumda maruz kalinan
radyasyonun enerjisinin en fazla su molekiillerine aktarilmasi anlamina gelmektedir

(Sekil 2.11) (Nias, 1998).

Fiziksel asamada hiicre igerisindeki su hidrolizlenir (H,O") ve uyarilarak (H,O%)
kararsiz hale gelerek ortama elektron verir. Fizikokimyasal agama 10°-10™"2 saniye
icerisinde gerceklesir. Bu kademede; iyon-molekiil reaksiyonlari, disosiyatif
gevseme, otoiyonizasyon, elektronlarin alt-uyarilmasi ile 1s1 artist ve difiizyon akim
deliklerinin olusmast gibi bircok reaksiyon olugmaktadir. Kimyasal asamada
gerceklesen diflizyon ile tamamiyla homojen hale gelmeye baslayan kararsizlik
etrafindaki tiim molekiilleri etkileyerek zincirleme bir hasar olusumuna sebep
olmaktadir. Bu diizensiz uyarilmig molekiiller ve serbest radikaller tiim biyokimyasal
prosesin olumsuz yonde etkilenmesine neden olmaktadir. Yaklagik olarak radyolizis
sonrasinda 107 saniye igerisinde baslayan bu biyolojik etki yillar icerisinde gelisen
onemli  problemler meydana  getirebilmektedir. Ortaya c¢ikan tabloda
biyomolekiillerde olusan hasara direkt etki, hiicre igerisinde suyun radyolizisi ile
ortaya c¢ikan reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hasara ise dolayl etki adi
verilmektedir (Ferradini ve Jay-Gerin, 2000; Swiatla-Wojcik, 2008; Carlos Lara vd.,
2015).

Hiicreler uygulanan radyasyon dozunun oldiiriici etkisi, dozlama periyodu ile
iliskilidir. Bir hiicre i¢in Oldiiriici doz farklt zaman araliklarinda, boliinerek

verildiginde ayni etkiyi gostermemektedir (Nias, 1998).
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Oldiiriicii dozun altinda bir miktarda aliman iyonize radyasyonun dogrudan ve dolayli
etkisi kargisinda organizmaya gore degisiklik gosteren bir onarim toleransi
bulunmaktadir. Iyonize radyasyona maruz kalmis hiicre; Gy evresinden S evresine
geciste, S evresinden G, evresine gegiste ve G evresinden M evresine gegiste
genomundaki hata varligini siklin-bagimli kinazlar vasitasiyla kontrol eder. Bu
kontrolde sayet hasar tamir edilebilirse hiicre dongiisii engellenir ve DNA onarimi
gergeklestirilir. Tamir edilemeyecek bir hasarda hiicre otolize ugrar. Yiiksek
organizasyonlu canlilarda bazen DNA hasar1 hatali bir sekilde tamir edilir ve
kanserlesme meydana gelebilir (Ravanat vd., 2001; Kreuzer, 2013; Jonas, 2014,
Carlos Lara vd., 2015).

Zaman iyonize radyasyon
0s H,O
Uyarilma iyonizasyon
Fiziksel
1015 6 H,0* H,0" +e
‘ o \
H,O*
H, +0('D) H,0 HO'+ H
Fizikokimyasal - )
H,0 Hzol € (aq)
1012 H'+ HO' H, +2 HO HO+ H;0"  HO™+ H, + OH"
-s
Kimyasal g . Q . i
e-(aq) + HO + HOz + H;O +H+ OH + H203 + Hz
105
Biyolojik Sonuglar
v

Sekil 2.10. Suyun radyolizisi ile meydana gelen reaksiyon kaskati

Radyasyonun dogrudan etkisi karbohidratlar, lipidler veya proteinler iizerinde
oldugunda, hiicre bu sekonder gen f{iriinlerini tekrar iiretebilmekte veya
onarabilmektedir. Buna karsin DNA’da meydana gelen bir hasarin onarimi hiicresel

faaliyetlerin devami i¢in elzemdir (Leszczynski, 2013; Sherer vd., 2014).
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Dolayli veya dogrudan sebepler ile DNA’nin yap1 biitiinliiglinde olusan hasarlar
niikleotid siralamalarinda hatalara, baz kayiplar1 veya baz modifikasyonlarina hatta
fosfat omurgasinda olusan ¢ift DNA kiriklaria sebep olmaktadir. Bu hasarlar sonucu
gen islevini kaybetmekte veya transkripte edilen protein veya RNA’larin

fonksiyonlarinda anormallikler olusmaktadir (McColl vd., 2015; Radiation, 2015).

H,0 iyonize radyasyon » ¢ +HO +HO, + H;0" + H+ OH + H,0, + H,

Sekil 2.11. Suyun radyolizis reaksiyonu sonu meydana gelen iirtinler

Iyonize radyasyonun dolayl etkisi oksijenin bol bulundugu ortamda daha yikici
olmaktadir. Bunun sebebi suyun radyolizisi ile olusan serbest radikaller ortamda
bulunan oksijenle reaksiyona girerek bazi biyomolekiillerin peroksidasyonuna sebep
olmasidir. Hiicrenin mitoza girmesiyle radyotolerans esigi diiser, ozellikle bakteri
gibi yiiksek mitotik aktiviteye sahip canlilar bu asamada radyasyona maruz
kaldiklarinda bu yeteneklerini kaybederek reprodiiktif 6liim adi verilen duruma
girerler. Reprodiiktif 6liim tanimi, insan kanser hiicrelerine uygulanan 1sin tedavisi
sonucu ger¢eklesen durumda da kullanilmaktadir (Nias, 1998). Letal dozun
tamaminin bir defada alimmasiyla hiicrelerin yasamini yitirmesine ise mitotik
olmayan ya da interfaz 6limi ismi verilmektedir. Dolayisiyla canlilarin yiliksek
mitotik aktiviteye sahip olmasi yasam sanslarini arttirmakta, diger taraftan kanser
tedavisinde bu artis insan sagligi agisindan bir dezavantaj olusturmaktadir (Bentzen

vd., 2007; Batar, 2013; Ahn vd., 2015).

Iyonize radyasyonun olusturdugu dogrudan ve dolayl etkilere karsi hiicre
homeostasisiyi korumak veya organizasyonu korumak amaciyla; DNA hasar
onarimi, pH regiilasyonu, programlanmis hiicre 6liimii, oksidatif stres giderimi ve
hiicresel sinyalizasyon gibi bir¢gok metabolik tepki ile karsilik vermektedir (Lewanski
ve Gullick, 2001; Zhang vd., 2010).
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2.3.1. Dogrudan etki

Iyonize radyasyonun, biyomolekiiller iizerindeki kimyasal baglarin kopmasina
yetecek enerjiyi dogrudan aktarmasidir. Bu etki, hiicrede bulunan karbohidratlarin,
proteinlerin, niikleik asitlerin ve lipidlerin kovalent baglarimin yikimi ile birgok
fonksiyon kayiplar1 veya bozulmalari olusmaktadir. Biyomolekiillerin polimerik
yapilarinda bozunmalar, istenmeyen izomerik formlara doniisiim, konformasyonel
kararsizlik ve istenmeyen bag olusumlar1 gibi fonksiyon bozukluklarina sebep olan
yiiksek enerjili fotonlar 6zellikle DNA mutasyonlarina sebep olarak ani letal etki
gosterebilir (Mukherjee vd., 2014). Bir femto saniyede gergeklesen bu iyonizasyon
hiicrenin tolerasyon araligmin iizerinde oldugunda akut letal etki gostermektedir.
Dogrudan etkide en kritik hasar DNA’da meydana gelmektedir. Dogrudan etkinin
sebep oldugu DNA hasar1 biyomolekiillerde meydana gelenin yaklasik % 33’iine
tekabiil etmektedir (Hall ve Giaccia, 2006; Close vd., 2013; Feinendegen, 2014).

Iyonize radyasyonun en ¢ok zarar verdigi biyomolekiiller hiicrede en bol bulunan ve
hacim olarak hiicreye yayillma oraniyla dogru orantilidir (Kempner, 2011).
Dolayisiyla kalitim materyalinin hacmini yiiksek oldugu durumlarda iyonize

radyasyonun DNA iizerindeki hasari daha fazla olmaktadir.

Karbohidratlar, iyonize radyasyon ile karbon iskeletindeki kirilmalar sonucu daha
kiigiik cesitlerine parcalanabilmektedirler. Bu iyonizasyon ile hiicre i¢in tehlikeli
keton ve aldehitler meydana geldigi gibi arabinoz veya ksiloz gibi iriinler ortaya
cikabilmektedir. Ayrica iyonize radyasyon sonucu pargalanan karbohidratlardan (L)
formunda olusan bazi bilesikler mutajenik ve sitotoksik etkileriyle metabolizmay1

tiimiiyle inhibe edebilmektedir (Wolfrom vd., 1959).

Iyonize radyasyon suda ¢dziinmiis ve liyofilize haldeki proteinlerle etkilestiginde,
¢cOziiniirliikte diisiis, agregasyon ve fragmentasyon meydana gelmektedir. Bu etki
DNA’nin hasar durumuna goére geri doniisimii olabilmektedir (Bowes ve Moss,
1962; De Loecker vd., 1975; Michnik vd., 2013).
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Lipid tiirevlerinin iyonize radyasyona dogrudan etkisi ile reaktif aldehit tiirevleri
olusumu, izomerizasyon ve degradasyon iirlinlerinin istenmeyen bigcimde diger
biyomolekiiller ile konjugasyonu meydana gelmektedir. Ayrica membran lipitlerinin
dogrudan iyonize olmasiyla hiicresel biitiinliiglin bozulmasi ve membran
gecirgenliginin degisimi gibi hasarlarda olusabilmektedir (Afify vd., 2013; Reisz vd.,
2014).

2.3.2. Dolayh etki

Iyonize radyasyonun aktardigi enerjinin molekiilleri yiiksek elektrofilik ozellikte
eslesmemis elektron cifti igeren reaktif tiirlerine doniistiirmesi durumu ile olusan
hasar etkisine dolayli etki denir. Iyonize radyasyonun &liimciil etkisinin % 67’si

dolayli etki ile olusmaktadir (Nias, 1998).

Hiicrede en ¢ok bulunan su bu etkinin olusumda en biiyiik pay sahibidir. Radyoaktif
enerjinin su tarafindan absorblanmasiyla radyolizis gerceklesir. Su molekiilleri
radyoaktif enerjiyli emerek en dis yoriingesinde eslesmemis elektronlari bulunan

radikallere pargalanir (Carlos Lara vd., 2015).

Serbest radikaller en dis yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunduran yiiksiiz ve
reaktif serbest atom veya molekiillerdir. Iyonize isinlarin enerjisi su tarafindan
emildiginde su molekiiliinden elektron kopararak onu pozitif yiiklii hale getirir. Bu
elektron bir bagka su molekiiliine rastladiginda onu negatif yiikler. Pozitif ve negatif
yuklii su molekiilleri reaksiyonu sonucu ortaya H ve OH" ¢ikar (Ravanat vd., 2001;
Havaki vd., 2015).

Bu reaksiyonlar 6zellikle oksijenin bol bulundugu sartlarda daha fazla gelisir. Bu
baglamda oksijenli solunum yapan canlilarin anaerobiklere gore daha dezavantajinin

oldugunu séylemek miimkiindiir (Slade ve Radman, 2011; Elgi, 2013).
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Serbest radikallerin oksijen ile tepkimesi sonucu hiicrede toksik olan reaktif oksijen
tiirleri olugsmaktadir. Uyarilmamis bir oksijenin valans yoriingesinde iki eslesmemis
elektron bulunur. Bu elektronlardan her seferinde birisi reaktif iken uyarilma
durumda yoriinge degisimi ve tekil oksijen olusumu meydana gelir. Tekil oksijen
tirleri dengeli konsantrasyonlarda metabolizmada hiicresel iletisimde ve ara
metabolit olarak islev gorse de iyonize radyasyon etkisiyle miktarindaki artig toksik
etkiye sebebiyet vermektedir (Ng, 2003; Nelson ve Cox, 2013; Reisz vd., 2014;
Cadet vd., 2015).

Serbest radikal artis1 *O, (singlet oksijen), ‘OH (hidroksil), O, (siiperoksit), H,O,
(hidrojen peroksit), HOCI (hipokloroz asit), ROO’(peroksil) ve RO (alkoksil) gibi
reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olmaktadir. Bu serbest radikallerin
metabolizma i¢ine girisim kapasitesi yiiksektir. DNA’da c¢ift veya tek zincir
kiriklarina, lipid peroksidasyonuna ve protein (0zellikle enzimler iizerinde)
oksidasyonuna sebep olan bu etkenler hiicrelerde Ozellesmis enzimatik veya
enzimatik olmayan sistemler ile belirli tolerans diizeylerinde engellenirler (Apel ve
Hirt, 2004; Weidinger ve Kozlov, 2015).

Serbest radikallerin hiicrede serbest olarak bulunan veya yapiya katilmig
karbohidratlar  iizerinde oksidatif etkileri bulunmaktadir. Karbohidratlarin
oksidasyonu sonucu olusan H,O, ve peroksitler metabolizmaya genel olarak zarar
verirken, aldehit tiirevleri ise niikleik asitler ve proteinlerle kovalent baglanarak
fonksiyon eksilmelerine veya tiimiiyle kaybolmasma sebeb olmaktadir. Ozellikle
olusan okzaloaldehit tiirevleri oksijen varliginda hiicre bdliinmesini inhibe
etmektedir. Bu etki sebebiyle karbohidratlar lizerindeki iyonize radyasyonun dolayli
etkileri hiicresel yaslanmaya ve kanserlesmeye neden olabilmektedir (Riley, 1994;

Ozbey, 2009; Reisz vd., 2014; Weidinger ve Kozlov, 2015).
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Iyonize radyasyonun sebeb oldugu reaktif oksijen tiirlerindeki artis lipidler iizerinden
elektron kopararak peroksidasyona sebep olmaktadir. Ozellikle hiicre membranimin
ve organel zarlarinin ana yapisini olusturan ¢oklu doymamis yag asitleri ihtiva eden
fosfolipidlerin malonaldehit olusumuna gotiiren serbest radikaller segici gegirgenlik
yapty1 bozmaktadir. Serbest radikaller ayrica hiicre zarinda bulunan kolesterollerin
oksidasyonuna sebeb olarak membran rijitliginide bozarak tagima sistemleri, hiicresel
tamima ve mobiliteyede olumsuz etkiler olusturmaktadir (Riley, 1994; Reisz vd.,
2014).

Proteinler hiicrede bircok dnemli role sahip, hiicre i¢i iyonik ve pH dengesine kars1
hassas bir biyomolekiildiir. Hiicresel yapiya katilan, kataliz mekanizmasinin
neredeyse tamamini olusturan ve metabolik diizenleyiciler olan proteinler iyonize
radyasyonun olusturdugu artan serbest radikal ortaminda ¢ok kolay bir sekilde aktif
formunu kaybederek onemli aksakliklara sebep olmaktadirlar. Serbest radikallere
doymamig yag asitlerinden daha dayanikli olan proteinlerin amino asit
kompozisyonuda 6nemli bir etkendir. Iceriginde kiikiirt ihtiva eden metiyonin ve
sistein veya ¢ift bag i¢eren fenilalanin, tirozin, triptofan ve histidin gibi amino asitler
bulunan proteinler reaktif oksijen tiirlerine karsi daha duyarli olmaktadir (Riley,

1994; Apel ve Hirt, 2004; Weidinger ve Kozlov, 2015).

Ozellikle diisiik miktarlarda hidroksil ve alkoksil tiirleri proteinlerin kuaterner
yapisini bozarken, metabolik siire¢ igerisindeki konsantrasyonlarda siiperoksit ve
hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri yiikksek inhibisyona sahip degillerdir.
Reaktif oksijen tiirleri proteinlerin fonksiyonelligi i¢in elzem olan ii¢ boyutlu
yapisini amino asit rezidiilerine olusturduklar1 oksidatif bask: ile yok ederler. Bu
durumda gerceklesen reaksiyonlar sonucu keton aldehit ve karbonil bilesikleri olusur

(De Loecker vd., 1975; Kim ve Cox, 2002; Eggington vd., 2004).
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Niikleik asit hasarlari, hiicrede herhangi bir zararli etkenin 6ldiiriicii olmasinda en
onemli hedeftir. DNA hiicrenin tiim bilgisinin bulundugu niikleotid dizisi olup bu
kaynagin hasara ugramast RNA’dan daha oliimciildiir. Iyonize radyasyonun
dogrudan verdigi hasarin yani sira olusturdugu anormal elektron akisi sebebiyle
DNA’nin yapt ve fonksiyonunda degismeler olabilmektedir. Bu degisiklikler
canlilarin tolerasyon o&zelliklerine bagli tamir edilebilmektedir. Reaktif oksijen
tiirlerinin artisina veya olusturdugu DNA hasarlarina karsi mukavemetli olan
hiicreler metabolik diizenin gecici kaybolmasinin ardindan yasamina o6ldiiriicti
olmayan mutasyonlarla veya herhangi bir dizilis hatast olmaksizin devam

edebilmektedirler (Kozmin vd., 2009; Close vd., 2013; Cadet vd., 2015).

Iyonize radyasyonun sebep oldugu serbest radikaller ve artan reaktif oksijen tiirleri
tek zincir tizerinde yahut her iki zincirde birden lezyonlara sebeb olmaktadir. Genel
olarak reaktif oksijen tiirleri; tek veya c¢ift zincir kiriklarina, niikleobaz
modifikasyonlarina, abazik bolgelere ve deoksiriboz sekerinde bozulmalara neden
olabilmektedir. Bu etkilerin yaninda DNA-Protein ¢apraz baglanmalarina sebep olan
reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu hasarlar canlilara gore farklilik arz eden
mekanizmalar ile onarilmakta veya oliimle sonuglanmaktadir (Nelson ve Cox, 2013,;

Havaki vd., 2015).

Niikleobazlar oksidatif etkenlerle seksenden fazla farkli tautomerik formlara
doniisebilmektedir. Bu durum zincirler arasinda ki hidrojen baginin kopmasina veya
zayiflamasina yol acarak transkripsiyonu ve hasarin tamirini zorlagtirmaktadir.
Hiicrelerin logaritmik fazda olmasi iyonize radyasyonun dolayli ve dogrudan
etkilerinin artmasina neden olmaktadir. Mitoz gecirmeyen hiicrelerin daha dayanikli
olmast DNA’nin yardimci proteinlerle sikica paketlenmesinin olusturdugu koruma
ve iyonize radyasyonun dogrudan temas alaninda bulunma ihtimalinin hacimsel
olarak az olmasi seklinde agiklanabilmektedir (Riley, 1994; Bjelland ve Seeberg,
2003; Ng, 2003; Weidinger ve Kozlov, 2015).
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DNA’da en ¢ok hasara sebep olan dolayli iyonize radyasyon etkeni "OH’dir.
DNA’nin ¢ift zincirli yapisini olusturan hidrojen baglarmin yikilmasina neden
olmaktadir. Ozellikle niikleotidlerin deoksiribozun ve niikleobazlarin iizerindeki
oksidatif etkileri dolayisiyla DNA’da lezyonlara sebebiyet vermektedir. Cu'*?
iyonlarinin en yogun bulundugu guanin ve sitozin niikleotidleri en ¢ok oksidatif

hasara maruz kalan dizilerdir (Kasai, 1997; Marnett, 2000; Cooke vd., 2003).

Iyonize radyasyonun su molekiiliine tesiriyle zincirleme reaksiyon kaskatlarmi
takiben olusan bu dolayl etkide en dikkat ¢geken suyun radyolizisinin hiicre i¢i pH’ya
etkisidir. Yapilan calismalar sonucu tam olarak anlasilamamis bu durum iyonize
radyasyonun canlilar i¢in 6nemli dolayli etkileri arasindadir (Ferradini ve Jay-Gerin,
2000; Swiatla-Wojcik, 2008; Le Caér, 2011). Nitekim hiicre i¢i pH’sinin degismesi
dolayli olarak tiim enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonu olumsuz ydnde

etkileyerek olusan hasarlarin tamirini gli¢lestirmektedir.

2.4. Hiicre ici pH Dengesi

Tiim canlilar i¢in kendilerine 6zgii hiicre i¢i pH’nin sabit tutulmasi elzemdir.
Metabolik reaksiyonlarin tiimii belirli pH’larda gergeklesirken bu dengenin
bozulmast  canliigin  kaybolmasina  giden  bircok  olumsuz  tabloyu
tetikleyebilmektedir. Metabolizma hizinda ¢ok kii¢iik pH degisimlerinde bile biiyiik
degisimler meydana gelir. Bu durum sadece H® iyonunun dogrudan katildig
tepkimelerde degildir (Booth, 1985; Boron, 2004; Krulwich vd., 2011; Nelson ve
Cox, 2013; Boron, 2015).

Hiicresel reaksiyonlarin katalizini saglayan enzimlerin ve substratlariin 6zgiil pKa
degerlerine sahip iyonlasabilen gruplari bulunmaktadir. Enzimlerin amino asitlerinin
karboksil ve amino gruplarinin iyonik durumu bulunduklar1 pH ile belirlenir. Bu
iyonik durum enzimin aktif formunun olusmasinda en énemli etkendir (Booth, 1985;

Boron, 2004; Krulwich vd., 2011).
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Ayrica hiicresel faaliyetlerin devami i¢in gerekli olan enzimatik reaksiyonlarda
substrat veya iirlin olarak bulunan niikleik asitler, karbohidratlar ve lipidlerde pH

degisimden dogrudan etkilenmektedir (Nelson ve Cox, 2013; Boron, 2015).

Canlilarin enerjilerinin temininde ve hiicresel tasima olaylarinda da ortam H”
konsantrasyonunun etkisi bulunmaktadir. Oksijenli solunum yapan bakterilerin
mezozomunda ve Okaryotik canlilarin mitokondrilerinde bulunan elektron tasima
sistemi elemanlar1 membranlar arasinda bir H' gradienti olusturarak Adenozin
trifosfat (ATP) iiretmektedir. Boylelikle hiicrelerin enerji ihtiyaci karsilanirken, H”
yardimciliginda simport ve antiport tagima ile hiicresel tasima fonksiyonlar
gerceklesmektedir (Booth, 1985; Boron, 2004; Krulwich vd., 2011; Nelson ve Cox,
2013; Boron, 2015).

2.4.1. Proton hareket giicii

Hiicresel membranlarda porlardan gegebilecek kadar kiigiik molekiiller kontrollii bir
sekilde konsantrasyonun yiiksek oldugu yerden az oldugu yere dogru ge¢is yaparlar.
Difiizyon denilen bu olay, eger herhangi bir denetimli engelleme yok ise herhangi bir
enerji harcanmadan gerceklesmektedir. Sayet hiicre biyoenerjetik olarak incelenirse

bu olayin serbest halinden farkli olarak tersine de isledigi gozlemlenmektedir.

Kemiozmotik teoride mitokondri ve tilakoidlerin i¢ kismindan veya bir bakterinin
sitozoliinden dis kisma dogru H" iyonlar1 pompalanarak bir gradient olusturulmakta
sonrasinda bu gradientten faydalanarak ATP-sentaz adenozin difosfat iizerine bir
fosfat grubu aktarrmiyla ATP sentezi gergeklesmektedir. H* iyonlarinin zarlar
arasindaki hareketinde; iyon konsantrasyon farkindan olusan difiizyon kuvveti ve
iyonun elektriksel potansiyel farkindan olusan kuvveti etkindir. Ozellikle monovalent
katyonlar elektriksel potansiyeli azaltma egiliminde davranis gosterirler. Membranlar
arasinda olusan H® konsantrasyon farki (ApH) ve iyonik potansiyel farki (Ay)

kuvvetlerinin birlesimi olan elektrokimyasal gradyan gilice proton hareket giicii veya
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proton itici gii¢ adi1 verilir (PMF=proton motive force) (Booth, 1985; Boron, 2004;
Baker-Austin ve Dopson, 2007; Krulwich vd., 2011; Boron, 2015).

Hiicrelerde PMF bazi membran proteinlerinin katalizledigi redoks tepkimeleriyle
olusan Gibbs serbest enerjisi ile H® iyonunun disar1 atilmasiyla meydana
gelmektedir. Bu potansiyel enerjinin ATP-sentaz tarafindan tekrar membran igerisine
alinmas1 belirli bir ApH ve Ay ile meydana gelir ki bu PMF’un hesaplanmasiyla
tespit edilebilir. ATP iiretimi i¢in gerekli olan Ay, yaklasik —170 mV civarinda olup
bu durumda hesaplanacak PMF degeri 50 kJoule/mol ¢ikmaktadir (Mitchell, 1961;
Rottenberg, 1979; Kashket, 1985).

PMF degeri Gibbs serbest enerjisinden yola ¢ikilarak; PMF (mV) = Ay — (2,3.R.T) /
(F.ApH), seklinde formiilize edilebilmektedir. Burada; ApH = pHi, — pHas, ve Ay =
Vic — Wais, Olmaktadir. Ayrica, R; ideal gaz sabiti, T; mutlak sicaklik, F ise Faraday
sabitini ifade etmektedir (Rottenberg, 1979; Kashket, 1985; Slonczewski vd., 2009;
Krulwich vd., 2011).

2.5. Bakterilerde pH Dengeleme Sistemleri

Biitlin canlilar gibi bakteriler cesitlerine gore, fiziksel ve kimyasal parametrelerin
belirli araliklarinda yasamlarini siirdiirmektedirler. Bu parametrelerden olan hidrojen
konsantrasyonu metabolik faaliyetlerin normal isleyisi icin cok 6nem arz etmektedir.
Bakteriler yasadiklar1 pH araligina gore; asidofilikler, alkalofilikler ve nétrofilikler
olarak smiflandirilmaktadir. Notrofilikler yaklasik pH'st 7,00 olan ortamda,
alkalofilikler 8,50-11,00 arasinda ve asidofilikler ise pH's1 2,00 ve altinda olan
sartlarda yasamini siirdiirebilmektedirler. Daha asidik ve alkalofilik ortamlarda
yasayabilen ekstrem asidofilikler pH's1 1,00 ve ekstrem alkalofilik bakteriler pH's1
13,00 olan ortamlara adapte olabilmistir. Ekstrem asidofilikler siilfat anyonu
bakimindan zengin toprak, madenler ve jeotermal alanlardan izole edilmislerdir

(Rothschild ve Mancinelli, 2001; Casey vd., 2010; Nelson ve Cox, 2013).
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Ekstrem alkalofilik bakteriler bazi boceklerin sindirim sisteminin son kisimlarindaki
yiksek pH'li bolgelerde, soda gollerinde, 6zellikle indigo boyalar ihtiva eden
endiistriyel atiklarda, kentsel atik tesislerinde ve ekstrem jeokimyasal icerige sahip
yiizey sularinda yasamlari siirdiirebilmektedirler (Rothschild ve Mancinelli, 2001,
Casey vd., 2010; Nelson ve Cox, 2013).

Yiiksek organizasyonlu 0karyotik canlilarda genel olarak hiicre i¢i pH (pH;) yaklasik
7,30 iken hiicre dis1 pH (pHg) 7,40 olarak sabit oldugu sartlarda yasam devam
etmektedir. Notrofilik bakteriler ise pHg yaklasik olarak 5,50-9,00 oldugunda
rahatlikla biiylime ve c¢ogalma fonksiyonlarini yerine getirebilmektedirler ve pH;
genellikle 7,50-7,70 arasinda dengelenmektedir. Bu pHy degerlerinin diginda hiicre
tiire gore farklilik arz eden tolerans araliklarinda asit ve alkali soklarina kars1 farkl
stratejiler gelistirerek hayatta kalabilmeyi basarabilmektedirler. Notrofilik bir bakteri
optimum kosullarin disindaki tolerans araliginda asidik veya bazik bir soka maruz
kaldiginda bazal metabolizma altinda morfolojik degisimler ile hiicresel tasima
faaliyetlerini sinirlandirarak belirli bir siire yasayabilmektedirler (Padan vd., 2005;
Slonczewski vd., 2009; Casey vd., 2010).

Bakteriler optimum yasam kosullarina gore farkli pH'lara kars1 direng gosterseler de
hemen hemen biitiin homeostasis mekanizmalar1 aynidir. Cok ytiksek veya ¢ok diisiik
pH'larda yasayabilen ekstrem canlilarin bu o6zellikleri var olan proteinlerin gen
ifadelerindeki ve proteinlerin amino asit kompozisyonundaki farkliliklarla
aciklanabilmektedir. Ekstrem pH'larda yasayabilen canlilarin proteinlerinin genel
olarak karbohidratlar ve lipitlerle konjugelerinin ¢ok goriilmesi, ayn1 zamanda amino
asit karakterlerinin noétrofiliklere nazaran daha asidik veya bazik karakterli olmasi
dayanikliliklarina agiklama getirebilmektedir (Rothschild ve Mancinelli, 2001,
Krulwich vd., 2011).



38

2.5.1. Pasif sistemler

Pasif pH dengeleyici unsurlardan her ne kadar sitoplazmik pH ile korelatif bir
degerde olmasa da bakterilerde hiicre i¢i pH (pHj)’nin dengelenmesinde aktif
sistemlere yardimci olan en Onemli faktor tampon sistemlerdir. Sitoplazmada;
proteinlerin yan gruplari, serbest amino asitler, fosfat gruplar1 ve bikarbonat iyonlari
tamponlamada gorev alan dnemli molekiillerdir. Ozellikle hiicrenin sitoplazmasinda
yogun bir sekilde bulunan proteinlerin asidik ve bazik amino asit igerikleriyle
tamponlamada etkin bir islevi bulunmaktadir. Bakterilerin optimum hiicre igi
pH’sina uygun olarak proteinlerin amino asit kompozisyonu sekillenebilmektedir.
Omegin notral pH araliginda yasayan bir bakteri icin proteinlerindeki histidin

rezidiisii 6nemli bir tamponlama giicii olusturmaktadir (Booth, 1985).

Bakterilerin yasami i¢in uygun pH'larda islevselligi olan proteinlere sahip olabilmesi
gerekmektedir. Proteinlerin izoelektrik noktalar1 asidofiliklerde yiiksek olurken
alkalofiliklerde daha diisiik olmaktadir. Ozellikle membran proteinlerinin hiicre
disina bakan kisimlarindaki amino asit rezidiilerinin pK degerleri bakterilerin hangi
pH degerinde yasamaya elverisli olduklar1 hakkinda fikir sahibi olmamizi
saglamaktadir. Asidofiliklerin ve alkalofiliklerin membran proteinlerindeki
iyonlagabilen rezidiiler sayesinde hiicre yiizeyinde pasif bir koruma olusturdugu
diistiniilmektedir. Ayrica membran lipidlerinin ve porinlerin hiicre i¢ine olabilecek
proton kagaklarini 6nlemede etkisi oldugu bilinmektedir (Kim vd., 2005; Hayes vd.,
2006).

2.5.2. Aktif sistemler

pH dengesinin saglanmasinda hiicrelerde en Onemli rolii aktif sistemler
oynamaktadir. H™nin hiicre igine alimi1 ve hiicre disina atilmasinda membran tasima
sistemlerinin ve baz1 enzimlerin fonksiyonu metabolizmadaki en Onemli

mekanizmalardir (Casey vd., 2010; Krulwich vd., 2011).
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Hiicrede en 6nemli proton pompalari; redoks potansiyeline bagimli (solunum zinciri
elemanlar), 151k varligma bagimli (bakteriorodopsin) ve bag enerjisine bagimli
(ATPaz) pompa sistemleridir. Bunlarin disinda flajel gibi baz1 yapilarda bol miktarda
bulunan ATP sentaz da hareketin saglanmasi aninda aktif proton transferini
saglamaktadir. Bu sistemlerden hiicre i¢i pH dengelenmesinde en ¢ok etkin olanlari
solunum zincirinde bulunan redoks bagimli proton pompalarinin ATPaz ile ortak
calismast ve Onemli bir membran kanali olan katyon/proton degistiricilerdir.
Metabolizma igerisinde bazi enzimlerde [H'] dengelenmesinde gérev almaktadir.
Hidrojenazlar, lireaz, karbonik anhidraz ve amino asit dekarboksilazlar gibi enzimler
ile H" harcayarak veya iireterek ortam pH'sin1 dengelemektedirler (Casey vd., 2010;
Krulwich vd., 2011).

2.5.2.1. Enzimatik

Metabolizmada reaksiyonlar birbirleriyle baglantilidir. Bu baglantilar sayesinde bir
reaksiyonun iiriinii bir bagka reaksiyonun substrati olabilmektedir. Hiicre i¢erisindeki
bu dongli sayesinde olusturulan mekanizma ile tiim yasamsal faaliyetler
gerceklestirilmektedir. Hiicre igerisindeki bazi reaksiyonlarda H" harcanirken
bazilarinda ise tiretilmektedir. Genel olarak bir denge icerisindeki bu reaksiyonlarin
yonii fizyolojik duruma gore degisebilmektedir. Ortam pH'sinin diistiigii bir durumda
reaksiyon H™'y1 harcama yéniindeyken alkali kosulda H” {iretimi seklinde geliserek
pH dengesi korunmaktadir (Booth, 1985; Boron, 2004).

Bakterilerde fizyolojik pH'nin dengelenmesinde rol alan Onemli enzimler;
hidrojenazlar, amino asit dekarboksilazlar, karbonik anhidraz ve iireazdir. Bunlarin
disinda dehidrogenazlar, oksidazlar ve glutamat sentaz (NADPH) gibi enzimlerinde
etkinligi bilinmektedir (Booth, 1985; Boron, 2004; Krulwich vd., 2011).
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2H' +2¢ =— H,

Sekil 2.12. Hidrojenaz enziminin katalizledigi reaksiyon

Hidrojenazlar aktif merkezinde nikel ve demir iceren geri dontistimlii olarak hidrojen
gazinin oksidasyonunu saglayan enzimdir (Sekil 2.12). Yapisinda iki demir atomu
olan [FeFe] hidrojenaz ve bir demir bir nikel olan [NiFe] hidrojenaz tiirleri
bulunmaktadir. Reaksiyon yonii enzim ile etkilesimde olan bilesenlerin redoks

potansiyeline baglidir (Hayes vd., 2006; De lacey vd., 2007).

Bir elektron alicis1 varliginda ortam pH'sini diisliren hidrojenazlar, elektron
vericisinin oldugu sartlarda ortam pH'simi yiikseltmektedir. Hiicrede oksijen (Oy) ,
nitrat (NOg), demir (111) (Fe*?), mangan (Mn), siilfat (SO4?) ve karbondioksit (CO,)
varhginda reaksiyon H* yoniine kayarak pH'nin diismesine sebep olmaktadir (Hayes

vd., 2006; De lacey vd., 2007).

Amino asit dekarboksilaz amino asit lizerindeki karboksil grubunun karbondioksit
seklinde ayrilmasimi katalizlemektedir. Piridoksal fosfatin koenzim olarak goérev
aldig1 reaksiyonda biyojen aminler olugmaktadir (Sekil 2.13). Dort asamada
gerceklesen reaksiyonda amino grubuna baglanan piridoksal fosfat ile olusan Schiff
bazindan karbondioksit ¢ikisinin ardindan bir mol H” ile biyojen amin olusmaktadir.
Ortam pH'sinin diistiigli sartlarda bakteri hiicrelerinde arginin dekarboksilaz ve
glutamat dekarboksilaz ifade diizeylerinin arttign bildirilmistir (Booth, 1985;
Krulwich vd., 2011).
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Sekil 2.13. Piridoksal fosfat bagimli amino asit dekarboksilasyonu semasi

Glutamat sentaz kofaktor olarak FAD, FMN, Fe™® kiikiirt ve kiikiirt-demir
komplekslerini kullanarak bir mol L-glutamin {izerindeki y-amino grubunun bir mol
2-okzoglutarata (o-ketoglutarat) aktarimi ile iki mol L-glutamat olusumunu
katalizleyen enzimdir (Sekil 2.14). Oksidorediiktaz sinifi enzim olan glutamat sentaz
katalizinde gerceklesen reaksiyonda elektron alicist NAD" veya NADP™, elektron
vericisi ise amino grubudur (Padan vd., 2005; Baker-Austin ve Dopson, 2007
Nelson ve Cox, 2013).

Reaksiyonda ortamdan bir mol H® harcamr. Glutamat transaminasyon ve
deaminasyon reaksiyonlarinda amino grup tasiyicist olarak gorev yapan 6nemli bir
amino asit tiirevidir. Bu sebeple ortam pH'smnin dengelenmesinde 6nemi olan bu
enzim ayni zamanda hiicredeki amino grup transferinde 6nemli olan bu amino asitin
sentezlenmesini de saglamaktadir. Reaksiyon incelendiginde ortam pH'sinin diisiik
oldugu sartlarda reaksiyon yonii hiicre i¢in en dnemli tampon sistemini teskil eden
amino asit sentezine kaymaktadir. E.coli i¢in pH'nin 6.4-9 oldugu aralikta aktivite
gbsterebilen glutamat sentaz H* homeostasisi i¢in kritik 6neme sahiptir (Padan vd.,

2005; Baker-Austin ve Dopson, 2007; Nelson ve Cox, 2013).
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Sekil 2.14. Glutamat sentaz enziminin reaksiyon semasi

Karbonik anhidraz (CA) aktif merkezinde ¢inko atomu igeren hiicrede CO,"in geri
donilistimlii hidratasyonunu katalizleyen bir metaloenzimdir (Sekil 2.15). Bir¢ok
bakteriden izole edilerek karakterizasyonu yapilmig karbonik anhidrazin
sekanslarinda homolojileri olmayan alfa (o), beta (B) ve gama (y) olarak enzim
aileleri seklinde simiflandirilmistir. a-CA'da Zn+2; histidin 119, 96, 94 rezidiileri ve
bir su molekiilii ile koordinasyon halinde iken prokaryotlarda bol bulunan B-CA'da
sistein 32 ve 90, histidin 87, aspartat 34 ve arginin 36 rezidiileri ile koordine
edilmistir (Smith ve Ferry, 2000). Karbonik anhidraz genel olarak solunumda, CO;
taginmasinda, siyanat metabolizmasinda ve siyanobakterilerde fotosentezde rol

almaktadir (Badger ve Price, 1994).

—

CO, + H,0 = H,CO, = HCO; + '

Sekil 2.15. Karbonik anhidraz enziminin reaksiyon semast

Ureaz H,O varliginda iirenin geri déniisiimlii olarak hidrolizlenmesini saglayarak
CO; ve NH; olusumunu katalizleyen aktif merkezinde Ni*? igceren 6nemli bir pH
regiilasyon enzimidir. Reaksiyonun ilk asamasinda tiire hidrolizlenerek NHj3
(amonyak) ve NH,COOH (karbamat) olusmaktadir. Daha sonra NH,COOH
kendiliginden NH3 ve H,COj3 (karbonik asit)'e ayrigmaktadir. Ureazin bakterilerin
periplazmik pH homeostasisindeki 6nemi Helicobacter pylori iizerinde yapilmisg
caligmalar ile gosterilmistir. Hidroksiiire ve iireye spesifik katalitik aktivitesi mevcut
olan iireaz Okaryotik canlilarda yalmzca sitoplazmik pH dengesine katkida
bulunurken bakterilerde hem sitoplazmik hem de periplazmik pH dengesinde rolii
bulunmaktadir (Krulwich vd., 2011; Fong vd., 2013).
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H,N NH, + H,0
Ure
Sekil 2.16. Ureaz enziminin reaksiyon semas1

CO, + 2NH,

Ureaz gen kiimesi yedi farkli genden olusmaktadir. Bu genlerden ureA ve ureB;
lireazin apoenzim kismini, ureE, ureG, ureF ve ureH; {ireazin aktif merkezinde
Ni*#nin aktivite i¢in konumlanmasimi, urel; hiicre membraninda pH bagimli iire

gecisini saglayan bir kanal proteinidir (Cussac vd., 1992).

Asidik sartlarda (pH<6,00) urel iire gecisini kolaylastirirken hiicre i¢inde lireazin
aktivitesi ile NH3 ve H,COj3; konsantrasyonunda artig olmaktadir. Bu durumda olusan
NH; ortamdan H* iyonu alarak NH," iyonuna déniiserek fizyolojik pH’da tampon
olusturur (Sekil 2.16). Fakat bu tampon ¢ok zayif bir etkiye sahiptir. Clinkii pKa
degeri 9,23 olmasi1 sebebiyle pH’ nin genel olarak 7,4 oldugu sartlarda tamponlama
glicii yoktur. Sitoplazmik B-karbonik anhidraz ortamda artan H,CO3’i CO;’e
doniistiirmesi ile CO, periplazmik bosluga gegerek hiicre zarina bagh a-karbonik
anhidraz tarafindan HCO3;~ ve H"’ya doniistiiriiliir. Periplazmik boslukta a-karbonik
anhidraz’in olusturdugu H" iyonu sitoplazmik iireaz tarafindan iiretilip periplazmaya
verilen NH; ile notralize edilir. Boylelikle periplazmik tamponda olusan
CO2/HCO3 dengesi pH’nin diismesi saglayarak dengelenmeyi saglamaktadir (Sekil
2.17) (Krulwich vd., 2011).
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CA: Karbonik anhidraz

Sekil 2.17. Karbonik anhidraz ve tireazin pH homeostasisindeki roli

2.5.2.2. Membran kanallar ve elektron tasima sistemi

Bakterilerin sitoplazmik pH’sinin dengelenmesinde en dnemli unsur i¢ membranda

bulunan aktif proton pompalaridir. Bu H* aktaricilar; solunumda gorev alan elektron

tasima sisteminde bulunan ATPaz’lar ve diger Elektron tasima sistemi elemanlar

bakterilerin mezozom adi verilen i¢ membranin sitozdle dogru kivrimlanmis

kisimlarinda bulunmaktadir. Mezozomda periplazmik bolgeye proton pompalayarak

ATP sentezlenmesi saglayan bu sistem H* iyonu dengesinde de rol almaktadir (Sekil

2.18) (Booth, 1985; Kashket, 1985).
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Sekil 2.18. Bakterilerde Elektron tasima sistemine ait reaksiyon semas1 (Internet:
KEGG, 2016)

Elektron tasima sisteminde bulunan NADH dehidrogenaz (=NADH:ubikinon
oksidorediiktaz) alt1 Fe-S protein kompleksi ve FMN koenzimliginde flavoprotein
iceren 14 alt birimden olusan membrana entegre bir enzimdir. Mezozomda
membrana gomiilii hidrofobik kisminin konformasyonundan dolayr “L” seklinde
olan bu enzim elektron tasima sisteminde kompleks-1 olarak adlandirilmistir.
Kompleks-1’de iki tepkime gerceklesmektedir. Birinci tepkime NADH’dan bir H™ ve
sitoplazmadan bir H" iyonunu egzergonik olarak ubikinona aktarir. ikinci reaksiyon
ise elektron aktarimindan olusan enerji ile sitoplazmadan periplazmaya dort H*
aktarimidir. Bu aktivitesi ile tek basina sitoplazmik pH’y1 yliikseltirken ubikinol
(QH,) kompleks-3’e difiizlenir (Nelson ve Cox, 2013; Keha ve Kiifrevioglu, 2015).

Kompleks-2’de FAD ve Fe-S yapilarinin prostetik grup olarak gorev aldigi dort alt
birimden olusan sitrik asit dongiisiinde goérevli tek membrana bagli enzimdir. Bu
enzimin aktivitesindeki artis oksidatif fosforilasyon kaskatinin ATP {iretimi yoniinde

oldugunun bir gostergesidir (Slonczewskivd., 2009; Nelson ve Cox, 2013).

Sitokrom bc; veya ubikinon:sitokrom ¢ oksidorediiktaz olarak adlandirilmis
kompleks-3, kompleks-1’den difiize olan ubikinolden sitokrom C’ye elektronlarin
aktarimi ile protonlarin periplazmaya vektorel tasimmimini gergeklestirmektedir.
Elektronlarin kompleks-3 icerisinden gegisiyle proton pompalanmasini agiklamak

icin Q-¢evirimi modeli ileri siirtilmiistiir (Sekil 2.19) (Schifer ve Penefsky, 2008).
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Bu model; tek elektron tasima kapasitesi olan sitokrom bsgy, bsgs, C1 Ve C ile iki
elektron tagiyan ubikinon arasindaki degisim sayesinde dort protonun periplazmaya
pompalanmasini kapsamaktadir. Boylelikle sitokrom c’ye aktarilan bir elektron ¢ifti
basimna dort proton aktarilarak sitoplazma pH’s1 yiikselmektedir. Sitokrom c
periplazmada ¢oziiniir halde bulunan hem prostetik grubu igeren bir proteindir. Hem
grubu kompleks-3’den bir elektron alarak iki bakir atomu i¢eren merkeze sahip
kompleks-4’e dogru hareket etmektedir (Schifer ve Penefsky, 2008; Nelson ve Cox,
2013).

Kompleks-3

Sitoplazma

Sekil 2.19. Sitokrom bc; kompleksinde Q-¢evrimi modeli

Sitokrom c oksidaz olarak isimlendirilen kompleks-4 bakterilerde 3-4 alt birimden
olusan bir yapiya sahiptir. Sitokrom c lizerindeki elektronlarin molekiiler oksijene
(O2) aktarimini saglayarak suya indirger. Hem elektronlarin aktarimini saglayan bu
kompleks ayni zamanda periplazmaya her bir elektronda iki proton pompalanmasini

katalizlemektedir (Nelson ve Cox, 2013, Keha ve Kiifrevioglu, 2015).

Periplazmada H" konsantrasyonunda olusan yiikselme sonucu PMF dogru orantili
olarak artar. Bu kuvvet ile olusan potansiyel ATP sentezinde kullanilmaktadir.
Kemiozmotik teoriye gore periplazmada olusan bu H"’lar ATP sentaz kompleksine

ait proton kanalindan gecerken olusan hareket kuvvetiyle ADP fosforillenir.
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Kemiozmotik teorinin mimar1 Peter Mitchell bu olayr “kimyasal bir tepkime ve bir

taginma siireci” olarak tanimlamstir (Sekil 2.20) (Mitchell, 1961).

ADP + Pi+nHp'= =~ ATP + H,0 + nHy"

Sekil 2.20. Kemiozmotik teoriye gore ATP sentezine ait reaksiyon esitligi

ATP sentazlar bulunduklar1 organizmalara, gorevlerine ve yapilarina gore; V, F, A, P
ve E tip olarak siiflandirilirlar. FoF1 ATP sentazlar (ATPaz) 6karyotik canlilarda ve
prokaryotik canlilarda ATP sentezinde gorev almaktadir. Ayrica E. coli gibi bazi
bakterilerde hiicre icerindeki fazla H* iyonunu ATP enerjisi harcayarak disa dogru
atma reaksiyonunu da katalizleyebilmektedirler (Nishi ve Forgac, 2002; Murata vd.,
2005).

Cytoplasm

Sekil 2.21. V-tip ATPaz’1n yapisal sekli ve reaksiyon mekanizmasi

Fazla protonlarin sitoplazmadan uzaklastirilmasini saglamak i¢in bazi arkealarda
ApA; tip ATPaz’larda aymi islevi yapabilmektedir. F-tip ATPaz’lar ile yapisal
benzerlik gosteren V-tip (Vakuol tip) ATPaz’lar okaryotik canlilarda endozom,
lizozom ve sekresyon organelleri gibi yapilarin membranlarinda bulunan

mekanizmas1 tam aciklanamamis olmakla birlikte H® homeostasisini saglayan bir
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enzim kompleksidir (Sekil 2.21). Giiniimiizde V-tip ATPaz’larin E.coli ve E. hirae
gibi bakterilerde de var oldugu bildirilmistir. Bu ATPaz ¢esidi bakterilerde mezozom
yapilarinda bulunmaktadir. F-tip ATPaz’larda oldugu gibi ATP sentezinde rol
almazlar ve Na* bagiml1 aktiviteye sahiptirler. Hiicre disina H" iyonu aktararak hiicre
icinde diisen pH’nin yiikseltilerek dengelenmesini katalizlemektedirler (Sekil 2.22)
(White vd., 1999; Nishi ve Forgac, 2002; Murata vd., 2005; Nelson ve Cox, 2013).

Sekil 2.22. V-tip ATPaz ve F-tip ATPaz’in yapisi ve karsilagtirmast (Nishi ve
Forgac, 2002)

Hiicre membraninda bulunan bazi proteinler dis ortam ile sitoplazma arasindaki
madde gecislerini saglamaktadir. Bu tasiyic1 kanallarin bazilari enerji kullanarak
madde gecislerini saglarken digerleri ise difilizyon ile gecisleri diizenlemektedir.
Membrandan enerji harcanarak gergeklestirilen aktarima aktif tasima, enerji
gereksinimi olmadan yapilan aktarima pasif tasima adi verilmektedir. Pasif tagima
icerisinde basit ve kolaylastirllmis difiizyon seklinde smiflandirma yapmak
miimkiindiir. Ayrica aktif tasima ise Membran kanallar1 islev olarak taginan
maddenin tek ¢esit ve tek yonlii olmasi durumu; uniport, tasinan maddelerinin ayni
yonlii ve iki ¢esit olmas1 durumu; simport, taginan maddelerin zit yonlii ve iki ¢esit
olmas1 durumu; antiport seklinde kategorize edilebilmektedir. Sitoplazma pH’sinin

sabit kalmasim saglayan en 6nemli ikici proton pompalari katyon/H™ degistirici
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membran kanal proteinleridir. pH homeostasisinde gérev alan katyon/H" degistirici
kanal proteinleri simport veya antiport seklinde olabilmektedir (Sekil 2.23). Bu kanal
proteinleri icerisinde en etkili olanlar Na*/H" ve K'/H" degistiricilerdir (Nishi ve
Forgac, 2002; Krulwich vd., 2011).

Basit Diftizyon [Diisiik |[{=— === Yiiksek]
]
E o
E Pasif Difiizyon [Disuk } Kanal-Aracili Tagima
o
= N
Kolaylastirilmus Diflizyon [Distik
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(Symport) [Viksek] > Tasiyici-Aracili Tasima
E
£
=
- Degistirici [Diistik] [ Y iiksek]
E (Antiport) [Diisiik] [Yiiksek]
& L /
o
iz o AT o
£ [Yiiksek] [Dasik]
_ [Diisiik] [Yiiksek]
‘5
;E Pompa-Aracili Tagima
s}
[Yiiksek]

Sekil 2.23. Hiicre membran tagima sistemleri

D. radiodurans’in coklu altbirimli Na*/H" antiport kanal proteinin DR0880’den
DRO0886’ya kadar olanlar1 bazi termofilikler ve alkali sartlarda yasayabilen
bakterilerde karakteristik olarak bulunmaktadir. Bu membran proteininin D.
radiodurans’in alkali sartlarda biiyliyebilmesine yardimci oldugu diisiintilmektedir
(Hiramatsu vd., 1998; Makarova vd., 2001).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Tez kapsaminda yapilan radyasyon deneyi Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu, Saraykdy
Niikleer Arastirma ve Egitim Merkezinde gerceklestirildi. Diger tiim deneyler
Erzincan Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii Molekiiler Biyoloji
Arastirma Laboratuvarinda ve Erzincan Universitesi Temel Bilimler Uygulama ve

Arastirma Merkezinde gergeklestirildi.

3.1. Materyal

3.1.1. Mikroorganizma

Tezde kullanilan D. radiodurans R1 (DSM 20539) susu Leibniz-Institut DSMZ
GmbH. den liyofilize formda satin alinmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. D. radiodurans’a ait Leibniz-Institut DSMZ GmbH.’den alinan belge



3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Real-time PCR cihazi
Gama 15111 kaynagi
PCR cihaz1

Floresans mikroskobu
Isik mikroskobu

Calkalamali inkiibator (8-60 °C)

Sogutmali santrifiij
Spektrofotometre

pH metre

Elektroforez tanki
Vorteks

Hassas terazi

Otomatik pipet

Magnetik karistiric

Saf su cihazi

Kar makinesi

Giic kaynagi

Buzdolaplari

Derin dondurucu (-30 °C):
Ultra-low dondurucu (-85 °C)
Mikrodalga firin

Otoklav

Jel goriintiileme cihazi

Ultrasonikator VCX750

Qiagen Rotor Gene 6flex
Izotop Ob-Servo Ignis
Bio-Rad C1000 Touch
Olympus BX63

Leica DM 4000B
Shellab SSI15

Hanil Smart R17

Perkin Elmer Lambda 35 UV-vis

Radiometer meterlab PHM 210
Thermo Owl Easycast B2-BP
Heidolph Reaxtop

Shimadzu ATX 120
Eppendorf Research Plus
Heidolph MR Hei-Standart
Niive

Scotsman AF-20

Thermo EC 300 XL

Argelik

Haier

Haier, New Brunswick U410
Arzum

Stimer SM3

Vilber Lourmat Quantum ST5
Sonics Vibra Cell
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3.1.3. Kullamlan kimyasal maddeler

3.1.3.1. Cozeltiler ve besiyerleri i¢cin kullamilan kimyasal maddeler

Cozeltilerin ve besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar Sigma-Aldrich,

Oxoid ve Merck firmalarindan tedarik edildi.

TGYB (Triptone Glucose Yeast extract Broth): igerik olarak; 10 g/L tripton ve 5
g/l maya Ozitii hazirlanacak miktara gore tartilarak sirayla saf su igerisinde
¢oziindiiriildii. Otoklav ile sterilizasyonun (121 °C’de 20 dk.) ardindan son
konsantrasyon 5 g/L olacak sekilde glukoz saf su igerisinde hazirlandi ve 0,22 pm

streril filtreden gegirilerek ilave edildi.

TGYA (Triptone Glucose Yeast extract Agar): Gerekli hacimde hazirlanan TGYB
besiyeri igerisine 15 g/L olacak sekilde agar ilave edildikten sonra otoklav ile
sterilizasyonun ardindan 9 cm’lik petrilere yaklasik 12,5 ml olacak sekilde

dagitilarak hazirlandi.

Stok c¢ozeltisi: Cozelti D.radiodurans’in uzun siireli -80 °C’de stoklanmasi i¢in
kullanilmistir. Cozelti i¢in 22,5 ml ultra saf su igerisine 1 M MgSO,’den 10 ml, 1M
Tris’den 2,5 ml ve 65 ml %99’luk gliserol ilave edilerek homojen oluncaya dek
karistirildi. Aseptik kosullarda 0,22 pm’lik steril filtreden gegirilerek kryotiiplere 0,5
ml paylastirildi. Stoklama isleminde ODgpo= ~0,6 hiicre kiiltiiriinden 0,5 ml bu steril
stok soliisyonuna aseptik kosullarda aktarilarak homojen olana kadar pipetaj yapildi

ve -80 °C’de 6 aya kadar muhafaza edildi.

1x TBE (Tris-Borat-EDTA) tamponu: Stok TBE tamponu 10 kat konsantre (10x)
olarak hazirlanmistir. 10x TBE i¢in 108 gr Tris, 55 gr borik asit 750 ml distile suda
coziilerek saf HCL ile pH= 8,0’a titre edildikten sonra, 4,65 gr EDTA eklendi ve

toplam hacim distile su ile 1 1t’ye tamamlandi.



53

Etidyum bromiir ¢ozeltisi: Mutajen etkisinden dolayr hazirlanirken eldiven ile
ceker ocakta hazirlandi. 10 mg etidyum bromiir eppendorf tiip icerisinde dikkatlice
tartildiktan sonra tizerine 1 ml ultra saf su ilave edilerek homojen oluncaya kadar

kanistirildi. Karanlik ortamda oda sicakliginda muhafaza edildi.

1M MgSO4: 50 ml 1M MgSOq ¢ozeltisi igin 12,324 gr MgS04.7H,0 alind1 ve 30 ml

ultra saf suda ¢o6ziildii. Hacim balonjojede 50 ml'ye tamamlandi.

1M Glukoz:50 ml 1 M glukoz ¢ozeltisi hazirlamak igin 9,008 gr saf glukoz alindi ve

ultra saf suda ¢o6ziildii. Hacim balonjojede 50 ml'ye tamamlanda.

5x Agaroz elektroforezi yiikleme cozeltisi: saf su igerisinde % 0,25 bromfenol
mavisi, % 0,25 ksilen siyanol ve % 40 oraninda siikroz ilave edilerek homojen olana

kadar karistirildi. Kullanima kadar +4 °C’de stoklanmustir.

DNA saflastirma isleminde kullanilan liziz tamponu: 80 ml ultra saf suya 0,302 g
tris tartilarak koyuldu ve tamamen ¢6ziinmesi beklendi. Daha sonra 0,093 g EDTA-
Na,.2H,0 ilave edilerek pH’s1 8,0’e ayarlandi. Stok olarak kullanilacak sekliyle son
olarak % 1 Triton X-100 eklenerek yavasga homojen oluncaya kadar karistirilarak +4
°C’de muhafaza edildi. Deney aninda kullanilacak hacme gore 20 mg/ml olacak

sekilde ayarlanarak lizozim ilave edilerek kullanildu.

3.1.3.2. RNA izolasyonunda kullanilan kimyasal maddeler

D. radiodurans R1’in 6n homojenizasyonu i¢in Sigma-Aldrich firmasindan tedarik
edilen lizozim (Uriin kodu: 62971) ve Qiagen firmasindan tedarik edilen Proteinaz K
(Uriin kodu: 19133) kullanilmistir. D. radiodurans R1’in mRNA kompozisyonunun
stabilizasyonu i¢in Qiagen RNAprotect Bacteria Reagent (Uriin kodu: 76506), RNA
saflastirma i¢in Qiagen RNeasy Mini Kit®(Uriin kodu: 74106) kullanilmustir.
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3.1.3.3. Gen ifade analizi icin kullamlan kimyasal maddeler

Dizayn edilen primerler lontek firmasindan 100 uM konsantrasyonda olacak sekilde
sentez ettirilerek tedarik edilmistir. Gen ifade diizeylerinin tespit edilmesi i¢in

Qiagen QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit (Uriin kodu: 204245) kullanilmistir.

3.1.3.4. Hiicre i¢ci pH’nin incelenmesi icin kullanilan kimyasal maddeler

Hiicrelerin pH durumuna ait floresan goriintiillemeyi daha berrak yapabilmek i¢in 6n
hazirhik asamasinda kullanilan Live Cell Imaging Solution (Uriin kodu: A14291DJ)
Thermo-Fisher Scientific firmasindan temin edilmistir. Hiicre i¢i pH’nin floresan
boya ile kalitatif tespiti i¢in Thermo-Fisher Scientific firmasindan temin edilen
pHrodo™ Green AM Intracellular pH Indicator kiti (Uriin kodu: P35373)

kullanilmastir.

3.2. Yontem

3.2.1. Besiyerlerinin hazirlanmasi ve D. radiodurans’in inokiilasyonu

Besiyerleri hazirlanirken bilesenler tartilarak saf su icerisinde manyetik bar ile
¢Oziindiiriildii. Ardindan besiyerlerinin pH’lar1 ve hacimleri ayarlanarak otoklavda
121 °C’de, 20 dakika sterilize edildi. Sterile edilen besiyeri sayet agarl ise; sicakligi
60-70 °C’ye diisene kadar manyetik karistirici yardimiyla karistirilarak sogutuldu ve
aseptik kosullarda yaklasik 12,5 ml olacak sekilde gama steril petrilere paylastirildi.
Sivi besiyerleri erlenlere uygun miktarlarda dagitilarak tikaglar ile otoklavda

sterilizasyon islemi gergeklestirildi.
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Besiyeri olarak D. radiodurans R1 i¢in tanimlanmis olan TGY besiyerinin
iceriginde; 10 g/l tripton, 5 g/l maya 6ziitii ve 5 g/l glukoz bulunmaktadir (Kitayama
vd., 1983). Maillard reaksiyonu sebebiyle glukoz diger bilesenlerden ayr1 otoklavin
ardindan aseptik sartlarda 0,22 um por ¢apina sahip filtre ile sterilizasyon yapildiktan
sonra ilave edildi (Maillard, 1912). TGYA hazirlanirken ayrica 15 g/l agar ilave
edildi.

-80 °C’de stoklanan D. radiodurans, TGYA petrilerine ekimi yapilarak 32 °C
sicaklikta 48 saat inkiibe edildi. Daha sonra aseptik kosullarda bu kiiltiirlerden bir
koloni 6ze yardimiyla almarak 100ml’lik erlen icerisindeki 50 ml TGYB besiyerine
aktarildi ve 32 °C, 175 rpm’de 10 saat inkiibe edildi. Yari-kat1 besiyeri kullanilacagi
giine kadar 4 °C sicaklikta muhafaza edildi. Aktarimlar ve ekimler UV-C ile sterilize
edilmis, HEPA filtreli hava perdesi ile dis kontaminantlardan korunan A2 Class II tip
steril kabinde yapildi. Tiim hiicre aktarim islemleri kabin i¢inde bek alevinin 10

cm®liik alani icerisinde aseptik kosullarda yapildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Steril kabinde inokiilasyon
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Kati kiiltiirden sivi kiiltiire gecis i¢cin koloni aseptik kosullarda 6ze yardimiyla
alinarak s1vi1 besiyeri igerisine daldirildi. Koloni homojen bir sekilde sivi besiyerine
dagilana kadar 6ze, parmak ile mikser hareketi yapilarak c¢evirildi. Bu ekim yontemi

sadece inokiilasyon kiiltiirli olusturmak i¢in kullanildi.

3.2.2. D. radiodurans R1’in biiyiime kinetigi

Literatiirde yapilan benzer ¢alismalar baz alinarak gen ifadelerinin belirlenmesinde
orta-logaritmik faz hiicrelerinin kullanilmasinin uygun olacagina karar verildi. Bunun
sebebi bu fazda bulunan hiicrelerin mitotik evreye yatkin olmasi1 ve bundan dolay1
genom kopyasi bakimindan daha zengin olmasidir. Farkli pH’daki besiyerlerine
inokiile edilme uygulamalarinda kullanilacak D. radiodurans R1’in hangi fazda
oldugunu belirlemek amaciyla seyreltme plaka yontemi ile hiicre sayimini takiben

600 nm’de optik dansitelerine bakilmustir.

Hiicre sayimi ¢alismasinda, oncelikle saat 17.00°de 5 ml TGY besiyerine tek koloni
ile inokiilasyon yapildi ve 32°C, 30°’lik ag1 ile 175 rpm’de ertesi giin sabah saat
8.00’a kadar inkiibe edildi. Bu sekilde hazirlanan baglatic1 (over night=0/N, starter)
kiiltiirti, 2 L’lik erlenlerde bulunan 795 ml TGY steril besiyerine inokiile edildi ve
her saat spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda absorbans okumasi1 yapildi. Optik
dansitesi okunan orneklerden ayrica seyreltme plaka yontemi ile koloniler gozle ve
goriintilleme cihaz1 ile sayilarak biliylime egrisi olusturuldu. Seyreltme plaka
yonteminde her saat alinan 6rnekten 100 pl, 900 pl steril fizyolojik su ile 10 kat, 10
kat seyreltme yapilan tiipten 100 pl alinip tekrar tizerine 900 pl steril fizyolojik su
ilave edilerek 10? kat seyreltme yapildi. Bu sekilde aseptik kosullarda sirayla 10°,
10*, 10° ve 10° kat diliisyonlar hazirlandi. Her seyreltmede pipetaj yapildi ve her
birinden ayr1 ayr1 100 pl alinarak TGYA petrilerine drigalski 6zesi ile yayma islemi
yapildi. Her saat ornek i¢in yapilan seyreltmeler 32°C 24 saat inkiibe edildikten
sonra koloniler sayilmistir. Koloni sayis1 80-300 arasinda olan petriler seyreltme

faktorii ile carpilarak grafik i¢in kullanilmistir.
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3.2.3. Primer dizayni

mRNA ifade analizi yapilan bakterilerde hiicre i¢i pH’ nin dengelenmesinde rol aldig:
diisiiniilen; B-karbonik anhidraz, hidrojenaz (HypA ve HypB genleri), H*/Na'-
glutamat simport membran kanal proteini, katyon degistirici membran kanal proteini,
arginin dekarboksilaz, glutamat sentaz, V-tip ATP sentaz, sitokrom C oksidaz,
stiksinat dehidrogenaz, NADH dehidrogenaz, iireaz (UreE ve UreG genleri ile) ve
kontrol geni (housekeeping) olarak kullanilan gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz
genlerinin Deinococcus radiodurans R1’inNCBI (National Center for Biotechnology
Information) GenBANK veritabanindaki dizilimlerine gore primer dizayni yapildi.

Primer dizayninda su hususlara dikkat edildi;

o Secilecek forward ve reverse primerler hedef gen bolgesinin disinda,
genomun diger sekanslariyla higbir benzerlik icermeyen dizilimde

olmasina,
¢ Real-time PCR’da ¢ogaltilacak bolge maksimum 250 bp olmasina,
e Dizayn edilen primerlerin 3’ ucunda GC stabilitesine (max: 2 G veya C),
e Primerler, toplam GC oran1 %55°1 gegcmeyecek bir sekilde olmasina,
e Primerlerin son niikleotidi -eger miimkiinse- G veya C’nin olmasina,
e Primerlerin uzunlugu minimum 17, maksimum 30 bp olmasina,

e Primerlerin Tm (erime sicakligl) degerleri arasinda maksimum 5 °C

olmasina dikkat edildi.
Baglanma sicakligr agisindan, primerlerin Tm degerleri; Tm= 64.9 +41x(yG+zC-
16.4)/(wA+xT+yG+zC) formiilii ile hesaplanarak 67 °C ‘yi ge¢meyecek sekilde
dizayn edildi (Rozen ve Skaletsky, 1999).
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Primerler, NCBI veritabaninda primer BLAST g¢evrimigi programi ile genomun
herhangi bir bolgesine spesifik olmamasi igin karsilastirildi. Oncelikle NCBI
veritabaninin arama sekmesinden “gene” secilerek aranacak kelimeler kismina
“Deinococcus radiodurans R1” ve primer dizaynmi yapilacak genin ismi yazildi ve
“Search” tusuna basildi (Sekil 3.3).

22 DR_1343 glyceraldehyde - x Y}
€->2CH

() www.ncbinimanihgov/gene

2 NCBI  Resources & How To ©)

Gene

Gene * [Deinococcus R1 gy yde 3 [ Search |
Advanced Help
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" " Table of contents &
DR_1343 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase [ Deinococcus radiodurans R1] 5
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Gene ID: 1799953, updated on 1-Oct-2014 Genomic context
~ Summary 2ll2| Genomic regions, transcripts. and products
Bibliography
Gene symbol DR_1342 Pathways from BioSystems
Gene ¥ phosph: hy General protein information
Locus tag DR_1343 NCBI Reference Sequences (RefSeq)
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Organism Deinococcus radiodurans R1 (strain R1_ old-name: Deinoc Additional links
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g o Gene neighbors
10 o T
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Sekil 3.3. NCBI veritabanindan Deinococcus radiodurans R1%in ilgili genin
sekansmln taranmasit

Sonrasinda sekansa ulagsmak icin FASTA formatinda gen dizisi agild1 (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Gen dizisinin FASTA formatinda agilmasi
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FASTA formatinda agilan dizi igerisinden primerleri dizayn etmek i¢in “Pick

Primers” butonuna tiklanildi (Sekil 3.5).

FMehmers) |

22 Deinococcus radioduran: x Y
« C A [3 www.ncbinlmnih.gov/nuccore/NC_0012 port=fasta&from 1 ' S&strand=true
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ATGAAAGTAGGCATCAACGGCTTTGGCCGCATCGGTCGECTGRTTTTCCGCATCCTCRAAGCGCCGRES

TCGAAGTGOTCOCCATCAACGACCT GACCRACAACCACACGCTGRCACACCTGCTCAAGTACGACTCGAC

CGCCGGOCGCTTTACGGCACCGTGOAGTACGACGARAGCAGCCT GACGGTCAACGGCAAGARGAT TCAG Customize view
GCCATCOCCOAGCGCGACCCCOCCAACATCAAGTGGGGCGAGTACGCGCCGACATCOTGATCGAATCCA
CCGGCATCTTCACCAGCCOCGAAGGGGCCTCCAAGCACATGCAGGGCGOGGCCAAGAAGGTCATCATCAC
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COTTCOGCATCGAGAAGGCCATCATGACCACCGTGCACAGCTACACCAACGACCAGCGCGTGCTGRACCT

GCCOCACAGCRACCTGCGCCGCGCCCOCGCCGCTGCGATCAACATCATTCCCACCTCRACCGBEGCCEC
AAGGCTGTGTCGCAGGTGTACCCCGCGCTGAAGGGCAAGT TCGACGGCACCAGCCTGCGCGTGCCCACGE = :
CCACCOGCTCRATCAGCGACGTGAGCGTGATCCTGOGGCGCGACGTOACTGTCOAGGAAGTCAACAACGT ST ——— R
CTTCCGTGAAGCCGCGAACGGCAAGTACARAGGCATCATGGCC TACACCGAAGACCCCATTGTGCTGACT )
GACATTCAGGGCGACCCGCACAGCGLGATCATTGACGOCOOCCTGACCATGOCGATGOGCAACCTCGTCA
AGTTCTTCTCGTGATACGACAACGAGTGGGGC TACAGCAACCGCATCGCGRACCTGGTGCAGCTCGTTCA
GAACAAAGGCTAA

Display options
¥ Show reverse complement

-

sence Features

Find in this Sequence

LinkOut to external resources
REBASE enzyme EcoK!
REBASE

Sekil 3.5. FASTA formatinda agilan dizi i¢inden primer diza&ﬁiﬁa gégis

Primer BLAST sayfasinda dizayn edilmek istenen primerin maksimum ve minimum
ka¢ bazdan olusacagi bilgileri sayisal olarak girildi. Ayrica erime sicakligi ve
Deinococcus radiodurans R1 genomunda diger dizilere primerimizin baglanmasinin
maksimum olasiliklar1 da ilgili kisimlara girilerek sayfanin en altindaki “Search

Primer” butonuna tiklandi (Sekil 3.6).

[

» NCBU Primer-BLAST: Finding primers specific (0 your PCR template (using Primer3 and BLAST).  More . Tips for finding specific prime:

. Besetpage Save search paameters Retdeve recent results
PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) g Ciear Range
wc_o01263.1

Forward primer

Reverse primer 1350285
Or, upload FASTA file Dosya Seg | Dosya segilmedi
Primer Parameters

Use my own forward primer

Q@ Gl
(5> on plus strand)
Use my own reverse primer :
(5>3 on minus strand) A

M Max
PCR product size 100 250
# of primers to return 10

Mo opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures (570 600 630 3 9
(Tm)

Exon/intron selection Arefseq mRNA sequence as PCR template input is required for options in the secton &

Exon junction span No preference v @
Exon junction match ExonatS'side Exonatd side

7 4

Minimal number of bases hat must annea 1o exons atthe 5

Intron inclusion Primer pair m parated by at least one | nding genomic DNA &

Sekil 3.6. Primer dizayn1 ve genomu ile BLAST’ lama i¢in parametrelerin sisteme
girilmesi
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Secilen parametreler ile gen iizerinde spesifik amplifikasyon yapabilecek primerler
program tarafindan sunuldu. Program tarafindan sonuglar iki kisim halinde verildi.
Birinci kisimda sistem tarafindan belirlenen primerlerin gen haritasi tizerinde hangi

kismi1 ¢ogaltacagini gostermektedir (Sekil 3.7).

 Primer designing teel | % = Primer-Blast results

& C & [5 www.ncbinlm.nihgov/tools/prime

» NCBU Primer-BLAST : results: Job ki=RV6UQuUIGMX9XnIQGH5LLONTeT8QTGAE  more.
Input PCR template NC 001263.1 Deil i R1 1, complete sequence
Ra 1349293 - 1350285
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Deinococcus radiodurans R1)
Other reports > Search Summary
(&) Graphical view of primer pairs
NC_001263.1: 1.3M.1.4M (1.3Kbp) » | Find via i - m RTooh Z | L¥Contgue @ 7+

1350300

(S Detailed primer reports

Primer pair 1
Sequence (5->3') Template strand  Length Start stop Tm  GC% Self Self 3'
Forward primer _ ATCTTCTTGCCGTTGACCGT Plus 20 1350080 1350099 59.97 50.00 300 300

Sekil 3.7. Program tarafindan belirlenen primerlerin gen iizerinde amplikon
bolgelerin haritalanmasi

Ikinci kisimda tavsiye edilen primerlerin dizisi, uzunlugu, olusturacag ({iriin
uzunlugu, sa¢ tokasi formu olusturma ihtimali, GC orani, 3’ ucunun stabilitesi, Ty,
degerleri ve genin hangi bazinda baglaylp hangi bazinda bittigi bilgileri
bulunmaktadir (Sekil 3.8).

— — e
'/, Primer designing o0l X)) = Primer-Blast rezults P\ W ]

- C A [5 www.ncbinlm.nihgov/t primer-blast/primert, giZctg_time=14192842298&job_key=RV6uQutiQmx9Xn|

Primer pair 1

Sequence (5->3') Template strand  Length Start stop Tm  GC% Self Self 3'
Forward primer  ATCTTCTTGCCGTTGACCGT Plus 20 1350080 1350099 59.97 50.00 3.00 3.00
Reverse primer  TGGTTTTCCGCATCCTCGAA Minus 20 1350245 1350226 59.96 50.00 4.00 2,00
Product length 166
Products on intended target
>NC_001263 1 Deinococcus Ric 1. complete sequence
product length = 166
Forward primer 1 ATCTTCTTGCCGTTGACCGT 20
Template $350060) ratoh A 1350099
Reverse primer 1 TGGTTTTCCGCATCCTCGAA 20
Template 3500857 Lo ety 1350226
Primer pair 2

Sequence (5->3') Template strand  Length Start Stop Tm  GC% Self Self 3'
Forward primer  AACTTGACGAGGTTGCCCAT Plus 20 1349372 1349391 59.89 50.00 3.00 200
Reverse primer  CGAACGGCAAGTACAAAGGC Minus 20 1349501 1349482 60.11 55.00 4.00 2.00

Product length 130

Products on intended target
>NC_001263 1 Deinococcus radiodurans R1 chromosome 1, complete sequence

product length = 130
Forward primer 1 AACTTGACGAGGTTGCCCAT 20
Template 1349372 issenevesnnsessenans 1349391

Reverse primer 1 CGAACGGCAAGTACAAAGGC 20
Template 3 At g 1349482

Sekil 3.8. Program tarafindan belirlenen primer ciftlerinin bazi parametreleri
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Boylelikle sistem tarafindan Onerilen primerler uygunluk ve spesifiklikleri
kiyaslanmig ayrica biitiin genomda taranarak baska bolgelere baglanma ihtimali en

diisiik olanlar secilmistir.

3.2.4. DNA saflastirma

Saflagtirma islemi i¢in Invitrogen PureLink® Genomic DNA Kit kullanilmustir. D.
radiodurans R1’den petri kiiltiiriinden tek koloni ile Sml’lik TGY besiyerine
inokiilasyon yapildi. 15 saat 32 °C’de 200 rpm’de 30 ag1 ile inkiibe edilen kiiltiirden
1ml (~109 CFU/ml) steril eppendorf tiipline aseptik kosullarda alindi. 10000 xg’de
10 dk. 25 °C’de santrifiijiin ardindan siipernetant uzaklastirildi. Hiicre pelleti steril %
0,9 NaCl ile aseptik kosullarda resiispanse edildi. Tekrar 10000 xg’de 10 dk. 25
°C’de santrifiij edilen Ornegin siipernetant kismi atildi. Liziz tamponu olarak
hazirlanan, pH’s1 8,0’e ayarlanmis 25 mM Tris-HCI, 2,5 mM EDTA ve 1% Triton X-
100 ¢ozeltisine kullanim aninda 20 mg/ml olacak sekilde lizozim ilave edildi.
Hazirlanan bu ¢ozeltiden 200 pl hiicre pelletine ilave edilerek tamamen resiispanse

olana kadar pipetaj yapildi ve 37°C’ de 45 dk. inkiibe edildi.

Inkiibasyon bittikten sonra 20 ul proteinaz-K eklendi ve vortekslendi. Uzerine 200 pl
genomik liziz baglanma tamponu koyuldu ve 55 °C’de 30 dk. Su banyosunda inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan 200 pl saf etanol koyuldu ve vortekslenerek homojen
hale getirildi. Lizat spin kolonun igerisine aktarildi ( ~700 pl). 10000 xg’de 1 dk.
25°C’de santrifiij yapildi1 ve toplama tiipii atildi. Spin kolon yeni bir toplama tiipiine
takildi. Spin kolon igerisine 500 pl yikama tamponu-1 konuldu ve 10000 xg’de 1 dk.
santrifiij edildi. Toplama tiipii atilarak kolon yenisine yerlestirildi. Spin kolon
igerisine 500 ul yikama tamponu-2 konuldu ve 15000 xg’de 3 dk. santrifiij yapildi.
Toplama tiipii icerisindeki dokiilerek tekrar takildi. Herhangi bir tampon koymadan
yikama tamponunu tamamen gidermek i¢in 21000 xg’de 3 dk. santrifiij yapildi ve

toplama tiipii atilarak kolon steril eppendorf tiipiine yerlestirildi.
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Kolon materyaline tam denk gelecek sekilde 200 pl eliisyon tamponu aktarildi ve 1
dk. 25°C inkiibe edildi. Kolon 21000 xg’de 1 dk. santrifiij yapilarak saf DNA elde
edildi. Saflik kontrolii, agaroz jel elektroforezi ve mikrohacim spektrofotometre ile
tayin edildi. Saflagtirilan DNA primerlerin spesifik baglanma sicakliginin tespitinde

gradient PCR yapmak i¢in kalip olarak kullanildu.

3.2.5. Gradient PCR

Genlerin ifade diizeylerinin tespit edilmesi ic¢in kullanilacak primerlerin hangi
sicaklikta spesifik baglanma olusturdugu gradient PCR ile belirlendi. Sicaklik
gradienti 45.0, 45.9, 46.6, 48.6, 50.8, 53.0, 54.0, 55.9, 57.6, 59.1, 59.5 ve 60.0 °C

olarak ayarlandi.

Tablo 3.1. Tag DNA polimeraz ile PCR karisim igerigi

Bilesen Miktar (ul)
Steril ultra saf su 65,5

5x Q-solusyonu 20
Tampon (Mg ilaveli) 10

dNTP karisim (10 mM)
Kalip DNA (<1 pug)

Forward Primer (50 pM) 0,5
Reverse Primer (50 pM) 0,5
taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0,5
TOPLAM HACIM 100

Tablo 3.1°de gosterildigi sekilde hazirlanan reaksiyon karisimi 45.9, 48.6, 53.0, 55.9
ve 59.5 °C’lik kolonlara ikiserli kontrollii olarak yerlestirildi. Reaksiyon protokolii
Tablo 3.2°de oldugu gibi ayarlanarak PCR sonras1 agaroz jel elektroforezi ile hangi

sicaklikta daha spesifik baglanmanin gerceklestigi belirlendi.
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Tablo 3.2. Gradient PCR i¢in sicaklik dongii protokolii

Dongii Ad1 Sicakhik Siire  Déngii Sayis
Baglangi¢ Denatiirasyonu 94 °C 3 dk. 1
Denatiirasyon 94 °C 30 sn.

Baglanma 45-60 °C 30 sn. 33
Uzama 72 °C 1 dk.

Son Uzama 72 °C 10 dk.

Bekleme 4°C o0

3.2.6. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezinde tampon olarak tris-borat-EDTA (TBE) tamponu
kullanildi. Tampon 10 kat (10X) konsantre halde hazirlanarak stoklandi. 10X TBE
Tamponu, 108 gr/L Tris, 55 gr/L Borik asit, 4.65 gr/L EDTA ve pH’s1 8,0 olacak

sekilde ayarlanarak steril saf su ile hazirlandi.

10X TBE stok tamponundan 10 ml 6lgiilerek 90 ml saf su ilavesiyle 1X TBE elde
edildi. 1 gr agaroz tartilarak 1sitya dayanikli vida kapakli erlene aktarildi ve
hazirlanan 100 ml 1X TBE ilave edildi. Calkalanmadan mikrodalga firininda
yerlestirilerek agarozun tamamen c¢oziinmesi saglandi. Agarozun ¢Ozlinmesinin
ardindan ¢ikartilarak 55-60 °C’ye kadar sogumasi beklendi. Soguduktan sonra 1 pl
10 mg/ml etidyum bromiirden ilave edilerek yavasga karistirildi. Elektroforez tankina
doldurma pozisyonunda dokiildii. Dokme esnasinda hava kabarcigi olmamasina
dikkat edildi. Jel dokiildiikten hemen sonra temiz ve kuru bir sekilde tarak
yerlestirildi. Bir saat beklenilerek tamamen polimerize olup katilasmas1 saglandi ve
tarak dikkatlice ¢ikarildi (Sekil 3.9). Jel yiiriitme pozisyonuna getirildi ve hazirlanan
600 ml 1X TBE tanka dolduruldu. Jele yiiklemek i¢in numuneler ve markirlar su
sekilde hazirlandi;

Marker: 1 pl yiikleme soliisyonu + 5 pl markar

Ornek: 5 ul yiikleme soliisyonu + 10 pl numune.
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Sekil 3.9. Agaroz jel elektroforez diizenegi

Yiikleme soliisyonu olarak saf su igerisinde % 0,25 bromfenol mavisi, % 0,25 ksilen
siyanol ve % 40 oraninda siikroz kullanilmistir. Numuneler ve markir birka¢ defa
pipetaj yapilarak yavas bir sekilde kuyucuklara otomatik pipet yardimiyla aktarildi.
100 V © da 120-150 dk. yiiriitilen ornekler goriintiileme cihazinda 256 nm ultra
viyole 1s1k altinda goriintiilendi (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Goriintiileme cihazi
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3.2.7. Uygun tampon madde secimi

D. radiodurans R1’in farkli pH’lardaki fizyolojisinin incelenmesinde besiyerlerine
ilave edilecek tampon maddelerin secimi igin denemeler gerceklestirildi. Oncelikle
farkli tampon maddelerden 50 mM, 75mM ve 100 mM konsantrasyonlarda pH’lar

7,25 olan besiyerlerine ayn1 miktarda hiicre ile inokiilasyon yapildi.

Denemede bir giin boyunca 200 rpm’de 32 °C’de inkiibe edilen kiiltiirlerden 24. saat
orneklerinden seyreltme plaka yontemi ile hiicre sayilart incelendi. Bu denemedeki
ama¢ ayni pH’da denemede kullanilacak tampon maddelerin toksik etkilerinin olup

olmadigini belirlemekti.

Farkli pH’lara sahip besiyerlerindeki gen ifade profilini gérebilmek icin hazirlanan
besiyerleri 100 ml erlen igerisine 38 ml olacak sekilde hazirlandi. Besiyerlerinin
pH’lar1 farkli tamponlama araliklarinda ve farkli konsantrasyonlarda (50-75-100
mM) denenerek besiyerlerinin otoklavlanmasi sonucu hangi tampon maddenin daha

1yi oldugu belirlendi.

Biitiin besiyerleri i¢in; Tamponlayict madde, Tripton ve maya 6ziitii 30 ml saf suda
karigtirldi, pH istenilen seviyeye getirildi, sonra 38 ml’ye su ile tamamlanarak erlene
aktarildi. Otoklavlanan besiyerine steril 1M glukozdan 1,1 ml ilave edilerek

karisgtirildi.

Besiyerlerinin pH’lar1 asetat tamponu ile: 5.00, 5.25 ve 5.50; sitrat ve karbonat
tamponu ile: 5.75, 6.00, 6.25 ve 6.50; fosfat tamponu ile: 6.75, 7.00, 7.25, 7.50 ve
7.75; Tris-HCI tamponu ile 8.00, 8.25, 8.50, 8.75 ve 9.00’a ayarlandi. Tim pH’lar

i¢in denemeler 3 tekrarl olarak yapilmistir.
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3.2.8. Farkh pH’larda inkiibasyon

D. radiodurans’in farkli pH kosullarinda ilgili genlerin ifade diizeylerinin
belirlenmesi i¢in uzun siireli ve kisa siireli inkiibasyonlarla belirli zaman

araliklarinda ornekler alindi.

Uzun siireli inkiibasyonda pH’s1 6.75, 7.00, 7.25, 7.50 ve 7.75 olarak ayarlanmis 40
ml TGY besiyeri aseptik kosullarda ODggo’si yaklasik 0,6 olan hiicre kiiltiiriiyle
inokiile edildi. inokiilasyon am 0. dk. kabul edilerek 1., 3., 5. ve 24. saatlerde
ornekler alimarak RNA’larn saflastirilarak RT-qPCR ile genlerin ifade diizeyleri
belirlendi.

Kisa siireli inkiibasyon denemesinde pH’s1 6.75, 7.00, 7.25, 7.50 ve 7.75 olarak
ayarlanmis 40 ml TGY besiyeri aseptik kosullarda ODggo’si yaklasik 0,6 olan hiicre
kiiltiiriiyle inokiile edildi. Inokiilasyon an1 0. dk. kabul edilerek 10., 20., 30., 40. ve
60. dk.’larda o6rnekler alinarak RNA’lar1 saflastirilarak RT-qPCR ile genlerin ifade

diizeyleri belirlendi.

3.2.9. Radyasyon uygulamasi

TAEK’in Ankara Kazan’da bulunan Saraykdy Niikleer Arastirma ve Egitim
Merkezinde bulunan Izotop marka Ob-Servo Ignis model gama 1smn kaynagi
kullanilarak denemeler gergeklestirildi. Deinococcus radiodurans R1 stok
petrisinden alinan bir koloni ile O/N kiiltiir hazirland1 ve uygun kosullarda inkiibe
edilerek bu kiiltliriin 1 ml ile ertesi giin 99 ml’lik besiyeri i¢eren 250 ml’lik erlene
inokiilasyon yapildi. Her saat optik dansitesi takip edilen kiiltiir yaklagik olarak 0,6
abs ulagtiginda erlen 10 dakika buz icerisinde bekletilerek hiicre fazinin sabit kalmasi

saglandi.
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Daha once otoklavlanarak steril edilmis DNaz ve RNaz igermeyen eppendorf
tiiplerine steril sartlarda 0,5’er ml bu kiiltiirden aktarildi. Ardindan hemen buz

igerisine yerlestirilen tiipler radyasyon uygulamasi i¢in gama kaynagina gotiiriildii.

Cihaz her defasinda verilecek doz miktarina ayarlanarak buz igerisinde bekletilen {i¢
eppendorf tiipiine uygulama yapildi. 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 ve 1000
Gy dozlamalarmin ardindan 3 dakika oda sicakliginda bekletildi ve 1’er ml Qiagen
RNA Protect Solution® ilave edilerek tekrar 5 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.
Tiim tlipler inkiibasyonun ardindan 20000 xg’de 10 dk. santrifiij edildikten sonra
stipernetant dokiilerek RNA saflagtirmasi yapildi.

3.2.10. Total RNA saflastirilmasi

Total RNA saflagtirilmas1 yapilacak hiicreler oncelikle 10000 xg’de +4 °C’de 5
dakika santrifiijlenerek hemen buz igerisine alindi. RNA kompozisyonunun sabit
kalmasi igin hizli bir sekilde her birine RNA protect Bacteria Reagent” ilave edildi.
Vorteks yapilan pelletler —20 °C’de 2 hafta, —70 °C’de 4 hafta saklanabildi.
Radyasyon deneyleri haricinde (Bu deneyde numuneler; Ankara, Kazan,
SANAEM’den Ankara Universitesi Biyoloji Boliimii laboratuvarina kadar yaklasik
90 dk. boyunca kati karbondioksitte tasmnmistir) digerlerinde numuneler

bekletilmeden saflastirma asamasina gecildi.

Her saflastirmada orta-logaritmik fazda en fazla 2 x 10® CFU/ml hiicre kullanildi.
Hiicre kiiltiiriiniin hangi fazda oldugu ve hiicre sayisi biiylime egrisinden yola ¢ikarak
optik dansite yontemiyle belirlendi. Saflastirma i¢in kullanilacak Tris-EDTA
tamponu (TE); 30 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH’s1 8,0 olacak sekilde hazirlandi
ve kullanim aninda taze bir sekilde 15 mg/ml lizozim ilave edildi. Saflastirmada
kullanilacak 1 ml RLT tamponu igerisine 10 pl f-merkaptoetanol ilave edildi ve
pipetaj yapilarak karistirildi. Bu karisim 1 ay boyunca stabil kalmistir (Tablo 3.3).

Saflastirma basamaklar1 su sekildedir;
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e Steril eppendorf tiiplinde santrifiijlenerek siipernetanti atilmis hiicre pelletinin
icerisinde alinan kiiltiir hacminin iki kati RNAprotect Bacteria Reagent® ilave
edildi ve 5 saniye vortekslendi.

e Tiipler 5 dakika 25 °C’de inkiibe edildi.

e Inkiilbasyonun ardindan &rnekler 25°C’de 5000 x g’de 10 dakika
santrifiijlendi.

e Siipernetant aseptik kosullarda dikkatlice dokiildii. Tiip 10 saniye boyunca
kurutma kagidinin {izerinde ters g¢evrilerek silipernetanttan olabildigince
arindirilmaya ¢alisildi.

e Pellet igerisine hiicre miktarina gore lizozim ilave edilmis TE tamponu ve 20
ul Proteinaz K ilave edilerek birka¢c kez yavas bir sekilde pipetaj ile
reslispanse edildi. 25°C’de 10 dakika calkalamali inkiibatorde inkiibe edildi.

Tablo 3.3. Total RNA saflastirmada kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar

Bakteri Sayisi Etanol (% 96-100)
(CFU/mI) TE Tamponu (pl) RLT Tamponu (pl) (ul)
< 1x10® 100 350 250
1x108 - 2.5x108 200 700 500

e 350 pl Buffer RLT ilave edildi ve tamamen homojen olana dek vortekslendi.
5 dakika 5000 xg’de santrifiij yapilarak siipernetant ayr steril bir eppendorf
tiipline aktarildi.

e 250 ul %100 Etanol ilave edildi ve pipetajlandi.

e Her defasinda 700 pl lizat RNeasy Mini spin column® igerisine aktarildu.

e (Oda sicakliginda 15 saniye 10000 x g’de santrifiij yapildi.

e Alt tlipe toplanan si1v1 dokiildii ve tekrar kolon yerlestirildi.

e Kolonun igerisine 700 pl Buffer RW1 aktarildu.

e Oda sicakliginda 15 saniye 10000 x g’de santrifiij yapildi.

e Alt tiip tamamen atildi. Kolon yeni toplama tiipii igerisine yerlestirildi.

e Kolonun icerisine 500 pl Buffer RPE aktarildu.

e (Oda sicakliginda 15 saniye 10000 x g’de santrifiij yapildi.

e Alt tlipe toplanan s1v1 dokiildii ve tekrar kolon yerlestirildi.

e Kolonun igerisine 500 pl Buffer RPE aktarildu.
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e (Oda sicakliginda 2 dakika 10000 x g’de santrifiij yapildi.
e Kolon 1,5 ml toplama tiipii icerisine yerlestirildi.
e 50 pl RNase’dan arindirilmis steril ultra saf su direkt olarak kolon
membranina pipet ucunu degdirmeden aktarildi.
e Oda sicakliginda 1 dakika 10000 x g’de santrifiij yapildi.
Elde edilen RNA o6rnekleri konsantrasyonlar1 ve safligi belirlendikten sonra en fazla

bir hafta igerisinde kullanilmak iizere -80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.11. Total RNA ve DNA konsantrasyonunun ve safliginin belirlenmesi

RNA ve DNA konsantrasyonunu ve safligini belirlemek {izere Biotek markasina ait
Epoch mikroplate okuyucu kullanilmistir. Take3 mikro-hacim okuyucuda tiim
ornekler ikiser defa kore kars1 260, 280 ve 320 nm’lerde okumalar yapilmistir. RNA
ve DNA konsantrasyonlar1 260 nm’deki absorbans degerleri (ODygp) lizerinden su

formiil kullanilarak hesaplanmistir;

RNA konsantrasyonu (ng/pl) = ODagp x (Seyreltme faktorii) x 40

DNA konsantrasyonu (ng/pl) = ODggo x (Seyreltme faktorii) x 50

Ayrica 280 nm’deki absorbans degeri ile protein safsizliklart ve 320 nm’deki
absorbans degeri ile partikiil varligi degerlendirilerek asagidaki skala yardimiyla

safliklar1 degerlendirilmistir;

Saf RNA; OD2gp / ODggo > 2,0

Saf DNA; Ongo / Ongo =~ 1,8
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3.2.12. RT-qPCR ile gen ifade diizeylerinin belirlenmesi

RNA virlislerinden elde edilen ters transkriptaz (reverse transkriptaz) enzimi
kullanarak PCR cihazinda uygun dongiler ile RNA’dan cDNA sentezlemek
miimkiindiir. Bu teknige kisaca RT-PCR adi verilmistir. Baz1 floresan o6zellikli
sadece ¢ift DNA’ya baglanabilme yetenegine sahip boyalar yardimiyla real-time
PCR cihazinda hedeflenen genlerin konsantrasyon diizeyleri belirlenebilmektedir. Bu
iki teknik birbirlerini tamamlayarak total RNA’dan hedeflenen gene 6zgii primerler
ile kantitatif gen ifade diizeylerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu teknige

RT-qPCR ismi verilmistir.

Bu islemin gerceklestirilmesi i¢in iki ¢esit teknik kullanilmaktadir. Bu tekniklerden
biri; ters transkriptaz reaksiyonu ve Hot-Start Taqg DNA polimeraz reaksiyonunun
ayn1 tiipde gerceklesmesi, digeri ise ters transkriptaz ile cDNA’lar1 ayr1 bir
reaksiyonla sentezledikten sonra gen kantitasyonunun gergeklestirilmesidir. ikinci
yontemde daha hassas bir sonug elde edilmesine karsin RNaz kontaminasyonunun

riski artmaktadir.

Deneylerimizde tek asamada RT-qPCR teknigi secilmistir. Saflagtirilan RNA’lar ile
her bir olgu i¢in reaksiyon karisimi hazirlanarak Tablo 3.5°de belirtilen protokol ile
gen ifade diizeyleri belirlenmistir. Gen ifade diizeylerinin belirlenmesi su asamalar

ile gerceklestirilmistir;

a. Biitlin islemler steril kabinde, kisa cDNA olusumunu 6nlemek amaciyla buz

tizerinde yapildu.

b. RT-qPCR karigim1 hazirligindan 6nce Real Time PCR sicaklik siklus
protokolii girilerek 6nceden hazir hale getirildi (Tablo 3.5).

c. 2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix®, Kalip RNA, Primerler ve
RNase-free su ¢oziindiiriildii. 5’er saniye vortekslenen reaktantlar; 30 saniye, 3000

xg, 0 °C’de santrifiijlendi ve tekrar buza yerlestirildi.
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d. Reaktantlardan QuantiTect RT Mix® kullanilacagi zaman -20 °C’den ¢ikarilip

kullanimin ardindan hemen tekrar -20 °C’ye yerlestirildi.

Her gen icin steril eppendorf tiiplere master karisim hazirlandi (Tablo 3.4). Karigim

su siraya gore ilave edildi;
e RNase-free water
e QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix®
e Primerler
e QuantiTect RT Mix®

e Kac olgu incelenecekse 1 fazlasi pipetlendi. Kapilerlere ayrildiktan sonra

saflastirilmig (kalip) RNA’lar ilave edildi.

Tablo 3.4. RT-qPCR karigimini hazirlama protokolii

Bilesen Miktar (ul) Master karisim (ul)

RNase free water 6,8 68

2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix 10 100
Forward Primer (500 nM) 1 10

Reverse Primer (500 nM) 1 10
QuantiTect RT Mix 0,2 2

Kalip RNA (<500 ng/reak.) 1

Toplam Hacim 20 200

Hazirlanan karigimlar asagidaki siklus protokoliine gére RT-qPCR islemi yapildiktan
son veriler degerlendirildi (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. RT-qPCR ig¢in sicaklik dongii protokolii

Doéngii Ad1 Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Reverse Transkripsiyon 50°C 30 dk. 1
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 15 dk. 1
Denatiirasyon 94 °C 15 sn.
Baglanma (Tiim genler igin ayni) 53°C 30 sn. 45
Uzama (Fluoresans tayin) 72 °C 30 sn.

Bekleme 4°C © 1




72

Denemelerde RT-qPCR teknigi kullanilarak;

e Uzun siireli inkiibasyon sonucu gen ifade diizeyleri
e Kisa siireli inkiibasyon sonucu gen ifade diizeyleri

e (Gama radyasyon uygulamasi ile gen ifade diizeyleri tespit edilmistir.

3.2.13. istatistiksel hesaplamalar

Gen ifade diizeylerinin birincil normalizasyonu Livak ve Schmittgen’e ait 2 24T

yontemine gore yapilmustir (Livak ve Schmittgen, 2001). Ikincil normalizasyon her
genin ifade diizeylerinin gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz enzimine ait ayni

olgudaki ifade diizeylerinin karsilastirilmasi ile tespit edilmistir.

3.2.14. Floresan boya ile hiicre ici pH’ nin incelenmesi

D. radiodurans’in hiicre i¢i pH’sinin farkli pH sartlarinda nasil dengelendigini ve ne
kadar hizda gergeklestigini belirlemek i¢in pH indikatorii olarak kullanilan floresan
boya olan pHrodo™ Green AM kullanilmistir. Denemeye baslamadan 6nce 1000 kat
konsantre pHrodo Green AM’den 15 ul steril 25 ml’lik falkon tiipiine aktarildi.
Uzerine 150 pL PowerLoad  ilave edilerek yavasca pipetaj yapildi. Karisima 15 ml
Live Cell Imaging Solution (LCIS) pipetlenerek vorteks yardimiyla iyice karigmasi
saglandi. LCIS ve LCIS+pHrodo  Green AM soliisyonlart oda sicakligma
ulasincaya kadar bekletildi. pHrodo Green AM ve pHrodo Red AM H*
konsantrasyonu arttiginda daha parlak gortinmektedir (Sekil 3.11).
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Seil 3.11. pHrodo Green AM ve pHroo Red AM boyalarinin farkli pH’lardaki
goriintiileri

Denemede gliserol stokdan yeni canlandirilmis kiiltiir kullanildi. TGYA besiyerine
ekimi gergeklestirilen hiicreler 32 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Bu kiiltiirden bir
koloni alinarak, 5 mI’lik 2X TGY besiyerine steril kosullarda inokiilasyon yapildi.

Tek koloni ile nokilasyon

)/ -II 'l‘ —— ‘\

TGYA'da inkiibe edilmis Sml sterl TGY 2001pm 32 °C'de 100 mi'lik erlende
D. radiodurans kolonileri ile baslatic: lailtir 15 saat inldibasvon 40 ml steril TGY

Stpernetant atlds 0,5 ml

Floresan LCIS + pHrodo™ Green AM
fle resuspanse edildi.

mikroskobunda
30 dic 37 °C’de inkiibe edildi

giriintiileme
yapildi I ' | l]
1 ' i |
7 i:'
- 2001pm 32°C'de
- ‘ T - ODjgpg=-0.6 oluncaya
Stpernetant atlch 0.6
Il] 1 ml LCIS ile - kadar inkiibasyon
‘ . resiispanse edildi

10000 xg 30 °C’de 10000 xg 30 °Cde

200 rpm 32°C°de 5 dic santrifiij 5 dk santrifiij
mkiibasyon ’Ei

p v ¥ y 4Stpemetant atld: 3 e B = I
g9 7 747 74 7 7 7 _"""'

pH'st 4. 5.6, 7, 8, 9ve 10 olan TGY ile 10000 xg 30 °C"de Steril eppendorf tipletine 1"er ml aktarm

hiicre pelletleri resiispanse edildi 5 dk santrifiij

45 dk sonra 0.5 ml &rnek alindi

Sekil 3.12. Farkli pH’larda D. radiodurans’in floresan boya ile boyama protokolii
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Bir gece boyunca (saat 17:00’den ertesi giin saat 8:00’a kadar) 30°’lik ag1 ile 200
rpm’de calkalamali inkiibatorde bekletilen baslatici kiiltiirden 0,4 ml alinarak 100
ml’lik erlende steril olarak hazirlanan 40 ml’lik TGY besiyerine aseptik kosullarda
aktarildi. ODggo yaklasik olarak 0,6 oldugunda buz igerisine yerlestirilerek 15 dk.
bekletildi.

Buzda bekletilen kiiltiirden 7 steril eppendorf tiipiine 1’er ml aktarildi. 10000 xg’de 4
°C’de 5 dk. santrifiyj yapildi. Siipernetant kism1 uzaklastirilan hiicre pelletleri daha
once hazirlanmis pH’s1 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 olan 5’er ml steril TGY igeren 10 ml’lik
deney tiiplerine steril kosullarda aktarildi (her pellet eppendorf tiipleri icerisinde
pH’lar1 ayarlanmis TGY’de ¢ozlindiiriilerek aktarilmistir).

TGY igeren farkli pH’lardaki bu steril deney tiipleri inokiilasyonun hemen ardindan
30°lik ac1 ile 200 rpm’de inkiibasyona birakild1 ve dakika tutuldu. 45 dk. sonrasinda
tiplerden 0,5 ml 6rnek alinarak 10000 xg’de 30 °C’de 5 dk. santrifiij yapildi.
Stipernetantlart uzaklastirildiktan sonra her birine 1’er ml LCIS aktarilarak
pipetajlandi ve 10000 xg’de 30 °C’de 5 dk. santrifiij yapildi. Ardindan tekrar
siipernetant uzaklastirilarak hiicre pelleti LCIS+pHrodo = Green AM soliisyonu ile
homojen hale getirildi. 30 dk. 37 °C’de inkiibe edilerek floresan mikroskobunda
goriintiileme yapildi (Sekil 3.12).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hiicre Biiyiime Egrisinin Olusturulmasi

D. radiodurans R1’in biiyiime kinetigini belirleyebilmek i¢in her saat alinan
orneklerden 600 nm’de absorbans Ol¢liimii ve seyreltme plaka yontemiyle hiicre
saymmi yapild (Sekil 4.2). Seyreltme plaka ile hiicre sayimi 29. saat sonrasinda 6lim
fazina gecis tam olarak gozlendiginden sonlandirildi. 30. saat ve sonrasinda yalnizca

600 nm’de optik dansite takip edildi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. D. radiodurans’a ait absorbans degerleri ve hiicre sayilari

Saat Absorbans C(ifé?)"' ! Saat Absorbans (2(5&)0/%1 |
1 0,134 3,85 25 2,595 305
2 0,163 4,3 26 2,646 254
3 0,223 7,705 27 2,671 218
4 0,289 7,21 28 2,675 197
5 0,389 30,6 29 2,676 174
6 0,531 41 30 2,760
7 0,751 58,3 31 2,811
8 1,004 76,4 32 2,815
9 1,278 120 33 2,834
10 1,461 285 34 2,839
11 1,702 350,5 35 2,858
12 1,836 410 36 2,861
13 1,960 455 37 2,878
14 2,050 510 38 2,898
15 2,138 515 39 2,909
16 2,196 516 40 2,939
17 2,232 510 41 2,930
18 2,290 495 42 2,944
19 2,332 482 43 2,987
20 2,397 465 44 3,002
21 2,462 445 45 3,014
22 2,470 412 46 3,027
23 2,510 382 47 3,059
24 2,543 321 48 3,061
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Hiicre sayimlarinda 4. saate kadar lag fazda oldugu belirlendi. Denemelerde
logaritmik fazda bulunan hiicreler kullanilmigtir. Biiylime egrisinden hiicrelerin
yaklasik olarak 6. ve 7. saat aralifinda bu hacimdeki bir kiiltiir ortaminda istenilen

hiicre fazina ulastiklar1 gézlemlenmistir.

3,50 600
3,00 - 500
2,50 —
- 400 ~
2 =]
g 2,00 ke
5 - 300 £
31,50 S
< == Absorbans LL
- 200 O
1,00
=== CFU/mI
0,50 - 100
0,00 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zaman (Saat)

Sekil 4.1. D. radiodurans R1’¢ ait biiyiime grafigi

ODggo degerleri ile hiicre sayilar1 arasinda stasyoner faza kadar bir korelasyon
goriilmekle birlikte daha sonrasinda absorbans degerlerinin devamli artis igerisinde

oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.2. 15. saat seyreltme plaka ile hiicre sayiminda petri kiiltiirii
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4.2. Uygun Tampon Madde Se¢imi

Farkli konsantrasyonlarda tampon maddelerin aynt pH’daki hiicre biiyiimesine
etkisinin incelenmesi sonucu 24. saat sonrasi yapilan canli hiicre sayimi Tablo 4.2°de
verildigi sekildedir. Yapilan ii¢ tekrarli deneme sonucu karbonatin artan
konsantrasyonlarinin D. radiodurans’in biiylimesini inhibe ettigi goriildiigiinden
5.75, 6.00, 6.25 ve 6.50 araligindaki pH ayarlamalar i¢in sitrat seg¢ilmistir. 100
mM’1n hiicrede inhibisyon etkisi olusturdugu belirlenmistir (Sekil 4.3). 50 ve 75 mM
konsantrasyonlarinda hiicre sayilar1 kismen birbirlerine yakin degerlerde oldugu

gozlemlenmistir.

Tablo 4.2. Tampon maddelerin hiicre bitylimesine etkisi

Tampon madde  Konsantrasyon (mM)  Hiicre sayisi (CFU/ml) (x10°)

50 211

Asetat 75 220
100 201

50 268

Sitrat 75 234
100 127

50 257

Karbonat 75 197
100 127

50 214

Fosfat 75 228
100 209

50 227

Tris 75 241
100 217

Tampon maddelerin otoklav sonras1 pH’larinin stabilizasyonu i¢in hazirlanan deney
setlerinde elde edilen sonuglar Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de verildigi sekildedir. Bu
denemede belirtilen sekilde hazirlanan besiyerlerinin  pH’lart  otoklav ile
sterilizasyonun ardindan Olgiilmiistiir. Cikan sonuglar ile hangi tampon maddede

hangi konsantrasyonun secilecegi belirlenmistir.
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Inkiibasyondan dnce Inkiibasyondan sonra

Sekil 4.3. 100 mM tampon madde ilavesiyle D. radiodurans’in gelisimi

Tablo 4.3. 50 mM tampon maddelerin otoklav sonrasi pH degerleri

Tamponlama Tampon Konsantrasyon Otoklav sonrasi
pH’s1 madde (mM) pH
5.00 50 5.08
5.25 Asetat 50 5.33
5.50 50 5.54
5.75 50 7.45
6.00 50 8.17
Karbonat
6.25 50 8.75
6.50 50 9.05
5.75 50 5.78
6.00 . 50 6.01
6.25 Sitrat 50 6.29
6.50 50 6.55
6.75 50 6.70
7.00 50 6.89
7.25 Fosfat 50 7.01
7.50 50 7.16
7.75 50 7.26
8.00 50 7.35
8.25 50 8.14
8.50 Tris 50 8.37
8.75 50 8.54
9.00 50 8.66

Elde edilen sonucglara bakilarak karbonatin otoklav ile sterilizasyona dayanikli
olamadigr gozlemlendiginden sonraki deneyler i¢in kullanilamayacagina karar
verildi. Otoklav ile sterilizasyonun ardindan 75 mM konsantrasyonda tampon madde
iceren besiyerlerinde pH degisimleri £ 0,03 oldugundan bu hata araligi ihmal

edilmistir.
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Sonraki agsamalarda kullanilan besiyerlerine 75 mM konsantrasyonlarda tampon
madde ilave edilerek deneyler gerceklestirilmistir. Hazirlanan besiyerleri maksimum

1 hafta icerisinde kullanilmustir.

Tablo 4.4. 75 mM tampon maddelerin otoklav sonrasi pH degerleri

Tamponlama Tampon Konsantrasyon Otoklav sonrasi
pH’s1 madde (mM) pH
5.00 75 5.03
5.25 Asetat 75 5.24
5.50 75 5.51
5.75 75 7.22
6.00 75 8.35
Karbonat
6.25 75 8.84
6.50 75 9.10
5.75 75 5.78
6.00 . 75 6.01
6.25 ot 75 6.27
6.50 75 6.49
6.75 75 6.74
7.00 75 7.02
7.25 Fosfat 75 7.22
7.50 75 7.53
7.75 75 7.78
8.00 75 8.02
8.25 75 8.24
8.50 Tris 75 8.47
8.75 75 8.76
9.00 75 9.03

4.3. D. radiodurans’in Farkh pH’larda Biiyiime Kabiliyeti

D. radiodurans’in farkli pH’larda tamponlanmis besiyerlerinde 24 saat boyunca
inkiibasyonu ile hiicre sayimi ve 600 nm’de absorbans degerleri incelenmistir.
inkﬁbasyon siiresince 1., 3., 5. ve 24. saat alinan 6rneklerin ODggg ve hiicre sayilari

incelendiginde Tablo 4.5°deki sonuglar elde edilmistir.
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Tablo 4.5. D. radiodurans’in farkli pH’larda ODggo degerleri

ODggo absorbans degerleri

pH 1. saat 3. saat 5. saat 24. saat
5.00 0.078 0.079 0.080 0.086
5.25 0.073 0.075 0.077 0.083
5.50 0.073 0.075 0.076 0.082
5.75 0.075 0.073 0.075 0.081
6.00 0.075 0.073 0.071 0.080
6.25 0.073 0.074 0.073 0.084
6.50 0.075 0.072 0.077 0.085
6.75 0.084 0.097 0.115 1.428
7.00 0.084 0.103 0.146 1.608
7.25 0.085 0.101 0.124 1.610
7.50 0.087 0.094 0.104 1.296
7.75 0.086 0.093 0.109 1.006
8.00 0.079 0.079 0.081 0.086
8.25 0.078 0.082 0.082 0.084
8.50 0.077 0.084 0.081 0.084
8.75 0.076 0.081 0.083 0.087
9.00 0.083 0.084 0.084 0.085

Deney sonucuna gore hiicre i¢ci pH’nin hangi gen(ler) tarafindan dengelendigini
tespit amacli yapilacak ifade diizeyi taramalarinda pH; 6.75, 7.00, 7.25, 7.50 ve 7.75
degerleri secildi. Bu pH degerlerine sahip erlenlerden {i¢ kontrollii olmak {izere RNA

saflagtirilmasi i¢in 6rnek alindi ve 1., 3., 5. ve 24. saat gen ifade diizeyleri belirlendi.

Seciminin yapilmasinin sebebi bu pH’lardaki besiyerlerinde hiicrelerin daha 1yi
cogalabiliyor olmasi ve hiicre sayisinin mRNA saflastirilmasi igin yeterli olmasidir.
Diger pH’larda hiicreler yasamini devam ettirmis fakat ¢ogalamamistir. Tim
erlenlerden 6rnekler alinarak son olarak yapilan TGYA gecisinde en az baslangig

sayisinda hiicre bulundugu belirlenmistir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Farkli pH’larda inkiibe edilen D. radiodurans’in hiicre sayisi

Besiyeri pH’s1 24. saat sonunda hiicre sayis1 (CFU/ml)
5.00 5,8x10°
5.25 5,4 x10°
5.50 6,2 x10°
5.75 6,7 x10°
6.00 6,0 x10°
6.25 6,9 x10°
6.50 7,3 x10°
6.75 232 x10°
7.00 432 x10°
7.25 480x10°
7.50 94x10°
7.75 84x10°
8.00 8 x10°
8.25 7,1 x10°
8.50 6,5 x10°
8.75 6,2 x10°
9.00 5,7 x10°

4.4. Primer Dizaym

NCBI veritabanina ait “Primer Blast” ve “Primer3” online programlar ile dizaym
yapilan primerlerin bazi parametreleri Tablo 4.7°de gosterilmistir. Amplikon

bolgeleri EKLER kisminda verilmistir.
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Tablo 4.7. Dizayn edilen primerlerin baz1 parametreleri

Uzunluk | Tm Amplikon
Gen %GC
(be) | CC) | 7 (bg)
. . ) Forward 23 59,87 | 47,83
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz 250
Reverse 22 59,84 | 50,00
. ] Forward 23 59,63 | 47,83
B-Karbonik anhidraz 174
Reverse 20 60,06 | 47,83
o Forward 23 60,73 | 47,83
Hidrojenaz HypA 215
Reverse 18 62,36 | 66,67
o Forward 23 59,57 | 43,48
Hidrojenaz HypB 155
Reverse 21 59,86 | 47,62
H*/Na*-glutamat simport membran Forward 23 60,06 | 43,48 207
kanal proteini Reverse 23 60,31 | 47,83
Katyon degistirici membran kanal Forward 23 99,94 | 47,83 174
proteini Reverse 23 60,06 | 47,83
o ) Forward 23 60,12 | 47,83
Arginin dekarboksilaz 223
Reverse 23 60,62 | 47,83
Forward 23 59,74 | 39,13
Glutamat sentaz biiyiik altbirimi 186
Reverse 23 59,73 | 43,48
) o Forward 23 60,12 | 47,83
V-tip ATP sentaz altbirim-C 238
Reverse 21 59,81 | 52,38
) ) o Forward 23 60,06 | 43,48
Sitokrom C oksidaz altbirim-I 198
Reverse 23 59,75 | 43,48
Siiksinat dehidrogenaz sitokrom Forward 24 59,65 | 45,83 153
altbirimi Reverse 22 60,36 | 54,55
. . Forward 20 60,32 | 55,00
NADH dehidrogenaz altbirim-B 155
Reverse 22 60,68 | 50,00
.. Forward 21 61,60 | 57,14
Ureaz yardimei protein UreE 195
Reverse 20 60,04 | 55,00
. Forward 22 60,99 | 54,55
Ureaz yardimci protein UreG 151
Reverse 23 59,74 | 43,48

Programlar tarafindan Onerilen primerler arasindan uygunluk ve spesifiklikleri
kiyaslanan primerler, D. radiodurans’in tiim genomunda taranmis, baglanma ihtimali

en diisiik olanlar se¢ilmistir (Sekil 4.4-4.17).
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Primer pair 1

Sequence (5'->3') Template strand  Length Start  Stop  Tm  GC% Self comy i Self 3'
Forward primer  CATTGGAGATGATGTGGTGGTTG Plus 23 1349847 1349869 59.87 47.83 3.00 0.00
Reverse primer  GTCAACGGCAAGAAGATTCAGG Minus 22 1350096 1350075 59.84 50.00 4.00 2.00

Product length 250

Sekil 4.4. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz geni i¢in segilen primer ¢iftinin bazi
parametreleri

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Template strand  Length Start  Stop  Tm  GC% Self comy i Self 3' comp
Forward primer  GACAATTCAGAGACGTTACAGGC Plus 23 2032115 2232137 59.63 47.83 4.00 2.00
Reverse primer  GTTGCCTTCCATCAGCGTCT Minus 20 2232285 2232266 60.67 55.00 2.00 2.00

Product length 171

Sekil 4.5. B-karbonik anhidraz geni i¢in se¢ilen primer ¢iftinin bazi1 parametreleri

Primer pair 1

Sequence (5'->3) Template strand  Length Start Stop Tm  GC% Self com i Self 3'
Forward primer  CTAATTCAAGTTCGTCGCCTTGC Plus 23 342094 342116 60.73 47.83 5.00 3.00
Reverse primer  GTCGAGCGTGGTGCCTGA Minus 18 342308 342291 62.36 66.67 4.00 1.00

Product length 215

Sekil 4.6. Hidrojenaz HypA geni igin segilen primer ¢iftinin bazi parametreleri

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Template strand ~ Length Start Stop Tm  GC% Self comy i Self 3'
Forward primer A CGTAATCACCACCACGTC Plus 23 341545 341567 59.57 4348 4.00 2.00
Reverse primer  TTTCTGGAAAACGTGGGCAAC Minus 21 341699 341679 59.86 47.62 6.00 3.00

Product length 155

Sekil 4.7. Hidrojenaz HypB geni i¢in secilen primer ¢iftinin bazi parametreleri

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Template strand  Length Start  Stop Tm GC% Self F i Self 3'
Forward primer ~ GAAAAACACCGCGAAGAAGATGA Plus 23 668044 668066 60.06 43.48 4.00 1.00
Reverse primer CTGCTGATGGGTAACCTCTTTCA Minus 23 668250 668228 60.31 47.83 5.00 3.00

Product length 207

Sekil 4.8. H'/Na"-glutamat simport membran kanal proteini geni igin secilen primer
ciftinin baz1 parametreleri

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Template strand  Length Start Stop Tm  GC% Self comp i Self 3'
Forward primer  CG CCTGGGGATTATCGTG Plus 23 374036 374058 59.94 47.83 5.00 0.00
Reverse primer  TCAGGTAGGAAATCAGAACCAGC Minus 23 374209 374187 60.06 47.83 3.00 2.00

Product length 174

Sekil 4.9. Katyon degistirici membran kanal proteini geni i¢in segilen primer ¢iftinin
bazi parametreleri
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Primer pair 1

Sequence (5'->3')

Forward primer ~ GTGTAGTTCATGGAGGCGTAGAA
Reverse primer  TCAAGGAAGAGAACATGCTCGAC
Product length 223

Template strand  Length Start Stop Tm  GC% Self Self 3'
Plus 23 239996 240018 60.12 47.83 4.00 0.00
Minus 23 240218 240196 60.62 47.83 6.00 2.00

Sekil 4.10. Arginin dekarboksilaz geni i¢in segilen primer ¢iftinin baz1 parametreleri

Primer pair 1

Sequence (5'->3')

Forward primer  TGTTGCCGATGATGATGTTGTTT
Reverse primer  TGTTTATCCAGATGGAAGGCACT
Product length 186

Template strand  Length Start  Stop Tm GC% Self Self 3'
Plus 23 183661 183683 59.74 39.13 4.00 0.00
Minus 23 183846 183824 59.73 43.48 6.00 2.00

Sekil 4.11. Glutamat sentaz
parametreleri

biiyiik altbirimi geni i¢in segilen primer ciftinin bazi

Primer pair 1

Sequence (5'->3')

Forward primer  TAAGGTCGGAAAGGACTGTATGC
Reverse primer  GTCGAAGAGG GCGACAG
Product length 238

Template strand  Length Start Stop Tm  GC% Self Self 3'
Plus 23 713290 713312 60.12 47.83 3.00 2.00
Minus 21 713527 713507 59.81 52.38 6.00 1.00

Sekil 4.12. V-tip ATP sentaz altbirim-C geni igin segilen primer ¢iftinin bazi

parametreleri

Primer pair 1

Sequence (5'->3')
ATGATGACCACCGATCACAAGAA
CGGAATCAGGAAGAAAAACAGCA
198

Forward primer
Reverse primer
Product length

Template strand  Length Start Stop Tm GC% Self Self 3'
Plus 23 2629409 2629431 60.06 43.48 4.00 0.00
Minus 23 2629606 2629584 59.75 43.48 3.00 0.00

Sekil 4.13. Sitokrom C oksidaz altbirim-I geni i¢in secilen primer g¢iftinin bazi

parametreleri

Primer pair 1

Sequence (5'->3')

Forward primer  CCCAGGTCATAGACATGGTGAATA
Reverse primer  GTACAAAGGGAGAGAAGGGCAG
Product length 153

Template strand  Length Start Stop Tm GC% Self Self 3'
Plus 24 967445 967468 59.65 45.83 8.00 2.00
Minus 22 967597 967576 60.36 54.55 4.00 1.00

Sekil 4.14. Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi geni i¢in segilen primer ¢iftinin

bazi parametreleri

Primer pair 1

Sequence (5->3')
CTCATCATCTCGATGGCGCA
ATGCCCCTGAAAGAACTCATCG

155

Forward primer
Reverse primer
Product length

Template strand  Length Start Stop Tm  GC% Self Self 3'
Plus 20 1521710 1521729 60.32 55.00 6.00 2.00
Minus 22 1521864 1521843 60.68 50.00 3.00 2.00

Sekil 4.15. NADH dehidrogenaz altbirim-B geni igin segilen primer ¢iftinin bazi

parametreleri
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Primer pair 1

Sequence (5->3') Template strand  Length Start  Stop Tm  GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ~ CCCTGCGTCTTCCACGAAATC Plus 21 341050 341070 61.60 57.14 3.00 2.00
Reverse primer  GAGTTGCAGCTTGCCTTTCC Minus 20 341244 341225 60.04 55.00 6.00 0.00

Product length 195

Sekil 4.16. Ureaz yardimci protein UreE geni igin secilen primer ciftinin bazi
parametreleri

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Template strand  Length Start Stop Tm  GC% Self i Self 3'
Forward primer  CCTCGACGGTTTCCTGATTGAG Plus 22 340019 340040 60.99 54.55 4.00 3.00
Reverse primer  ATCACCAACGACATCTACACCTT Minus 23 340169 340147 59.74 4348 2.00 0.00

Product length 151

Sekil 4.17. Ureaz yardimci protein UreG geni icin segilen primer ciftinin bazi
parametreleri

Se¢ilen primer ciftlerinin amplifikasyon yapacagi bolgeler gen haritasi iizerinde Sekil
4.18-4.31°da gosterildigi sekilde olmustur. Amplikon bolgelerin gen ilizerinde sekans

gosterimi EKLER boliimiinde verilmistir.

:_, Primer-BLAST

» NCBI/ Primer-BLAST : results: Job id=j5RjXyNVinG1XLF SOHyDLMtRsT3YTqw4 more

Input PCR template NC 001263.1 Deinococcus radiodurans R1 chromosome 1, complete sequence
Range 1349293 - 1350285
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Deinococcus radiodurans R1)
Other reports > Search Summary

() Graphical view of primer pairs

5 NC_001263.1: 1.3M.1.4M (1.3Kbp) » | Find e - + W ATooks~ 3 | LkConfigure & 7~
51,35@,188 1,350,200
Genes i
e 250851 e 250671
DRJ343
NP_295066.1
Primer paizs Zor job|iSRIXyNVinGIXLESOHyDIMCRST3YTqwd *
Priner | B m—

Sekil 4.18. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz geni igin segilen primer ¢iftinin
olusturdugu amplikon bolge
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» NCBV Primer-BLAST : results: Job id=YnmOsrK4G5wgJCQQRQQWVF4pJEVNNjIA  more.

Input PCR template
Range 2232061 - 2232855

Specificity of primers
Other reports b Search Summary

(=) Graphical view of primer pairs

3 NC_001263.1: 2.2M..2.2M (1.0Kbp) » | Find

VG - .

Genes

OR 2238
NP_295960.1 [

NC 001263.1 Deinococcus radiodurans R1 chromosome 1, complete sequence

Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Deinococcus radiodurans R1)

3

T S HP_295959.1
Er 30b|¥nm0

R
Priner | Ep————————s

Sekil 4.19. B-karbonik anhidraz geni i¢in secilen primer c¢iftinin olusturdugu

amplikon bolge

» NCBU/ Primer-BLAST : results: Job id=ugFRveu3QpN9oXmvGIFLOQOsecAQs2TF  more.

Input PCR template NC 001264.1 Deinococcus radiodurans R1 chromosome 2, complete sequence
Range 342053 - 342415
Specificity of primers
Other reports > Search Summary

() Graphical view of primer pairs

3 NC_001264.1: 342K..342K (471bp)~ | Find

T WP 2856381

ob [uqFRveu3QpNIcKNVEIFLOQ0secAQa2TE

Priner 1

Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Deinococcus radiodurans R1)

DR_AG316

AToos~ = | ¥ Configure & 2+

NP_285639.1

Sekil 4.20. Hidrojenaz HypA geni i¢in secilen primer ¢iftinin olusturdugu amplikon

bolge

» NCBU Primer-BLAST : results: Job id=JD_I9CP-itq197H50NeDh8v6sZbY5ayT more.

Input PCR template NC 001264.1 Deinococcus radi Ridl 2, complete sequence
Range 341397 - 342056
Specificity of primers
Other reports > Search Summary

(9 Graphical view of primer pairs

= NC_001264.1: 341K..342K (858bp) v | Find:

I T P 2856371

pairs for job|JD_I3CP-itql97850NeDhevEaZbY5ayT

Priner | B ——

Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Deinococcus radiodurans R1)

DR_AB3IS

|
et s S A e e e e — ———

RTooks» Z | LConfigure & 2+

Sekil 4.21. Hidrojenaz HypB geni i¢in segilen primer ¢iftinin olusturdugu amplikon

bolge
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» NCBU Primer-BLAST : results: Job id=Myjf47L RVUWB' ZkR  more.

Input PCR template NC 001263.1 Deinococcus radiodurans R1 chromosome 1, complete sequence
667231 - 668526

Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Deinococcus radiodurans R1)
T reports > Search Summary

() Graphical view of primer pairs

) NC_001263.1: 667K..669K (1.7Kbp) v | Find: =+ A Tools> = | £ Configure

00

(668,600

OR_ 9656

NP_294379.1

Lttt sh R et
Erimer pairs for job|Myjf47LpGa0gdSRTRVUNEVSAJBRNZZKR d

Friner | Elm——

Sekil 4.22. H/Na'-glutamat simport membran kanal proteini geni igin segilen primer
ciftinin olusturdugu amplikon bolge

»NCBV Primer-BLAST : results: Job id=n4R0mOuSQrZ9hHmKGKRLIAOJeeUQImTg  more.

Input PCR template NC 001263.1 Dei diod Ridl 1, complete sequence
373252 - 374472

Range
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Deinococcus radiodurans R1)
Other reports > Search Summary

(5 Graphical view of primer pairs

£ NC_001263.1: 373K..375K (1.6Kbp)~ | Find: v aD| - =—l= + B

A Tools~ 3 | £¥Configure & 7~

OR_B373
— NP_294096.1 > |
0.9
NPL294097. I
Frimer ob| n4ROmOUSQZShtini A0TeelQInTg .

Priner | Eppm——

Sekil 4.23. Katyon degistirici membran kanal proteini geni igin secilen primer
ciftinin olusturdugu amplikon bolge

» NCBV Primer-BLAST : results: Job id=| i IL-QOEeegQm2Tt more..
Input PCR template NC 001263.1 Dei i R1 1, complete sequence
Range 239002 - 240990
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Deinococcus radiodurans R1)
r reports b Search Summary

() Graphical view of primer pairs

3 NC_001263.1: 239K..241K (2.6Kbp) » | Find: x| -

. ATools~ = | ¥ Configure & 2+

OR 9243

NP_293967.1

DR p242

NP_293966.1

Erimer pa ob|kol5leufQreaixn

Q0

EeegQn2Tc { v

Priner | Bym——-

Sekil 4.24. Arginin dekarboksilaz geni i¢in secilen primer ¢iftinin olusturdugu
amplikon bolge
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»NCBU Primer-BLAST : results: Job id=BR7p1SPfivu11rHY0PaDpsvbsbfYxKyy more.

Input PCR template NC 001263.1 Deinococcus radiodurans R1 chromosome 1, complete sequence
183080 - 187927
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Deinococcus radiodurans R1)

Other reports > Search Summary
() Graphical view of primer pairs

£ NC_001263.1: 182K.189K (6.3Kbp)~ | Find | - + il AToos~ = | L¥Conigure & 7 v

Genes | | =

OR 9183

NP_293907.1
gito |

| OR_ 9184
T 1P 2939061 KP_293908.1

Primer pairs for job|BR7p1SPfivullrHY0PaDpsvbsbsY:

‘ Priner 1 b=l

Sekil 4.25. Glutamat sentaz biiylik altbirimi geni i¢in segilen primer c¢iftinin
olusturdugu amplikon bolge

Primer-BLAST

» NCBV Primer-BLAST : results: Job id=_OcX--vxQtV953npGMdLIwPqeYYQIWSD  more.

Input PCR template NC 001263.1 Deinococcus radiodurans R1 chromosome 1, complete sequence
Ral 713228 - 714286

Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Deinococcus radiodurans R1)
Other reports > Search Summary

(5 Graphical view of primer pairs

= NC_001263.1: 713K..714K (1.4Kbp) v | Find: - e == + dT6

A Toosw E | £¥Configure & 2 ~

OR 9698
NP_2344211

OR 699
s b m— G t—) NP_294422.1 [

Primer pairs for job|_OcX--vxQtVas3np

Priner | Epp—a

Sekil 4.26. V-tip ATP sentaz altbirim-C geni i¢in segilen primer ¢iftinin olusturdugu
amplikon bolge

» NCBI/ Primer-BLAST : results: Job id=ARrtObLbG_8gRyRJRWCWN15KJCZNVTkj more..

Input PCR template NC 001263.1 Dei i R1 1, complete sequence
2629331 - 2631793
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Deinococcus radiodurans R1)
r reports > Search Summary

() Graphical view of primer pairs

) NC_001263.1: 2.6M.2.6M (3.2Kbp) ~ | Find: v e - = + @

ATools~ = | ¥ Configure & 2+

OR 2620

|
= NP_296339.1

Primer pairs for job|ARrtOb

Pritier { B

CWN1SKICZRVIk] L

Sekil 4.27. Sitokrom C oksidaz altbirim-I geni igin se¢ilen primer ¢iftinin
olusturdugu amplikon bolge
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» NCBU Primer-BLAST : results: Job id=HwTzzyPFiuG1zLHCOOyDvMvBsa3Y3qyo more...

Input PCR template NC 001263.1 Deinococcus radiodurans R1 chromosome 1, complete sequence
Range 967243 - 967599
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Deinococcus radiodurans R1)
Other reports b Search Summary

() Graphical view of primer pairs

) NC_001263.1: 967K..968K (463bp)~ | Find:

RTools» F | LConfigure & 7 v

Genes | &
T HP_294677.1
| OR_B954
NP_2946781
Primer pairs | x
Priner 1 —_—

Sekil 4.28. Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi geni i¢in segilen primer ¢iftinin
olusturdugu amplikon bolge

» NCBU Primer-BLAST : results: Job id=CBPk2LLSG_YQTIRARWAWPISDJCINXDkq more.

Input PCR template NC 001263.1 Deinococcus radiodurans R1 chromosome 1, complete sequence

Ral 1521319 - 1521864
Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Deinococcus radiodurans R1)
> Search Summary

nge
Specificity of primers
Other reports

C)

Graphical view of primer pairs

= NC_001263.1: 1.5M..1.5M (710bp)~ | Find:

A Toosw E | £¥Configure & 2 ~

\
OR 1565 |

NP_2952281

I I NP 2952271

k2LLSG_YQTiRARWAWPLS:

Pri

I ®

Friner | E—————————— =

Sekil 4.29. NADH dehidrogenaz altbirim-B geni igin segilen primer ¢iftinin
olusturdugu amplikon bolge

» NCBI/ Primer-BLAST : results: Job id=2cly3uvUQvBIwnnMGOJLsgPPeaMQOGSm  more.

Input PCR template NC 001264.1 Deinococcus radiodurans R1 chromosome 2, complete sequence
Range 340933 - 341400
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Deinococcus radiodurans R1)
Other reports b Search Summary

() Graphical view of primer pairs

3 NC_001264.1: 341K..341K (608bp) + | Find RTooks~ | LkConfigure & 2~

Genes

T S 1P_285636.1

ureE

W NP _285637.1

Primer pair: 2cIy3uvlQvBa

GOJLsgPPeaMROGsm

Fringr | e —

Sekil 4.30. Ureaz yardimci protein UreE geni i¢in segilen primer ¢iftinin olusturdugu
amplikon bolge
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:_, Primer-BLAST

»NCBI/ Primer-BLAST : results: Job id=_-QTL7IIGWEguS S3RZKWyV60JNhNqgznd  more.

Input PCR template NC 001264.1 Deinococcus radiodurans R1 chromosome 2, complete sequence
Range 339633 - 340274
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Chromosome Sequences (Organism limited to Deinococcus radiodurans R1)
Other reports > Search Summary

() Graphical view of primer pairs

NC_001264.1: 340K..340K (834bp)~ | Find vl - + i AToos~ = | £¥Configure & 2 ~
339, 1339, |339,7¢ ), 7¢ . 339 , 139, 344 |348. 40, |340, 40, 40, 140, 3¢
| [s9s%e 339, seea 339,700 333,750 [s39.800 [339,850 [339.980  |339.950 o K (240,650 240,100 348,150 |248.208 348,258 242,300 2
DR_AB312
| NP_285635.1
I P 28! 3
Primer pairs for job| -

Sekil 4.31. Ureaz yardime1 protein UreG geni i¢in secilen primer ¢iftinin olusturdugu
amplikon bolge

4.5. Gradient PCR

RT-qPCR c¢alismalarinda kullanilacak primerlerin gradient PCR ile baglanma
sicakligi optimizasyonu yapilmistir. Reaksiyon sonunda %]1°lik agaroz jel
elektroforezi yapilarak band pozisyonu ve yogunluguna bakilarak RT-gPCR
protokoliinde kullanilacak baglanma sicakligi belirlenmistir (Sekil 4.32-4.36).

Sekil 4.32. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (1), B-karbonik anhidraz (2),
Hidrojenaz HypA (3) ait agaroz jel goriintiileri
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<—300bp
&—200bp

<—100bp

Sekil 4.33. Hidrojenaz HypB (4), H'/Na’-glutamat simport membran kanal proteini
(5), Katyon degistirici membran kanal proteini (6) ait agaroz jel goriintiileri

9. Gen §.gen T.gen M

< 300p

<—200bp

Sekil 4.34. Arginin dekarboksilaz (7), Glutamat sentaz biiyiik altbirimi (8), V-tip
ATP sentaz altbirim-C (9) ait agaroz jel goriintiileri

12. Gen 11.gen 10. gen M

<—300bp

<—200bp

Sekil 4.35. Sitokrom C oksidaz altbirim-I (10), Siiksinat dehidrogenaz sitokrom
altbirimi (11), NADH dehidrogenaz altbirim-B (12) ait agaroz jel goriintiileri
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14.gen 13.gen M

—3000p

<—200bp

&—100bp

Sekil 4.36. Ureaz yardimci protein UreE (13), Ureaz yardimci protein UreG (14) ait
agaroz jel goriintiileri.

Jel fotograflarinda numuneler sagdan sola; Marker- (1. Sicaklik) — (2. Sicaklik) — (3.
Sicaklik) — (4. Sicaklik) — (5. Sicaklik) seklinde yiiklenmistir. Sicakliklar kodlanarak
daha pratik olmasi i¢in deneylerde bu sekilde kullanilmistir. Sicaklik kodlamasi
Tablo 4.8’de gosterildigi sekildedir.

Tablo 4.8. Gradient PCR sicaklik kodlamasi

Baglanma sicakligi (°C) Deney Kodu
45.9 1
48.6 2
53.0 3
55.9 4
59.5 5

Agaroz jel gorintiilerin incelenmesiyle biitiin genlerde RT-qPCR protokoliinde

kullanilmak tizere 3. Sicaklik olan 53,0 °C segilmistir.

4.6. Uzun Siireli inkiibasyon Sonras1 Gen ifade Diizeyleri

D. radiodurans’in inkiibe edildigi pH’s1 6.75, 7.00, 7.25, 7.50 ve 7.75 olan
kiiltiirlerden; 1., 3., 5. ve 24. saatlerinde RNA saflastirilmasi i¢in 6rnek alindi ve gen
ifade diizeyleri belirlendi. Birinci tekrar amplifikasyon grafikleri Sekil 4.37, Sekil
4.40, Sekil 4.43 ve Sekil 4.46’de verildigi sekildedir. cDNA ve Syber Green 1
boyasia ait olusturulmus standart grafikleriyle gen konsantrasyonlari kantitatif

olarak belirlenmistir (Sekil 4.38, Sekil 4.41, Sekil 4.44 ve Sekil 4.47).
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Genlere ait erime egrisi grafikleri ile amplikonlarin Tp degerleri tiizerinden
degerlendirme yapilarak hedef genlerin spesifik olarak cogaltildigi belirlenmistir
(Sekil 4.39, Sekil 4.42, Sekil 4.45, Sekil 4.48).

Total RNA’lar1 saflastirilan hiicrelerin 6ncelikle RNA konsantrasyonlaria bakildi.
RNA konsantrasyonlar1 Tablo 4.9°de verildigi sekildedir. Bu konsantrasyonlara gore
RT-gPCR master karigimlari hazirlanarak her bir 6rnekten 3’er tekrarli (n=3) 14
genin ifade diizeylerine bakildi. Tablolarda verilen degerler ortalama deger (+

standart sapma) seklindedir.

Tablo 4.9. Uzun siireli inkiibasyon sonrast almman Orneklerin ortalama RNA
konsantrasyonlari

RNA konsantrasyonlari (ng/pl)

pH 1 3 5 24
6.75 17,782(x1,254) 17,336(+2,045) 29,168(£2,411) 273,733(£10,231)
7.00 16,746(+1,755) 17,213(+1,775) 30,033(2,456) 316,853(+5,714)
7.25 17,214(+0,997) 17,359(+2,455) 33,326(+1,857) 320,302(+9,718)
7.50 17,14(+1,554) 17,2(+0,978) 36,779(x1,025) 417,817(+8,459)
7.75 17,548(+1,284) 17,780(+0,824) 34,988(+2,984) 344,792(+10,244)
1,24
1,0

€0,

Lél:l,l:‘» L

=
0.4
0,2 1
0,0 Thresholt?l = s s s ‘ ! . , !

5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Sekil 4.37. 1. saat 6rneklerine ait birinci tekrar amplifikasyon grafigi
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gy V|

Concentration

Sekil 4.38. 1. saat 6rneklerine ait birinci tekrar standart grafigi

T
55 60 65 70 75 30 85 [0 a5 100
deq.

Sekil 4.39. 1. saat 6rneklerine ait birinci tekrar erime egrisi

Norm. Fluoro.

o
iy
.

o
[\N]
.

o
[m]
;

5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Sekil 4.40. 3. saat 6rneklerine ait birinci tekrar amplifikasyon grafigi
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Concentration

Sekil 4.41. 3. saat 6rneklerine ait birinci tekrar standart grafigi

T T T Ll L]
55 60 65 70 75 30 85 [0
deq.

Sekil 4.42. 1. saat 6rneklerine ait birinci tekrar erime egrisi

Norm. Fluoro.

o
iy
.

o
[\N]
.

| Threshold =

o
[=]

=) 10 15

Cycle

Sekil 4.43. 5. saat 6rneklerine ait birinci tekrar amplifikasyon grafigi
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SN A .

o e i b

1 7
1d 1 E? 10
Concentration

Sekil 4.44. 5. saat 6rneklerine ait birinci tekrar standart grafigi

55 60 65 70

deg.

Sekil 4.45. 1. saat 6rneklerine ait birinci tekrar erime egrisi

Norm. Fluoro.
D O - -
™ W [=] N

_D
Foy
I

o
)
.

o
o

Threshold|
5

10

20
Cycle

Sekil 4.46. 24. saat 6rneklerine ait birinci tekrar amplifikasyon grafigi
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Concentration

Sekil 4.47. 24. saat 6rneklerine ait birinci tekrar standart grafigi

55 60 65 ?b 75 80 8;5 [0 95 100
deqg.
Sekil 4.48. 1. saat 6rneklerine ait birinci tekrar erime egrisi

pH’s1 7.25 olan 6rnek kalibrasyon degeri i¢in segilerek diger pH’larda normalizasyon
icin kullanildi. Bunun sebebi D. radiodurans’in gelisebilmesi i¢in en uygun ortam
pH’smmin  7.25 olmasidir. Genlerin amplifikasyon grafiklerinde esik degerleri
belirlendi (Ct degerleri). Ifade diizeyleri gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz referans
alimarak Livak metoduna gore AACt degerinin hesaplanmasinin ardindan 2’nin
negatif kuvveti seklinde alian ifade diizeyleri belirlendi (2**“") (Tablo 4.10-22). Ug

tekrarli gerceklestirilen denemelerde elde edilen Qanct

degerlerinin standart
sapmalar1 hesaplandi ve anlamlilik araligi 0,05’den kiiclik (P<0,05) olacak sekilde
degerlendirildi. Bu hesaplama ile ¢ikan relatif ifade diizeyleri o kosullar altinda hedef
genin, gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz genine gore kag kat arttig1 veya azaldigi

belirlendi, hesaplanarak grafikler her gen igin olusturuldu (Sekil 4.49-61).
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Tablo 4.10. B-karbonik anhidraz’in 2"**“" degerleri

2-AACt
Besiyeri pH 1. saat 3. saat 5. saat 24. saat
6,75 1,18 (£0,031) 1,14 (£0,034) 0,89 (£0,027) 0,74 (£0,024)
7,00 1,15 (£0,034) 1,18 (£0,028) 1,22 (£0,022) 0,88 (+0,021)
7,50 1,07 (£0,039) 1,38 (£0,034) 1,42 (£0,033) 0,75 (£0,021)
7,75 0,93 (+0,030) 1,25 (+£0,031) 1,47 (+£0,027) 0,53 (£0,024)

p-karbonik anhidraz

%
3
<= 1,00
< 6,75
=z 7,00
= 0,60
= =750
Q
= 7,75
Zaman (Saat)
Sekil 4.49. B-karbonik anhidraz tiim pH’larda zamana bagl ifade diizeyleri
Tablo 4.11. Hidrojenaz HypA 'nin 2"*“" degerleri
2-AACt
Besiyeri pH 1. saat 3. saat 5. saat 24. saat
6,75 0,61 (£0,014) 0,99 (£0,021) 0,72 (¥0,031) 0,95 (+0,024)
7,00 0,86 (£0,032) 1,04 (£0,024) 0,74 (£0,019) 1,37 (£0,029)
7,50 0,98 (£0,028) 1,57 (£0,033) 0,85 (+0,037) 0,82 (x0,022)
7,75 1,13 (£0,029)  122(+0,032) 1,01 (£0,028) 0,30 (0,009)
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Hidrojenaz HypA

£ 1,40
]
N
=
=
< 6,75
§ =7,00
= = 7,50
W
=7 n775
Zaman (Saat)
Sekil 4.50. Hidrojenaz HypA tiim pH’larda zamana bagl ifade diizeyleri
Tablo 4.12. Hidrojenaz HypB’nin 2" degerleri
2-AACt
Besiyeri pH 1. saat 3. saat 5. saat 24. saat
6,75 1,08 (£0,022) 1,47 (£0,039) 1,09 (+0,031) 0,79 (+0,021)
7,00 1,06 (£0,034) 1,36 (£0,034) 1,09 (£0,027) 1,04 (0,033)
7,50 1,05 (+0,029) 1,25 (£0,024) 0,94 (£0,024) 0,93 (+0,022)
7,75 0,64 (£0,012) 1,05 (+0,034) 1,13 (£0,029) 0,57 (+0,014)

Hidrojenaz HypB

de diizey

Zaman (Saat)

6,75
m7,00
=750
m7,75

Sekil 4.51. Hidrojenaz HypB tiim pH’larda zamana bagl ifade diizeyleri
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Tablo 4.13. H'/Na*-glutamat simport membran kanal proteini’nin 2 degerleri

2-AACt
Besiyeri pH 1. saat 3. saat 5. saat 24. saat
6,75 1,14 (+0,031) 1,00 (+0,029) 0,99 (+0,021) 1,09 (+0,029)
7,00 1,08 (+0,038) 0,86 (£0,027) 1,09 (+0,028) 1,38 (x0,027)
7,50 0,99 (+0,036)  1,10(+0,026) 1,01 (£0,028) 1,51 (x0,024)
7,75 0,85 (£0,021) 1,09 (£0,019) 1,03 (z0,027) 0,61 (£0,015)
H*/Na*-glutamat simport membran kanal proteini
1,80
1,60
2, 1,40
g
= 1,20
=
2 1,00 - 6,75
£ 0,80 - 7,00
£ 060 - = m750
[}
& 0,40 - 7,75
0,20 - |
0,00 -
Zaman (Saat)

Sekil 4.52. H'/Na'-glutamat simport membran kanal proteini tiim pH’larda zamana

bagl ifade diizeyleri

Tablo 4.14. Katyon degistirici membran kanal proteini’nin ANt degerleri

2—AACt
Besiyeri pH 1. saat 3. saat 5. saat 24, saat
6,75 1,13 (+0,038) 0,90 (+0,021) 0,95 (+0,041) 0,82 (£0,033)
7,00 0,77 (+0,028) 0,84 (+0,036) 1,10 (+0,039) 1,06 (+0,022)
7,50 1,05 (+0,021) 1,26 (+0,031) 1,11 (+0,039) 1,35 (+0,038)
7,75 0,78 (+0,024) 1,16 (+0,028) 1,12 (+0,045) 0,57 (+0,011)
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Katyon degistirici membran kanal proteini

6,75
m7,00
=750
m7,75

Zaman (Saat)

Sekil 4.53. Katyon degistirici membran kanal proteini tiim pH’larda zamana bagh
ifade diizeyleri

Tablo 4.15. Arginin dekarboksilaz’m 2 degerleri

2—AACt
Besiyeri pH 1. saat 3. saat 5. saat 24. saat
6,75 0,90 (+0,021) 0,84 (0,040) 0,58 (+0,031) 1,38 (+0,029)
7,00 1,39 (£0,033) 0,79 (£0,029) 1,66 (£0,038) 1,89 (+£0,045)
7,50 1,17 (£0,027) 1,09 (£0,027) 1,26 (£0,033) 1,93 (+0,041)
7,75 0,80 (£0,029) 0,77 (£0,031) 1,06 (£0,024) 0,38 (+0,010)
Arginin dekarboksilaz
2,50
-5} 2,00
N
':.g
_q‘; 1,50 .6’75
[
% 1,00 - m7,.00
= m7,50
D
& 0,50 - "775
0,00 -
1 3 5 24
Zaman (Saat)

Sekil 4.54. Arginin dekarboksilaz tiim pH’larda zamana bagl ifade diizeyleri



102

Tablo 4.16. Glutamat sentaz biiyiik altbirimi’nin 27" degerleri

2-AACt
Besiyeri pH 1. saat 3. saat 5. saat 24. saat
6,75 0,83 (£0,032) 1,08 (£0,028) 1,29 (£0,019) 0,27 (£0,027)
7,00 1,01 (£0,029) 1,06 (+0,035) 1,31 (+0,022) 1,12 (+0,019)
7,50 1,03 (£0,027) 0,98 (£0,026) 0,64 (£0,025) 0,75 (£0,017)
7,75 0,95 (+0,022) 0,64 (+0,007) 0,33 (+0,009) 0,88 (+0,014)
Glutamat sentaz biiyiik altbirimi
1,40
1,20
S
< 1,00
=
=
3 0,80 m6,75
&
= 0,60 =7,00
< 0,40 7,50
& 7,75

0,20
0,00

Zaman (Saat)

Sekil 4.55. Glutamat sentaz biiylik altbirimi tiim pH’larda zamana bagli ifade
diizeyleri

Tablo 4.17. V-tip ATP sentaz altbirim-C’nin 2**“* degerleri

2—AACt
Besiyeri pH 1. saat 3. saat 5. saat 24, saat
6,75 0,79 (+£0,025) 0,32 (+£0,033) 0,19 (£0,007) 0,82 (£0,022)
7,00 0,83 (£0,029) 0,90 (£0,022) 0,62 (£0,012) 1,04 (£0,037)
7,50 1,27 (£0,035) 0,78 (+0,032) 0,82 (+£0,037) 1,28 (+£0,031)
7,75 1,27 (£0,039) 0,64 (£0,016) 0,35 (£0,016) 1,38 (£0,039)
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V-tip ATP sentaz altbirim-C

Zaman (Saat)

6,75
m7,00
=750
m7,75

Sekil 4.56. VV-tip ATP sentaz altbirim-C tiim pH’larda zamana bagl ifade diizeyleri

Tablo 4.18. Sitokrom C oksidaz altbirim-I’in 2"*“" degerleri

Besiyeri pH 1. saat 3. saat 5. saat 24. saat
6,75 0,86 (£0,035) 0,75 (£0,021) 0,98 (£0,029) 1,02 (£0,048)
7,00 0,96 (£0,033) 0,82 (+0,039) 1,02 (£0,027) 0,92 (+0,041)
7,50 0,95 (+0,024) 1,27 (+0,019) 1,05 (+0,022) 1,51 (£0,037)
7,75 0,80 (0,035) 1,16 (£0,036) 0,95 (+0,031) 0,93 (+0,027)
Sitokrom C oksidaz altbirim-I
1,80
1,60
E; 1,40
=_§ 1,20 .
el oo
S 0,60 - 7,50
& 0,40 - 7,75
0,20 -
0,00 -

Zaman (Saat)

Sekil 4.57. Sitokrom C oksidaz altbirim-I tiim pH’larda zamana baglh ifade diizeyleri
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Tablo 4.19. Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi’nin 2" degerleri

2-AACt
Besiyeri pH 1. saat 3. saat 5. saat 24. saat
6,75 0,85 (£0,027) 0,92 (x0,024) 0,96 (£0,029) 0,85 (+0,021)
7,00 0,97 (£0,034) 0,85 (£0,040) 0,98 (£0,021) 0,91 (+0,022)
7,50 1,06 (£0,022) 1,04 (£0,038) 0,94 (+0,033) 1,27 (£0,029)
7,75 0,95 (+0,024) 0,84 (+0,031) 0,95 (+0,012) 0,68 (+£0,024)
Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi
1,40
1,20
=
% 1,00
=
=
% 0,80 - B 6,75
= 0,60 - — m7,00
é 0,40 - _ m750
0,20 - 7,75
0,00 -
Zaman (Saat)

Sekil 4.58. Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi tiim pH’larda zamana bagh
ifade diizeyleri

Tablo 4.20. NADH dehidrogenaz altbirim-B’nin 2 degerleri

2-AACt
Besiyeri pH 1. saat 3. saat 5. saat 24. saat
6,75 0,97 (+0,021) 1,16 (£0,024) 1,08 (+0,038) 1,29 (+0,017)
7,00 0,84 (£0,031) 0,88 (x0,022) 0,99 (+0,029) 1,22 (+0,047)
7,50 0,91 (+0,024) 1,06 (+0,023) 0,97 (+0,027) 1,18 (£0,041)
7,75 1,21 (£0,043) 0,80 (x0,027) 0,77 (x0,014) 1,27 (£0,048)
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NADH dehidrogenaz altbirim-B

1,40

1,20

1,00

diizeyi

0,20
0,00

Zaman (Saat)

6,75
m7,00
=750
m7,75

Sekil 4.59. NADH dehidrogenaz altbirim-B tiim pH’larda zamana bagl ifade

diizeyleri

Tablo 4.21. Ureaz yardimei protein UreE nin 22 degerleri

2—AACt
Besiyeri pH 1. saat 3. saat 5. saat 24. saat
6,75 1,02 (+0,023) 1,06 (£0,024) 0,90 (+0,031) 0,58 (+0,016)
7,00 0,93 (+0,025) 1,09 (+0,046) 1,18 (+0,041) 0,71 (+0,027)
7,50 0,86 (£0,029)  1,31(£0,035)  1,45(x0,027) 0,69 (+0,019)
7,75 0,73 (0,011) 1,21 (+0,028) 1,45 (+0,041) 0,36 (+0,032)
Ureaz yardima protein UreE
1,60
1,40
% 1,20
% 1,00
o
%= 0,60 ’
2 040 =750
e m775
0,20
0,00

Zaman (Saat)

Sekil 4.60. Ureaz yardimci protein UreE tiim pH’larda zamana bagh ifade diizeyleri




106

Tablo 4.22. Ureaz yardime: protein UreG’nin 2™ degerleri

2-AACt
Besiyeri pH 1. saat 3. saat 5. saat 24. saat
6,75 1,26 (£0,041) 1,19 (#0,025) 0,92 (£0,021) 0,74 (0,018)
7,00 1,20 (+0,022) 1,22 (+0,026) 1,24 (+0,029) 0,89 (+0,016)
7,50 1,19 (£0,042) 1,36 (+0,037) 1,41 (0,023) 0,79 (+0,008)
7,75 1,04 (£0,029) 1,34 (+0,037) 1,47 (+0,046) 0,32 (+0,012)
Ureaz yardimei protein UreG
1,60
1,40 I
% 1,20 -
3
= 1,00 - G 75
D
g 080 1 7,00
20,60 - '
< 040 7,50
= 7,75
0,20 - -
0,00 -
1 3 5
Zaman (Saat)

Sekil 4.61. Ureaz yardimet protein UreG tiim pH’larda zamana bagli ifade diizeyleri

4.7. Kisa Siireli Inkiibasyon Sonras1 Gen Ifade Diizeyleri

pH’lar1 6.75, 7.00, 7.25, 7.50 ve 7.75’ye ayarlanmis 100 ml’lik erlenlerdeki 38 ml
steril TGY besiyerlerine D. radiodurans’in O/N kiiltiiriinden 0,4 ml ile inokiilasyon
yapilarak 200 rpm’de 32 °C’de 1 saat inkiibe edildi. 10., 20., 30., 40. ve 60.
dakikalarda ticerli 6rnek alinarak RNA saflagtirmasi yapildi.

Bu o6rneklerden RT-qPCR yontemi ile genlerin ifadelerine bakildi. Birinci tekrar
amplifikasyon grafikleri Sekil 4.62, Sekil 4.65, Sekil 4.68, Sekil 4.71, Sekil 4.74,
Sekil 4.77 ve Sekil 4.80°da verildigi sekildedir. cDNA ve Syber Green 1 boyasina ait
olusturulmus kantitatif olarak
belirlenmistir (Sekil 4.63, Sekil 4.66, Sekil 4.69, Sekil 4.72, Sekil 4.75, Sekil 4.78,

Sekil 4.81).

standart grafikleriyle gen konsantrasyonlar
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Genlere ait erime egrisi grafikleri ile amplikonlarin Tp degerleri tiizerinden
degerlendirme yapilarak hedef genlerin spesifik olarak c¢ogaltildigi belirlenmistir

(Sekil 4.64, Sekil 4.67, Sekil 4.70, Sekil 4.73, Sekil 4.76, Sekil 4.79, Sekil 4.82).

Norm. Fluoro.
o o o o
[¥] [%] - [4)]
1

o
-

Threshold
= 10 15 20 25 30
Cycle

Sekil 4.62. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz ve B-Karbonik anhidraz genlerine ait
10., 20., 30., 40. ve 60. dakika amplifikasyon grafigi

0,0 4 , : :
35 40 45

=
135 Frn s s s mnini s o i cim i b mie i i i i o i i i i i ke i i i i i
A | R TR . .-~ R | N
&) ]
1254 -<oouae O R A T T e
12 g r :
10%8 10b 1016-
Concentration

Sekil 4.63. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz ve p-Karbonik anhidraz genlerine ait
10., 20., 30., 40. ve 60. dakika standart grafigi
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Sg Gb 8% ?b ?% Bb 8% 96 9% 160
deq.
Sekil 4.64. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz ve B-Karbonik anhidraz genlerine ait

10., 20., 30., 40. ve 60. dakika erime egrisi

Norm. Fluoro.
_CJ _O _D
[0] - th

o
8]
!

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Sekil 4.65. Hidrojenaz HypA ve Hidrojenaz HypB genlerine ait 10., 20., 30., 40. ve
60. dakika amplifikasyon grafigi

Concentration

Sekil 4.66. Hidrojenaz HypA ve Hidrojenaz HypB genlerine ait 10., 20., 30., 40. ve
60. dakika standart grafigi
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[0 95 100

Sekil 4.67. Hidrojenaz HypA ve Hidrojenaz HypB genlerine ait 10., 20., 30., 40. ve
60. dakika erime egrisi

0,5

_O
-
|

o
w
f

Norm. Fluoro.

5 10 15 20 25 30 35
Cycle

Sekil 4.68. H'/Na’-glutamat simport membran kanal proteini ve Katyon degistirici
membran kanal proteini genlerine ait 10., 20., 30., 40. ve 60. dakika amplifikasyon

grafigi

i3
12
11,5
—
&)
11
10,5 -
10 10,4 10 105 10 103
Concentration

Sekil 4.69. H'/Na*-glutamat simport membran kanal proteini ve Katyon degistirici
membran kanal proteini genlerine ait 10., 20., 30., 40. ve 60. dakika standart grafigi
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515 6;3 8,5 ?;J ?"S 3;3 BtS 9;3 9,5 1 C,ID
deq.
Sekil 4.70. H'/Na’-glutamat simport membran kanal proteini ve Katyon degistirici

membran kanal proteini genlerine ait 10., 20., 30., 40. ve 60. dakika erime egrisi

Norm. Fluoro.
_D _D _D
(0] - h

o
8]
!

0,0 ] Threshold .

E.v 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Sekil 4.71. Arginin dekarboksilaz ve Glutamat sentaz biiyiik altbirimi genlerine ait

10., 20., 30., 40. ve 60. dakika amplifikasyon grafigi

13
135 F----------- - -------===-=== jmmmm e e mmeeemeeeeaaa ———————————
5 134----------1 ----------------------- ---------------------------------
125 ----ommme e e oo
10°8 10'b wnd:
Concentration

Sekil 4.72. Arginin dekarboksilaz ve Glutamat sentaz biiyiik altbirimi genlerine ait
10., 20., 30., 40. ve 60. dakika standart grafigi
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0,5 -

dF it

Sg Bb 8% ?b ?% Bb 3% Qb 95 100
deq.
Sekil 4.73. Arginin dekarboksilaz ve Glutamat sentaz biiyiik altbirimi genlerine ait

10., 20., 30., 40. ve 60. dakika erime egrisi

0,5 -

_O
FoN

Norm. Fluoro.
_D
(5]

o
8]

0,0 -

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Sekil 4.74. V-tip ATP sentaz altbirim-C ve Sitokrom C oksidaz altbirim-I genlerine
ait 10., 20., 30., 40. ve 60. dakika amplifikasyon grafigi

13,5
131
=125

Concentration

Sekil 4.75. V-tip ATP sentaz altbirim-C ve Sitokrom C oksidaz altbirim-I genlerine
ait 10., 20., 30., 40. ve 60. dakika standart grafigi
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dFjaT

55 60 65 70 75 30 35 [0 a5 100
deq.

Sekil 4.76. V-tip ATP sentaz altbirim-C ve Sitokrom C oksidaz altbirim-I genlerine
ait 10., 20., 30., 40. ve 60. dakika erime egrisi

0,5

_D
-

Norm. Fluoro.
_D
(5]

o
8]

0'0_7 SSHoe Y Y Y Y Y Y Y
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Sekil 4.77. Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi ve NADH dehidrogenaz
altbirim-B genlerine ait 10., 20., 30., 40. ve 60. dakika amplifikasyon grafigi

13 4
12,5 -
12
11,5 4
1
10,5 -
10 -

Concentration

Sekil 4.78. Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi ve NADH dehidrogenaz
altbirim-B genlerine ait 10., 20., 30., 40. ve 60. dakika standart grafigi
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Sekil 4.79. Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi ve NADH dehidrogenaz
altbirim-B genlerine ait 10., 20., 30., 40. ve 60. dakika erime egrisi

0,5

_D
Foy
I

Norm. Fluoro.
_0
(0]

Cycle
Sekil 4.80. Ureaz yardimci protein UreE ve Ureaz yardimci protein UreG genlerine

ait 10., 20., 30., 40. ve 60. dakika amplifikasyon grafigi

13,5
13

5 12,5
12

11,5

Concentration

Sekil 4.81. Ureaz yardimci protein UreE ve Ureaz yardimci protein UreG genlerine
ait 10., 20., 30., 40. ve 60. dakika standart grafigi
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55 60 65 70 75 80 85 [0 a5 100

Sekil 4.82. Ureaz yardimei protein UreE ve Ureaz yardimcei protein UreG genlerine
ait 10., 20., 30., 40. ve 60. dakika erime egrisi

RT-qPCR ile gen ifade diizeylerinin belirlenmesinin ardindan spesifik amplifikasyon
kontrolii i¢in % 1°lik agaroz jel elektroforezi yapilmistir (Sekil 4.83-96). Jel
goriintlilerinde iist-sagdan baslayarak siralanigi Tablo 4.23’de verildigi sekildedir.
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Tablo 4.23. Orneklerin agaroz jeldeki pozisyonlari

Kuyucuk sirasi

(iist-sagdan baslayarak) pH Numune
1 - Marker
2 6.75 10. dakika
3 6.75 20. dakika
4 6.75 30. dakika
5 6.75 40. dakika
6 6.75 60. dakika
/ 7.00 10. dakika
8 7.00 20. dakika
9 7.00 30. dakika
10 7.00 40. dakika
11 7.00 60. dakika
12 7.25 10. dakika
13 7.25 20. dakika
14 7.25 30. dakika
15 7.25 40. dakika
16 7.25 60. dakika
17 750 10. dakika
18 7.50 20. dakika
19 7.50 30. dakika
20 7.50 40. dakika
21 5 Marker
22 7.50 60. dakika
23 7.75 10. dakika
24 7.75 20. dakika
25 7.75 30. dakika
26 7.75 40. dakika
21 7.75 60. dakika

Sekil 4.83. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz geninin RT-qPCR sonrasi agaroz jel
goruntusu
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Sekil 4.84. f-Karbonik anhidraz geninin RT-qPCR sonrasi agaroz jel goriintiisii

S GED D T W D G T . S D D G S 200 bp
100 bp

200 bp
100 bp

Sekil 4.85. Hidrojenaz HypA geninin RT-qPCR sonrasi agaroz jel goriintiisi
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200 bp
100 bp

200 bp
100 bp

Sekil 4.86. Hidrojenaz HypB geninin RT-qPCR sonrasi agaroz jel goriintiisii

. D > - D e - G D WD WS - - - Gw e e 200 bp
100 bp

200 bp
100 bp
Sekil 4.87. H'/Na'-glutamat simport membran kanal proteini geninin RT-qPCR

sonrasi agaroz jel goriintiisii
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200 bp
100 bp

200 bp
100 bp
Sekil 4.88. Katyon degistirici membran kanal proteini geninin RT-qPCR sonrasi

agaroz jel goriintiisii

200 bp
100 bp

200 bp
100 bp

Sekil 4.89. Arginin dekarboksilaz geninin RT-qPCR sonrasi agaroz jel goriintiisii
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200 bp
100 bp

200 bp
100 bp

Sekil 4.90. Glutamat sentaz biiyiik altbirimi geninin RT-qPCR sonras1 agaroz jel
goruntisu

200 bp
100 bp

200 bp
100 bp

Sekil 4.91. V-tip ATP sentaz altbirim-C geninin RT-qPCR sonrasi agaroz jel
goruntisu
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200 bp
100 bp

200 bp
100 bp

Sekil 4.92. Sitokrom C oksidaz altbirim-1 geninin RT-qPCR sonrasi agaroz jel
goruntusu

200 bp
100 bp

200 bp
100 bp

Sekil 4.93. Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi geninin RT-qPCR sonrasi
agaroz jel goriintiisii
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200 bp
100 bp

200 bp
100 bp

Sekil 4.94. NADH dehidrogenaz altbirim-B geninin RT-qPCR sonrasi agaroz jel
goruntusu

<200 bp
<—100 bp

200 bp
100 bp

Sekil 4.95. Ureaz yardimci protein UreE geninin RT-qPCR sonrasi agaroz jel
goruntiisu
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200
- e o on D D G2 ED G0 G5 G0 60 G0 G0 e 6 0o e P

200 bp
100 bp

Sekil 4.96. Ureaz yardimci protein UreG geninin RT-qPCR sonrasi agaroz jel
goruntisu

pH’s1 7,25 olan 6rnek kalibrasyon degeri igin segilerek diger pH’larda normalizasyon
icin kullanildi. Bunun sebebi D. radiodurans’in gelisebilmesi i¢in en uygun ortam
pH’sinin 7,25 olmasidir. Genlerin amplifikasyon grafiklerinde esik (treshold)
degerleri belirlendi (Ct degerleri). Ifade diizeyleri gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz
referans almarak Livak metoduna gore AACt degerinin hesaplanmasinin ardindan
2’nin negatif kuvveti seklinde alnan ifade diizeyleri belirlendi (2"**") (Tablo 4.24-
36). Tablolarda verilen degerler ortalama deger (+ standart sapma) seklindedir. Ug
tekrarli gerceklestirilen denemelerde elde edilen 2" degerlerinin standart
sapmalar1 hesaplandi ve anlamlilik araligi 0,05°den kii¢lik (P<0,05) olacak sekilde
degerlendirildi. Bu hesaplama ile ¢ikan relatif ifade diizeyleri o kosullar altinda hedef
genin, gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz genine gore kag kat arttig1 veya azaldigi
belirlendi hesaplanarak grafikler her gen i¢in olusturuldu (Sekil 4.97-109).
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Tablo 4.24. B-karbonik anhidraz’in 272 degerleri

2-AACt

Besiyeri pH 10. dakika 20. dakika 30. dakika 40. dakika 60. dakika
6,75 1,11 (£0,042) 1,20 (0,065) 1,42 (£0,071) 1,33 (£0,04) 1,16 (x0,038)
7,00 0,84 (£0,038) 1,04 (0,062) 1,14 (£0,029) 1,02 (£0,045) 0,97 (+0,06)
7,50 0,83 (£0,025) 1,00 (£0,043) 1,12 (£0,039) 1,08 (0,032) 0,94 (£0,077)
7,75 0,98 (0,052) 1,53 (£0,064) 1,83 (0,061) 1,55 (£0,033) 0,91 (+0,069)

B-karbonik anhidraz

2,00
1,80 I

‘% 1,60 I T

5 1,40

© 1,20 6,75

u il

g 100 7,00

= 0,80 1 '

< 0,60 - m7,50

& 0,40 - .75
0,20 -
0,00 -

10 20 30
Zaman (Dakika)
Sekil 4.97. B-karbonik anhidraz tiim pH’larda zamana bagl ifade diizeyleri
Tablo 4.25. Hidrojenaz HypA 'nin 2"**“" degerleri
2-AACt

Besiyeri pH 10. dakika 20. dakika 30. dakika 40. dakika 60. dakika
6,75 0,78 (£0,025) 1,32 (0,044) 1,54 (+0,043) 1,13 (£0,038) 0,64 (+0,027)
7,00 0,66 (0,042) 1,00 (£0,029) 1,44 (£0,047) 1,69 (+0,064) 0,81 (£0,054)
7,50 0,74 (+0,028) 1,54 (£0,026) 1,56 (0,061) 1,54 (£0,052) 0,97 (x0,031)
7,75 1,06 (£0,046) 2,69 (£0,057) 3,34 (0,051) 2,99 (+0,069) 1,12 (0,072)
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Hidrojenaz HypA

4,00
3,50
23,00
3
<= 2,50 675
D
g 200 7,00
2 1,50 ’
2 100 7,50
[~ n775
0,50 -
0,00 -
10 20 30 40 60
Zaman (Dakika)
Sekil 4.98. Hidrojenaz HypA tiim pH’larda zamana bagl ifade diizeyleri
Tablo 4.26. Hidrojenaz HypB’nin 2" degerleri
2-AACt
Besiyeri pH 10. dakika 20. dakika 30. dakika 40. dakika 60. dakika
6,75 0,85 (£0,051) 1,30 (£0,037) 1,54 (£0,039) 1,21 (+0,053) 1,08 (20,064)
7,00 0,56 (£0,028) 1,03 (£0,057) 1,02 (£0,045) 1,05 (+0,057) 1,00 (£0,034)
7,50 0,51 (+0,042) 0,93 (£0,046) 1,27 (£0,049) 1,17 (+0,054) 1,03 (0,052)
7,75 0,91 (+0,053) 1,87 (0,043) 3,46 (+0,068) 1,98 (£0,043) 0,79 (x0,062)
Hidrojenaz HypB
4,00
3,50
23,00
=
<= 2,50 675
D
c y
2,00
g m7,00
= 1,50
< 1,00 7,50
[~ m7,75
0,50 -
0,00 -

10

20

40

Zaman (Dakika)

60

Sekil 4.99. Hidrojenaz HypB tiim pH’larda zamana bagl ifade diizeyleri
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Tablo 4.27. H'/Na*-glutamat simport membran kanal proteini’nin 2 degerleri

2-AACt
Besiyeri pH 10. dakika 20. dakika 30. dakika 40. dakika 60. dakika
6,75 0,74 (£0,029) 0,86 (+0,026) 1,12 (+0,061) 0,93 (+0,038) 1,48 (+0,047)
7,00 1,10 (£0,038) 1,87 (0,052) 1,56 (x0,053) 1,33 (£0,057) 1,25 (+0,072)
7,50 1,13 (+0,041) 1,23 (+0,058) 0,88 (+0,037) 1,23 (£0,061) 1,20 (+0,039)
7,75 0,68 (0,027) 0,85 (£0,026) 0,83 (x0,049) 0,72 (+0,052) 0,70 (£0,043)
H*/Na*-glutamat simport membran kanal proteini
2,50
% 2,00
N
%
-q.; 1,50 .6'75
]
= 1,00 =7,00
= = I u7,50
[} I
& 0,50 - 7,75
0,00 -
10 20 30
Zaman (Dakika)

Sekil 4.100. H'/Na'-glutamat simport membran kanal proteini tiim pH’larda zamana
bagl ifade diizeyleri

Tablo 4.28. Katyon degistirici membran kanal proteini’nin 2" degerleri

2—AACt
Besiyeri pH 10. dakika 20. dakika 30. dakika 40. dakika 60. dakika
6,75 1,09 (£0,051) 1,07 (+0,038) 1,53 (+0,041) 1,07 (£0,029) 1,57 (+0,037)
7,00 0,85 (£0,021) 0,87 (£0,039) 1,25 (£0,061) 1,46 (£0,068) 1,21 (£0,067)
7,50 0,83 (+0,034) 0,83 (+0,062) 1,02 (£0,052) 1,33 (+£0,041) 1,32 (+0,048)
7,75 1,12 (0,051)  1,35(%0,029) 2,30 (£0,037) 0,93 (£0,029) 1,10 (£0,024)




126

Katyon degistirici membran kanal proteini
2,50
I

-% 2,00
N
s 1,50
3 z 6,75
o
::5 1,00 i I .7,00
= =750
)
& 0,50 - 7,75

0,00 -

10 20 30
Zaman (Dakika)

Sekil 4.101. Katyon degistirici membran kanal proteini tiim pH’larda zamana bagh
ifade diizeyleri

Tablo 4.29. Arginin dekarboksilaz’m 2 degerleri

Z—AACt
Besiyeri pH 10. dakika 20. dakika 30. dakika 40. dakika 60. dakika
6,75 1,09 (+0,033) 1,35 (£0,061) 1,36 (£0,055) 1,38 (+0,039) 1,08 (+0,039)
7,00 0,99 (£0,044) 1,22 (+0,027) 1,32(£0,052) 1,34 (0,041) 1,27 (+0,045)
7,50 0,76 (+0,051) 0,82 (£0,034) 0,81 (£0,027) 0,82 (+0,044) 1,11 (£0,057)
7,75 0,86 (£0,029) 1,23 (£0,035) 1,89 (x0,067) 1,10 (+0,056) 0,95 (£0,066)
Arginin dekarboksilaz
2,50
-% 2,00 1
N
‘:.g
% 1,50 .6’75
& = 7,00
= 1,00 - ,
= m7,50
D
& 0,50 - .75
0,00 - . :
10 20 30
Zaman (Dakika)

Sekil 4.102. Arginin dekarboksilaz tiim pH’larda zamana bagh ifade diizeyleri
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Tablo 4.30. Glutamat sentaz biiyiik altbirimi’nin 2" degerleri

2-AACt
Besiyeri pH 10. dakika 20. dakika 30. dakika 40. dakika 60. dakika
6,75 0,97 (£0,045) 1,25 (£0,044) 1,38 (£0,039) 1,16 (£0,05) 0,84 (+0,029)
7,00 0,80 (£0,04) 1,20 (£0,04) 1,28 (£0,046) 1,12 (+0,044) 1,05 (+0,046)
7,50 0,76 (£0,038) 1,28 (0,051) 1,10 (£0,057) 0,91 (£0,038) 1,11 (20,053)
7,75 0,86 (0,043) 1,21 (+0,05) 1,80 (0,029) 0,96 (+0,062) 0,91 (0,049)
Glutamat sentaz biiyiik altbirimi
2,00
1,80 I
5
N
< 1,20 I
g m6,75
8 1,00
= 0,80 - I = 7,00
50,60 - 7,50
& 0,40 - 7,75
0,20 -
0,00 - .
10 20 30
Zaman (Dakika)

Sekil 4.103. Glutamat sentaz biiyiik altbirimi tim pH’larda zamana bagl ifade

diizeyleri

Tablo 4.31. V-tip ATP sentaz altbirim-C’nin 2**“* degerleri

2—AACt
Besiyeri pH 10. dakika 20. dakika 30. dakika 40. dakika 60. dakika
6,75 1,04 (£0,032) 1,26 (+0,028) 1,40 (+0,039) 1,01 (£0,051) 0,72 (+0,037)
7,00 1,39 (£0,041) 1,87 (£0,056) 2,23 (0,069) 1,35 (0,037) 0,87 (£0,064)
7,50 0,90 (+0,033) 1,23 (+0,061) 1,27 (£0,049) 1,58 (£0,036) 1,09 (+0,051)
7,75 0,93 (£0,045) 0,93 (£0,041) 1,01 (0,057) 1,02 (£0,044) 1,21 (%0,037)
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V-tip ATP sentaz altbirim-C

N
o
o

=
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o
1

Relatif ifade diizeyi
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o
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o
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Zaman (Dakika)

6,75
m7,00
=750

7,75

Sekil 4.104. V-tip ATP sentaz altbirim-C tiim pH’larda zamana bagli ifade diizeyleri

Tablo 4.32. Sitokrom C oksidaz altbirim-I’in 2*“" degerleri

2-AACt
Besiyeri pH 10. dakika 20. dakika 30. dakika 40. dakika 60. dakika
6,75 1,01 (£0,039) 1,12 (0,055) 1,64 (0,051) 1,34 (+0,067) 0,99 (+0,034)
7,00 0,82 (£0,051) 0,95 (£0,027) 1,21 (£0,043)  1,12(£0,039) 1,01 (£0,051)
7,50 0,74 (£0,029) 0,90 (£0,039) 1,05 (£0,029) 1,04 (£0,027) 0,95 (+0,033)
7,75 0,62 (£0,037) 0,75 (+0,044) 0,84 (+0,037) 0,73 (£0,046) 0,64 (+0,027)
Sitokrom C oksidaz altbirim-I
1,80
1,60
2. 1,40
8
:= 1,20
=
2 1,00 - H6,75
= 0,80 - 7,00
S 0,60 - =750
D
& 0,40 - 7.75
0,20 -
0,00 -

30

Zaman (Dakika)

Sekil 4.105. Sitokrom C oksidaz altbirim-I tiim pH’larda zamana bagli ifade




Tablo 4.33. Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi’nin 2" degerleri
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2-AACt
Besiyeri pH 10. dakika 20. dakika 30. dakika 40. dakika 60. dakika
6,75 0,84 (£0,027) 0,78 (£0,019) 0,95 (£0,051) 0,58 (£0,043) 0,62 (+0,024)
7,00 0,91 (£0,033) 0,93 (0,045) 0,95 (£0,069) 0,94 (£0,029) 0,91 (+0,036)
7,50 1,01 (£0,041) 1,05 (£0,032) 1,10 (£0,059) 1,07 (£0,037) 1,03 (x0,047)
7,75 0,74 (£0,049) 0,79 (£0,043) 0,74 (£0,037) 0,85 (0,029) 0,71 (£0,035)
Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi
1,40
1,20
S
£ 1,00 T
=
= T
_d.; 0,80 I I m6,75
= 0,60 - 7,00
i‘; 0,40 - 7,50
0,20 - 7,75
0,00 -
10 20 30
Zaman (Dakika)

Sekil 4.106. Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi tiim pH’larda zamana bagl

ifade

Tablo 4.34. NADH dehidrogenaz altbirim-B’nin 2% degerleri

2—AACt
Besiyeri pH 10. dakika 20. dakika 30. dakika 40. dakika 60. dakika
6,75 1,18 (£0,041) 1,54 (£0,024) 1,21 (£0,037) 1,11 (x0,047) 1,12 (+0,026)
7,00 0,83 (£0,037) 1,47 (£0,049) 1,04 (£0,048) 0,98 (+0,04) 0,90 (£0,033)
7,50 0,82 (£0,027) 0,92 (£0,044) 0,91 (£0,059) 0,75 (£0,022) 0,97 (£0,041)
7,75 1,13 (£0,029) 1,56 (£0,036) 1,97 (0,053) 1,24 (£0,031) 1,35 (£0,055)
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NADH dehidrogenaz altbirim-B
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=
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Relatif ifade diizeyi
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Sekil 4.107. NADH dehidrogenaz altbirim-B tiim pH’larda zamana bagli ifade

Tablo 4.35. Ureaz yardime protein UreE nin 2" degerleri

2-AACt
Besiyeri pH 10. dakika 20. dakika 30. dakika 40. dakika 60. dakika
6,75 0,90 (£0,025) 1,35 (£0,029) 1,44 (£0,058) 1,29 (0,054) 1,19 (£0,047)
7,00 0,78 (0,044) 1,05 (£0,034) 1,10 (0,029) 0,97 (+0,031) 0,98 (+0,039)
7,50 0,70 (£0,067) 0,96 (+0,037) 1,12 (£0,037) 1,02 (0,023) 0,81 (+0,026)
7,75 0,88 (0,051) 1,80 (£0,046) 2,69 (0,071) 1,74 (£0,055) 0,69 (+0,022)
Ureaz yardima protein UreE
3,00
_ 250
g
= 2,00
E 6,75
. ’
2 150
= m7,00
S 1,00 7,50
&
0,50 - m7,75
0,00 -
10 20 30 40 60
Zaman (Dakika)

Sekil 4.108. Ureaz yardimei protein UreE tiim pH’larda zamana bagl ifade
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Tablo 4.36. Ureaz yardimei protein UreG’nin 272 degerleri

2-AACt
Besiyeri pH 10. dakika 20. dakika 30. dakika 40. dakika 60. dakika
6,75 0,87 (£0,035) 1,27 (0,041) 1,34 (£0,058) 1,27 (£0,047) 1,12 (20,062)
7,00 0,77 (0,022) 0,97 (£0,033) 1,02 (0,054) 1,04 (+0,041) 0,96 (+0,022)
7,50 0,73 (£0,049) 0,90 (£0,041) 0,98 (£0,043) 1,14 (£0,056) 0,95 (+0,026)
7,75 1,09 (£0,027) 1,87 (£0,039) 2,38 (£0,074) 1,72 (+0,043) 0,90 (+0,054)
Ureaz yardimei protein UreG
3,00
2,50
.% I
= 2,00
E - = m6,75
= 1,50 '
= i} m7,00
=100 ———— u7,50
]
= 7,75

0,50 -

0,00 -

10

20

30

Zaman (Dakika)

Sekil 4.109. Ureaz yardimei protein UreG tiim pH’larda zamana bagl ifade

4.8. Radyasyon Uygulama Sonrasi Gen ifade Diizeyleri

0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 ve 1000 Gy gama 1s1m ile dozlanan

orneklerde gen ifade diizeyleri RT-qPCR yontemi kullanilarak belirlendi. Radyasyon

uygulanan hiicrelerde yapilan saflastirma isleminin ardindan RNA konsantrasyonlari

Tablo 4.37°de verildigi sekildedir.

Birinci tekrar amplifikasyon grafikleri Sekil 4.110 ve Sekil 4.113°de belirtildigi

gibidir. cDNA ve Syber Green 1 boyasina ait olusturulmus standart grafikleriyle gen

konsantrasyonlari kantitatif olarak belirlenmistir (Sekil 4.111, Sekil 4.114).
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Genlere ait erime egrisi grafikleri ile amplikonlarin Tp degerleri tiizerinden
degerlendirme yapilarak hedef genlerin spesifik olarak c¢ogaltildigi belirlenmistir
(Sekil 4.112, Sekil 4.115).

Denemede radyasyon uygulanan oOrneklerde gen ifade tespiti iki grup halinde

belirlenmistir.

1. grupta; Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz, p-Karbonik anhidraz, Hidrojenaz
HypA, Hidrojenaz HypB, H'/Na’-glutamat simport membran kanal proteini, Katyon

degistirici membran kanal proteini ve Arginin dekarboksilaz,

2. grupta; Glutamat sentaz biiyiik altbirimi, V-tip ATP sentaz altbirim-C, Sitokrom
C oksidaz altbirim-I, Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi, NADH dehidrogenaz
altbirim-B, Ureaz yardimc1 protein UreE ve Ureaz yardimei protein UreG genlerinin

ifade diizeyleri tespit edilmistir.

Tablo 4.37. Radyasyon uygulanan 6rneklerin RNA konsantrasyonlari

RNA konsantrasyonlar1 (ng/pl)

Doz (Gy) 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
100 110,57 117,385 120,154
200 128,503 123,187 131,104
300 141,871 135,962 139,257
400 147,415 149,812 151,024
500 165,742 159,448 164,584
600 163,405 169,543 168,489
700 187,852 185,199 180,989
800 190,122 195,217 192,447
1000 214,968 222,904 218,676
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Sekil 4.110. 1. Grup genlerine ait 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 ve 1000 Gy
dozlanmis 6rneklerin amplifikasyon grafigi

Concentration

Sekil 4.111. 1. Grup genlerine ait 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 ve 1000 Gy
dozlanmis 6rneklerin standart grafigi

55 60 65 70 75 30 85 [0 a5 100
deq.

Sekil 4.112. 1. Grup genlerine ait 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 ve 1000 Gy
dozlanmig 6rneklerin erime egrisi
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Sekil 4.113. 2. Grup genlerine ait 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 ve 1000 Gy
dozlanmis 6rneklerin amplifikasyon grafigi
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Sekil 4.114. 2. Grup genlerine ait 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 ve 1000 Gy
dozlanmis 6rneklerin standart grafigi

06

45 50 55 60 65 70 75 80 85 [0 a5 100
deq.

Sekil 4.115. 2. Grup genlerine ait 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 ve 1000 Gy
dozlanmig 6rneklerin erime egrisi
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RT-gPCR ile gen ifade diizeylerinin belirlenmesinin ardindan spesifik amplifikasyon
kontrolii i¢in % 1’lik agaroz jel elektroforezi yapilmistir (Sekil 4.116-122). Jel

gorilntiilerinde iist-sagdan baglayarak siralanis1 Tablo 4.38’de verildigi sekildedir.

Tablo 4.38. Orneklerin agaroz jeldeki pozisyonlari

Kuyucuk sirasi Kuyucuk sirasi
(sagdgn baslayarak) Radyasyon dozu (Gy) (sagdgn baslayarak) Radyasyon dozu (Gy)
1 Marker 11 1000
2 Bos 12 100
3 100 13 200
4 200 14 300
5 300 15 400
6 400 16 500
7 500 17 600
8 600 18 700
9 700 19 800
10 800 20 1000

Agaroz jel elektroforezi uygulamasinda her jele iki gene ait numune yiliklenmistir.
Her gene kod verilerek jel goriintiisii diizenlenmistir. Bu kodlar Tablo 4.39°da

verildigi sekildedir.

Tablo 4.39. Agaroz jel elektroforezindeki genlere ait kodlamalar

Deney Deney
kodu Gen kodu Gen
1 Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz 8 Glutamat sentaz biiyiik altbirimi
2 B-Karbonik anhidraz 9 V-tip ATP sentaz altbirim-C
3 Hidrojenaz HypA 10 Sitokrom C oksidaz altbirim-I
4 Hidrojenaz HypB 11 Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi
5 H'/Na —gluj[a_mat simport membran 12 NADH dehidrogenaz altbirim-B
kanal proteini
6 Katyon degistirici membran kanal 13 Ureaz yardime protein UreE

proteini geninin

7 Arginin dekarboksilaz 14 Ureaz yardimci protein UreG
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300bp

200bp

Sekil 4.116. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz ve $-Karbonik anhidraz geninin RT-
gPCR sonrasi agaroz jel goriintiisii

4.gen 3.gen M

300bp

200bp

<—100bp

Sekil 4.117. Hidrojenaz HypA ve Hidrojenaz HypB geninin RT-qPCR sonrasi
agaroz jel goriintiisi

300bp

200bp

100bp

Sekil 4.118. H*/Na’-glutamat simport membran kanal proteini ve Katyon degistirici
membran kanal proteini geninin RT-qPCR sonrasi agaroz jel goriintiisii

Sekil 4.119. Arginin dekarboksilaz ve Glutamat sentaz biiyiik altbirimi geninin RT-
gPCR sonrasi agaroz jel goriintiisii

10.gen 9.gen M

300bp

200bp

<——100bp

Sekil 4.120. V-tip ATP sentaz altbirim-C ve Sitokrom C oksidaz altbirim-1 geninin
RT-qPCR sonras1 agaroz jel goriintiisii
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12.gen 11.gen M

300bp

200bp

<——100bp

Sekil 4.121. Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi ve NADH dehidrogenaz
altbirim-B geninin RT-qPCR sonras1 agaroz jel goriintiisii

14.gen 13.gen M

300bp

200bp

100bp

Sekil 4.122. Ureaz yardime1 protein UreE ve Ureaz yardimer protein UreG geninin
RT-qPCR sonras1 agaroz jel goriintiisii

Radyasyon uygulanmayan oOrnek kalibrasyon degeri icin segilerek radyasyon
uygulanmis Orneklere normalizasyon i¢in kullanildi. Genlerin amplifikasyon

grafiklerinde esik (treshold) degerleri belirlendi (Ct degerleri).

Ifade diizeyleri gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz referans alinarak anlamlilik
aralig1 0,05°den kiiciik (P<0,05) olacak sekilde degerlendirildi. Livak metoduna gore
AAC; degerinin hesaplanmasinin ardindan 2’nin negatif kuvveti seklinde alinan ifade

diizeyleri hesaplandi (27**") (Tablo 4.40-52).

Tekrarlarm 242

standart sapmalar1 hesaplandi1 ve grafiklerde ortalama deger (+
standart sapma) seklinde belirtildi. Bu hesaplama ile ¢ikan relatif ifade diizeyleri o
kosullar altinda hedef genin, gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz genine gore kac kat
arttig1 veya azaldigi belirlendi, hesaplanarak grafikler her gen i¢in olusturuldu (Sekil

4.123-135).
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Tablo 4.40. B-karbonik anhidraz’in 2"**“" degerleri

Radyasyon dozu (Gy) 2aact
100 6,18 (+0,249)
200 6,36 (£0,175)
300 8,11 (£0,117)
400 8,28 (+0,271)
500 8,63 (+0,195)
600 8,85 (+0,109)
700 9,38 (+0,128)
800 10,34 (+0,307)
1000 7,89 (+£0,142)
p-karbonik anhidraz
12,00
_ 10,00
z
= 8,00
=
D
= 6,00 -
=
S 4,00 -
&
2,00
0,00 -
100 200 300 400 500 600 700 800 1000
Doz (Gy)

Sekil 4.123. B-karbonik anhidrazin tiim radyasyon dozlarinda ifade diizeyleri
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Tablo 4.41. Hidrojenaz HypA’in 27" degerleri

Radyasyon dozu (Gy) 2hact
100 5,780 (+0,254)
200 8,560 (:0,207)
300 9,110 (+0,271)
400 9,210 (+0,244)
500 9,145 (:0,259)
600 8,255 (+0,235)
700 8,012 (:0,194)
800 7,958 (+0,288)
1000 5,574 (+0,178)
Hidrojenaz HypA
10,000
9,000
'E' 8,000
£ 7,000
S 6,000
=
& 5,000 -
= 4,000 -
2 3,000 -
& 2,000 -
1,000 -
0,000 -
100 200 300 400 500 600 700 800 1000
Doz (Gy)
Sekil 4.124. Hidrojenaz HypA tiim radyasyon dozlarinda ifade diizeyleri

Tablo 4.42. Hidrojenaz HypB’m 22" degerleri

Radyasyon dozu (Gy)

-AACt
2

100
200
300
400
500
600
700
800
1000

6,82 (+0,186)
11,96 (£0,219)
12,55 (£0,235)
12,45 (+£0,258)
11,98 (+0,237)
11,63 (+0,220)
10,63 (+0,195)
10,41 (£0,239)
7,67 (£0,275)
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14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00

Relatif ifade diizeyi

2,00
0,00

Hidrojenaz HypB

!

100 200 300 400 500 600 700 800

Doz (Gy)

1000

Sekil 4.125. Hidrojenaz HypB tiim radyasyon dozlarinda ifade diizeyleri

Tablo 4.43. H*/Na*-glutamat simport membran kanal proteini’nin 2" degerleri

Radyasyon dozu (Gy) 2Aact
100 4,59 (+0,219)
200 521 (£0,225)
300 5,78 (£0,228)
400 5,87 (£0,315)
500 5,90 (+0,255)
600 6,19 (0,208)
700 5,94 (£0,322)
800 5,55 (:0,216)
1000 5,17 (£0,305)
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Sekil 4.126. H'/Na’-glutamat simport membran kanal proteini tiim radyasyon
dozlarinda ifade diizeyleri

Tablo 4.44. Katyon degistirici membran kanal proteini’nin 2**“" degerleri

Radyasyon dozu (Gy) 2ranct
100 10,56 (+0,218)
200 11,87 (+0,194)
300 11,87 (£0,309)
400 11,86 (£0,327)
500 11,87 (+0,341)
600 11,91 (£0,332)
700 11,96 (+0,321)
800 11,87 (20,298)

1000 11,08 (+£0,284)
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Katyon degistirici membran kanal proteini
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Sekil 4.127. Katyon degistirici membran kanal proteini tiim radyasyon dozlarinda
ifade diizeyleri

Tablo 4.45. Arginin dekarboksilaz’m 2 degerleri

Radyasyon dozu (Gy) 2ranct
100 12,05 (£0,256)
200 12,55 (£0,271)
300 13,45 (£0,301)
400 13,55 (+0,363)
500 13,61 (£0,342)
600 14,90 (£0,250)
700 19,43 (+0,416)
800 17,03 (20,329)

1000 14,83 (+0,305)
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Sekil 4.128. Arginin dekarboksilaz tiim radyasyon dozlarinda ifade diizeyleri

Tablo 4.46. Glutamat sentaz biiyiik altbirimi’nin 2" degerleri

Radyasyon dozu (Gy)

2-AACt

100
200
300
400
500
600
700
800
1000

29,24 (+1,895)
33,59 (+1,924)
40,22 (£2,116)
40,74 (+2,354)
41,36 (£2,305)
43,11 (£2,349)
43,90 (+2,271)
44,69 (+3,107)
47,50 (+3,428)
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Glutamat sentaz biiyiik altbirimi

60,00
_ 50,00 T
z
3 40,00
2]
= 30,00 —&F
=
5 20,00 -
&

10,00 -

0,00 -

100 200 300 400 500 600 700 800 1000
Doz(Gy)

Sekil 4.129. Glutamat sentaz biiyiik altbirimi tim radyasyon dozlarinda ifade
diizeyleri

Tablo 4.47. V-tip ATP sentaz altbirim-C’nin 2"**“ degerleri

Radyasyon dozu (Gy) 2ranct
100 461,44 (£18,746)
200 463,55 (+20,154)
300 465,31 (£19,672)
400 475,61 (£21,334)
500 504,95 (£15,218)
600 515,55 (£12,108)
700 541,19 (£21,642)
800 545,37 (£21,784)

1000 546,33 (+21,140)
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Sekil 4.130. V-tip ATP sentaz altbirim-C tiim radyasyon dozlarinda ifade diizeyleri

Tablo 4.48. Sitokrom C oksidaz altbirim-I’in 2*“" degerleri

Radyasyon dozu (Gy)

2-AACt

100
200
300
400
500
600
700
800
1000

0,71 (£0,024)
0,73 (£0,032)
0,73 (£0,019)
0,74 (£0,022)
0,85 (£0,029)
0,90 (£0,039)
1,00 (0,043)
0,96 (+0,047)
0,81 (£0,026)
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Sitokrom C oksidaz altbirim-I
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Sekil 4.131. Sitokrom C oksidaz altbirim-I tiim radyasyon dozlarinda ifade diizeyleri

Tablo 4.49. Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi’nin 2"**“* degerleri

Radyasyon dozu (Gy) pAnct
100 4,35 (£0,235)
200 5,58 (£0,311)
300 5,28 (+0,324)
400 5,36 (£0,20)
500 5,29 (£0,354)
600 5,23 (£0,327)
700 5,32 (£0,297)
800 531 (£0,361)

1000 5,17 (£0,234)
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Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi
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Sekil 4.132. Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi tiim radyasyon dozlarinda
ifade diizeyleri

Tablo 4.50. NADH dehidrogenaz altbirim-B’nin 2" degerleri

Radyasyon dozu (Gy) 2ranct
100 1,92 (£0,215)
200 2,19 (+0,208)
300 2,22 (£0,307)
400 2,19 (£0,311)
500 2,11 (0,321)
600 2,16 (£0,284)
700 2,25 (£0,219)
800 2,10 (0,225)

1000 2,38 (£0,231)




148

NADH dehidrogenaz altbirim-B
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Sekil 4.133. NADH dehidrogenaz altbirim-B tiim radyasyon dozlarinda ifade
diizeyleri

Tablo 4.51. Ureaz yardimei protein UreE’nin 272" degerleri

Radyasyon dozu (Gy) 2ranct
100 625,99 (+41,215)
200 789,70 (+£38,63)
300 873,10 (£45,03)
400 874,13 (£42,21)
500 877,63 (+40.81)
600 875,15 (£44,21)
700 879,35 (+41,06)
800 883,10 (£45,33)

1000 884,65 (+43,00)
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Sekil 4.134. Ureaz yardimei protein UreE tiim radyasyon dozlarinda ifade diizeyleri

Tablo 4.52. Ureaz yardime: protein UreG’nin 2" degerleri

Radyasyon dozu (Gy) 2Aact
100 40,504 (+4,073)
200 56,886 (+4,257)
300 62,683 (+5,629)
400 63,255 (+5,276)
500 64,354 (+4,998)
600 64,350 (+5,552)
700 65,102 (+5,765)
800 64,688 (+6,213)

1000 63,987 (+4,971)
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Ureaz yardimci protein UreG
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Sekil 4.135. Ureaz yardime1 protein UreG tiim radyasyon dozlarinda ifade diizeyleri

4.9. Floresan Boya ile Hiicre I¢ci pH Ol¢iimii

D. radiodurans, yontem béliimiinde belirtilen protokol ile pHrodo ™ Green AM ile
boyanarak farkli pH’lardaki besiyerlerinde 45 dk. sonrasinda hiicre i¢i pH’nin ne
oldugu kalitatif olarak belirlendi (Sekil 4.136). pHrodo~ Green AM boyasimin
pH’sinin diistik oldugu sartlarda daha parlak, pH’nin yiiksek oldugu sartlarda daha
zayif bir 151ma yapmaktadir.

pH 4 pH S pH6 pH7 pH 8 pHY pH 10

Sekil 4.136. D. radiodurans’in floresan boya ile farkli pH’lardaki goriintiileri
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5. TARTISMA ve SONUC

Hiicresel faaliyetlerin devami i¢in ortam pH’sinin belirli araliklarda sabit tutulmasi
elzemdir. Ozellikle hiicre cesitli gevresel streslere maruz kaldiginda olusan hasarlarin
onarilmasi adina metabolik 6ncelikler fizyolojik homeostasisinin tekrar tesis edilmesi

dogrultusunda gelismektedir.

Canlilarin radyasyona olan toleransi degismekle birlikte 6zellikle hiicrenin yonetici
molekiilii olan DNA hasarina karst onarim mekanizmalari bulunmaktadir. Bu
metabolik faaliyetlerin islevselligini saglayabilmek i¢in bozulan hidrojen
konsantrasyonunu tekrar normal sinirlar i¢ine almak hiicre i¢in en temel ihtiyag
olmaktadir. Radyasyona maruz kalan bir hiicrenin, iyonize 1s18in gectigi tiim
noktalarinda radyolizis ad1 verilen kovalent baglarin kopmasi meydana gelmektedir.
Baglica hasarlar; hiicre membran biitliinliigiiniin bozulmasi, peptid baglarinin
kopmasi, reaktif oksijen tiirlerinin artisi, DNA’da cift veya tek zincir kiriklari,
niikleotidlerde anormal modifikasyonlar, pH dengesizligi ve karbohidratlarin toksik
tiirevlerinin olusumu seklinde siralanabilir. Bu hasarlarin giderilmesinde rol oynayan
cesitli antioksidan, biyomolekiil sentez ve DNA onarim mekanizmalarinin en iyi
sekilde calisabilmesi i¢in pH dengeleyici aktif ve pasif sistemlerin islevi 6nem arz

etmektedir.

Tez galigmasinda iistiin DNA onarim yetenegine sahip D. radiodurans’in farkli
kosullar altinda pH dengesini nasil gergeklestirdigi arastirildi. Elde edilen bulgular ve

literatiirde yapilmis ¢calismalar 1s181nda yorumlar yapildi.

D. radiodurans hiicre duvarinda karotenoid bulunan bir gram pozitif bakteridir (Cox
ve Battista, 2005). Biiylime egrisinde hiicrelerin 17. Saat sonrasinda 6liim fazina
girdigi tespit edildi. Canli hiicre sayisinda bu saatten sonra azalma gdzlemlendigi
halde absorbansdaki yiikselmenin devam etmesinin nedeni; hiicre 6liimlerinden
dolay1 aciga ¢ikan serbest karotenoidlerin ve hiicre igerigi miktarindaki artisin etkin

oldugu seklinde yorumlanda.
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Biiylime egrisinin logio[ CFU/ml]-zaman grafiginden logaritmik faza girdigi ve
ciktig1 saatlerdeki hiicre sayilar ile biiylime hiz sabiti (n) asagida verildigi sekilde

hesaplanmustir.

N1 ve No; Logaritmik faz igerisinden segilen iki noktadaki hiicre sayilari
t1; N1 hiicre sayisina ulasilan saat
to:Np hiicre sayisina ulagilan saat

ty; Hiicre sayisinin iki katina ulagmasi igin gegen siire

ll'lNl -lIlNO :Mx(tl-to)
In(51x107) - In(12x107)=px(14-9)
1,446=x5

n=0,289 saat!

. In2

d:_
1)

t e 0:693

0,289 saat”|

t4=2,398 saat

D. radiodurans’m yontem kisminda belirtildigi sartlarda biiyiime hiz sabiti (1) 0,289
saat™ ve ikilenme siiresi (td, doubling time) 2,398 saat olarak belirlendi. Literatiirde
yapilmig farkli ¢alismalarda ikilenme siiresi 1,5-3 saat arasinda bulunmustur. Bu
arastirmalarda elde edilen biiylime egrileri ile karsilagtirmalar yapildiginda bulunan

sonuglar literatiirle paralel degerlerde ¢ikmuistir (White vd., 1999; Holland vd., 2006).

D. radiodurans i¢in en uygun yasam pH’s1 7,0-7,4 olarak bildirilmistir (Battista vd.,
2000; Zhang vd., 2005; Blasius vd., 2008; Daly vd., 2010). Farkli pH’larda esit
miktarda inokiilasyon ile yapilan 30 °C’de inkiibasyon sonucu 24. saat hiicre
sayiminda en yliksek hiicre sayisi 480x10° CFU/ml ile pH 7,25°de tespit edilmistir.
Ayrica pH 7,25+0,25 degerlerine bakildiginda D. radiodurans’m 7,00’da 7,50’ye
gore daha fazla ¢cogalma oldugu goézlemlenmistir. pH’nin 7,75-6,75 araligi disinda
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herhangi bir ¢ogalma goriilmemesi canlinin asidofilik veya alkalofilik olmadigini
teyit etmistir. Fakat 24. saatte pH 5’de hiicre sayismin (5,8x10°) hemen hemen ilk
inokiilasyon kiiltiirii sayis1 kadar olmasi D. radiodurans’in asidik kosullarda bir
miktar dayanikliliginin oldugunu gostermistir. pH 5 olan kiiltiirde 24. saat sonrasi
pH’nin 6,69 olmasinin sebebinin hiicre lizizlerinden dolay1 ortamin baziklesmesi ve
D. radiodurans’in bulundugu ortam kosullarini iyilestirmek i¢in hiicre digina tampon

maddeler vermesi olarak yorumlandi.

Optimum pH’ya esit mesafelerdeki 6,75’den asidik ve 7,75’de bazik sartlarda
yaklasik olarak esit ¢ogalma oldugu goriilmektedir. Bu durum D. radiodurans’in
hem bazik hem de asidik kosullarda kismi olarak hayatta kalabilme becerisinin
oldugunu gostermektedir. Fakat deney kosullarinda 75 mM tampon madde igeren
besiyerlerinde calisilmast ve inkiibasyonun kapali kiiltlir sartlarinda yapilmasindan
otiri biyoreaktorde gercek zamanli pH kontrollii sartlarda tekrarlanmasi gerekli

gorilmistir.

Primer dizayninda tiim genlerin reverse ve forward primerlerinin Tm degerlerinin
ortalamas1 60,2 °C olarak hesaplanmis gradient PCR ile baglanma sicaklig
secilirken bu deger goz oniinde bulundurulmustur. Her gen i¢in yapilan gradient PCR
numuneleri agaroz jel elektroforezi ile degerlendirilerek 53 °C devam eden deneyler

icin baglanma sicakligi olarak secilmistir.

Wen ve arkadaglarinin Helicobacter pylori tizerinde yaptiklart bir ¢calismada pH’si
7.4, 6.2, 5.5, ve 4.5 olan besiyerlerine 5 mM f{ire ilaveli ve ilavesiz olarak inkiibe
ettikleri hiicrelerin gen ifade profillerini RT-qPCR ve mikro dizilim (microarray)
yontemleriyle belirlemislerdir. Bunun yani sira ayni hiicrelerin hiicre i¢i pH
durumlarini  BCECF floresan boya kullanarak belirlemislerdir. Sonug¢ olarak
hidrojenaz (hypE), hidrojenaz (hypC), tireaz yardimci protein (ureE), iireaz yardimc1
protein (urel) ve karbonik anhidraz genlerinin ifade diizeylerinde pH 7,4’ten 4,5’¢

dogru gidildikce artis oldugu belirtilmistir. Ure ilaveli besiyerlerinde ilavesizlere
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nazaran daha diisiik ifade diizeyleri rapor edilmistir (Wen vd., 2003; Scott vd., 2007,
Krulwich vd., 2011).

Calismamizda bu sonucglara benzer olarak uzun siireli inkiibasyon deneyinde; f-
karbonik anhidraz, hidrojenaz hypB, iireaz yardimci protein (urcE) ve {ireaz yardimci
protein (ureG) genlerinin 1. saat gen ifade diizeylerinin asidik kosullarda daha

yiiksek oldugu belirlendi.

B-karbonik anhidrazin 1. saat ifade diizeyleri incelendiginde 6,75 de referans genine
gore 1,18 kat fazla ifade oldugu tespit edildi. pH 6,75 kiiltiirinde p-karbonik
anhidrazin ifade diizeyinin zamanla azaldig1 goriildii. Optimum pH’dan diisiik ve
yiikksek durumlar karsilastirildiginda asidik ¢evre sartlarinda hiicrenin daha hizli
transkripsiyonel tepki verdigi goriilmiistir. Diger taraftan bazik sartlarda ifade
diizeyindeki tepki 5. saatte referans gene gore 1,47 kat artarak en yiiksek fark olarak
belirlenmistir. Hiicrelerin 24. saatte 6lim fazina girmesi ile ortam pH’sinda ki
degisiklikler, reaktif oksijen tiirlerinin ve toksik hiicre atiklarinin artmasindan
kaynaklanan zorlu yasam sartlarinda -karbonik anhidrazin pH dengesindeki roliiniin

azalmis olma ihtimali vardir.

Kisa siireli inkiibasyon sonuglarina bakildiginda B-karbonik anhidrazin diisiik ve
yiiksek pH’larda ifadesinin arttig1 goriildii. Buna karsin ifade diizeyinde pH’s1 7.00
ve 7.50 olan besiyerlerinde 7.25’e gore 10. dk. sirasiyla 0,84 ve 0,83 kat azalma
belirlendi. Ayrica uzun siireli inkiibasyon ile karsilastirildiginda bazik ¢evre
sartlarinda daha diisiik ivme ile ifade tepkisi agik bir sekilde tespit edildi. Kisa siireli
inkiibasyon deneyinde P-karbonik anhidrazin en yliksek ifade diizeyi 30.dk. pH
7,75°de 1,83 kat olarak hesaplandi. 10. dakika haricinde tiim zamanlarda en ytiksek
ifadenin pH 7,75’de olmasi, hiicrenin bazik ¢evre sartlarinda B-karbonik anhidraz
katalizli reaksiyonun HCO; ve H* yoniine kaydigi seklinde diisiiniilebilir. Hiicre
disindaki yiiksek [H'] hiicre duvarindan periplazmik bosluga difiize oldugunda ortam
pH’sinin dengelenmesi i¢in reaksiyon CO, ve H,O yoniinde gerceklesmekte oldugu

tahmin edilmistir.
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Ayrica Bury-Moné ve arkadaglarmin H. pylori ile yaptigi ¢alismada tireaz ile -
karbonik anhidraz enzimlerinin kooperatif reaksiyonlariyla asidik sartlarda
periplazmik pH’nin dengelenmesinde rol aldiklarini bildirmislerdir. Bu c¢alismada
karbonik anhidraz genleri susturulan suglarin hiicre pH homeostasisini
saglayamadiklart ve mide rahatsizliklarina yol agamadiklari belirtilmistir (Bury-

Mon¢ vd., 2008).

Casey ve arkadaglar1 asidik sartlarda iireaz yardimci kanal protein olan Urel’nin
pH’nin 6,00 diistiik oldugu durumlarda hiicre icine lire alimi i¢in aktive oldugunu
bildirmistir. Iceri alian iirenin alinmasiyla tireaz katalizinde NH3 ve H,CO3 olusumu
artmaktadir. Bir bagka calismada Cussac ve arkadaslar1 olusan H,COj3’lin -karbonik
anhidraz katalizi sonucu olusan CO;’in periplazmik membrana difiize oldugunu
burada da membrana bagli a-karbonik anhidraz enziminin yardimiyla H,O ile HCO;
ve H" olusturdugunu ileri siirmiislerdir. Olusan H* iyonunun iireaz kataliziyle olusan
ve periplazmaya difiize olan NH3 ile NH4" iyonu olusumunu sagladig bildirilmistir
(Bkz. Sekil 2.14) (Cussac vd., 1992; Casey vd., 2010). Denemelerde lireaz yardimci
protein UreE ve UreG’nin 20.dakikadan sonra hem 6,75’de hem de 7,75’de ifade
diizeylerinin arttig1 belirlenmistir. En yliksek ifade diizeyi 2,69 ve 2,38 kat ifade
diizeyiyle 30. dakikada pH 7,75°de tespit edilmistir. 24. Saatte her iki geninde ifade

diizeyi dlismiistiir.

Radyasyon deneyinde B-karbonik anhidrazin ifade diizeyi 800 Gy dozda 10,34 kata
kadar artmis sonrasinda 1000 Gy’da % 23,7 oraninda azalmistir. Deneyde her
radyasyon dozunda en az yaklasik 6 katlik bir ifade diizeyinde artis goriilmektedir.
Ayrica B-karbonik anhidraz ile beraber pH dengelenmesinde 6nemli rolii bulunan
tireazin UreE ve UreG alt birimlerinin de ifade diizeylerinde her dozda ¢ok belirgin
bir sekilde artig vardir. UreE 300 Gy dan 1000 Gy’a kadar hemen hemen degismeyen
yiiksek bir ifade diizeyinde izlenmistir. UreE tiim genler icinde en yiiksek ifade
diizeyine sahip olarak 1000 Gy dozda 884,65 kat degisim gdstermistir. UreG ise en
yiiksek ifade degerine 65,102 kat ile 700 Gy’da ulasmistir. 700 Gy radyasyon

sonrasinda ¢ok diisiikte olsa azalma goriilmiistiir.
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Hidrojenaz hypB, hidrojenaz kompleksinin olusturulmasinda dnemli bir aktivite edici
alt birimdir. Hidrojenaz hypB GTP’nin hidrolizini saglayarak biiyiik alt birimin
olusmasin1 saglamaktadir. Hidrojenaz hypA selatladigi nikel atomunu hidrojenaz
hypB araciligiyla hidrojenaz yapisina aktarmaktadir (Hedderich, 2004; Hayes vd.,
2006; De lacey vd., 2007). Denemelerde hidrojenaz hypA geninde 1. saatte asidik
kosullarda daha diisiik ifade diizeyleri (referans gen ifadesinin 0,61 kati) ortaya
¢ikmistir. Buna karsin hidrojenaz hypB geninin 1. ve 3. saatlerde pH 6,75’de ki ifade
diizeyleri pH 7,75’dekinden daha fazla olmustur.

Besiyeri i¢in kullandigimiz TGY’de ilave olarak Nikel olmadigi i¢in hypA’nin
ifadesinin hypB’ye gore daha diisiik olmas1 beklenen bir durum olarak gorilmiistiir.
TGY igerigindeki maya ekstraktinda eser miktarda bulunan nikelin hidrojenazin pH
dengelemedeki roliinii sinirlandirildigr diisiiniilmektedir. Buna ragmen kisa stireli

inkiibasyonda pH 7,75’de ifade diizeyi referans gene gore 3,34 kat artmustir.

Ang ve arkadaslarinin H.pylori {izerinde pH 7,2 ve 5,5 olan besiyerinde yaptiklari
calismada pH 5,5’de; hidrojenaz (hypB) (84,907 kat), Guinone-reaktif Ni-Fe
hidrojenaz (hydD) (46,604 kat) ve kinon-reaktif Ni-Fe hidrojenaz (hydB) (96,464
kat) genlerinin ifade diizeylerinde artis oldugunu bildirmislerdir (Ang vd., 2001).

Bu durumda D. radiodurans’in hidrojenaz enzimini bazik sartlarda daha fazla
kullandig1 sonucundan hareketle cift yonlii katalizde reaksiyonun H" tarafina dogru
islevinin arttif1 sdylenebilir. Reaksiyonun ortam pH’sii yiikseltecek sekilde Hj
yoniinde ger¢eklesmesi H. pylori i¢in kullanilan bir durum olsa da D. radiodurans
i¢in hidrojenaz geninin bazik sartlarda daha aktif oldugu tespit edilmistir. Radyasyon
deneyinde her iki geninde korelatif artiglar gdsterdigi tespit edilmistir. 300, 400 ve
500 Gy dozlarda en yiiksek degerleriyle bir plato olusturan HypA ve HypB
sonrasindaki dozlarda diisiise gecmistir. HypA en yiiksek 400 Gy’da 9,21 kat, HypB
ise 300 Gy’da 12,55 kat fazla ifade edilmislerdir.
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H*/ Na" glutamat simport kanal proteini hiicre disindan hiicre igine glutamat ile
beraber H* ve Na" iyonlarmin alinmasii saglayan bir membran proteinidir. Ayni
zamanda hiicreye alinan Na® iyonlar1 ayr1 bir antiport kanal proteiniyle disariya
tekrar aktarilirken hiicre icerisine H* iyonunun almmasini saglamaktadir. Glutamat
asit karakterli bir amino asittir. Tiim bu bilgiler 1s18inda cevresel sartlarin bazik
oldugu durumda H'/ Na* glutamat simport kanal proteini sayet ortamda glutamat var
ise hiicre i¢ine H" aktarmaya calisarak periplazmadaki pH’y1 diisiirme yoniinde

egilime sahip olacaktir (Tolner vd., 1992; Tolner vd., 1995a).

H*/ Na* glutamat simport kanal proteini benzeri islevi olan fakat antiport sekilde
Na*, K* ve Ca*? gibi katyonlar hiicre igine veya disina aktararak tersi yonde H
transferi gerceklestiren katyon degistirici membran kanal proteininin de hiicre i¢i pH

dengelenmesinden rolii bulunmaktadir (Booth, 1985; Boron, 2004; Boron, 2015).

D. radiodurans’mn coklu altbirimli Na'/H" antiport kanal proteinin DR0880’den
DRO886’ya kadar olanlar1 bazi termofilikler ve alkali sartlarda yasayabilen
bakterilerde karakteristik olarak bulunmaktadir. Bu membran proteininin D.
radiodurans’in alkali sartlarda biiyiiyebilmesine yardimci oldugu diisiiniilmektedir
(Hiramatsu vd., 1998; Makarova vd., 2001).

Kisa siireli inkiibasyon denemesinin 10. dk’sinda uygun pH sartlarinin £0,25 oldugu
durumlarda normale yakin ifade diizeyi gézlemlenmistir. En yiiksek ifade diizeyi pH
7,00°da 20. dk’da 1,87 kat olarak belirlendi. pH 7,75°de 3. ve 5. saatlerde 1,00 katin
lizerine ¢ikan ifade diizeyi 6liim fazinda tekrar diismiistiir. Buradan sonugla H'/ Na*
glutamat simport kanal proteininin ¢evresel pH degisimlerine yliksek anlamlilikta
tepki gostermedigi ayrica pH’nin bazik oldugu durumda asidik sartlara gore daha az

ifade edildigi tespitine varilabilir.

E. coli ve alkalofilik Bacillus tiirlerinde yapilan ¢aligmalarda H*/ Na® glutamat
simport kanal proteininin bazik sartlarda pH regiilasyonunda rol aldig1 bildirilmistir.
Na® iyonunun az oldugu durumlarda katyon degistirici kanal proteinlerin alternatif

olarak gorev aldig1 bu calismalarla gosterilmistir (Padan ve Schuldiner, 1994; Tolner
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vd., 1995b; Padan vd., 2005). Kisa siireli inkiibasyon denemesinde Katyon degistirici
kanal proteinin en yiiksek ifadesi 2,30 kat olarak pH 7,75’de belirlendi. Optimum
pH’nin £0,25 oldugu kiiltiirlerde ifade diizeyi diisiik olarak belirlenmistir. 30. dk’ya
kadar pH 6,75 ve 7,75’de artan ifade diizeyi duragan ve oliim fazlarinda yaklasik
olarak referans gen ile ayni miktarda gen aktifligine sahip olmustur. Radyasyon
denemesinde H*/ Na* glutamat simport kanal proteini en yiiksek ifade diizeyine 6,19
kat ile 600 Gy’da ulagsmistir. 600 Gy’dan sonrasinda ifade diizeyi diismiistiir. Katyon
degistirici membran kanal proteini 700 Gy’da 11, 96 kata kadar artan ifade diizeyine

sahiptir. Fakat 700 Gy’dan sonrasinda ifade diizeylerinde azalma gézlemlenmistir.

Arginin dekarboksilaz gibi amino asit dekarboksilasyonu gerceklestiren enzimler
karboksil grubunu uzaklastirarak CO; seklinde cikisi ile agmatin olusumunu
katalizlemektedir (Fritz, 2012). Bakteriler amino asit dekarboksilasyonu ile
ortamdaki H" iyonu miktarin1 azaltabilirler. Bunun tersi reaksiyonla pH’nin
yiikselmesini de saglayabildikleri bilinmektedir (Bkz. Sekil 2.10) (Foster, 2004,
Abeyrathne vd., 2016). Deneylerde pH 7,75’de 1,89 kat artan gen ifade diizeyi 24.
Saatte 7,00 (1,89 kat) ve 7,50 (1,93 kat)’de de ylikselme gostermistir.

Kisa siireli inkiibasyon deneyinde pH 6,75’de 40. dk’ya kadar yiikselen ifade uzun
siireli inkiibasyon deneyine bakildiginda 5. Saate kadar diismiistiir. 24. saatte tlim
pH’larda 5. saate gore bir artis bulunmakta iken sadece 7,75’de diisiis olmas1 D.
radiodurans’m oOlim fazinda bazik ortam pH’simi  dengeleyebilmek igin
dekarboksilasyon  reaksiyonunu  kullanmadigini  gostermistir. ~ Radyasyon
uygulamasinda hiicre degisen fizyolojik durumunda arginin dekarboksilaz geninin
ifadesini 700 Gy’a kadar arttirmistir. En yiliksek ifade diizeyi referans gene gore
19,43 kat artarak 700 Gy’da belirlenmistir.

Dekarboksilasyonda reaksiyon yonii agmatin yoniinde ise olusan CO; bir paradoks
olusturmaktadir. Metabolizmada H® konsantrasyonunu azaltmaya yonelik
gerceklesen bu reaksiyon ayni zamanda -karbonik anhidrazinda substrati olan CO;
miktarinda artisa sebeb olmaktadir. Dekarboksilasyon reaksiyonunda harcanan her

mol H* iyonu basma ortamda artan CO,’in B-karbonik anhidraz katalizérliigiinde
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H,0 ile bir mol H* olusturmaktadir. Bu iki reaksiyonun birbiriyle baglantilari ayrica
metabolomik ¢alisma gerektirmesi bakimindan eldeki veriler ile kesin yorum yapmak

miimkiin goéziikmemektedir.

Metabolizmada 6nemli fonksiyonlara sahip olan glutamat amino asidi birgok amino
asidin sentezlenmesinde transaminasyon reaksiyonlarinda amino grubu kaynagi
olmaktadir (Bkz. Sekil 2.11). Metabolizmada farkli gorevleri olan glutamat amino
asidi baz1 koenzimler ve norotransmiterlerin prekiirsorii olmasinin yaninda hiicresel
iletisimde de rol almaktadir. H'/ Na* glutamat simport kanal proteini hiicre igine ve
dismna H” iyonu transfer ederken ayn1 zamanda glutamatta aktarmaktadir. Hiicre igi
pH’nin diisiik oldugu durumlarda ortamda sayet yeterli miktarda glutamat var ise H"
iyonu bu kanal proteinleriyle aktif tasima gerceklestirilerek hiicre disina atilir. Ayrica
hiicrede glutaminin ve a-ketoglutaratin varliginda glutamat sentaz reaksiyonuyla her
iki mol glutamat olusumunda bir mol H® iyonu harcanarak pH’nimn yiikselmesi

saglanmaktadir (Booth, 1985; Tolner vd., 1992).

Kisa stireli inkiibasyon deneyinde pH 6,75’de glutamat sentaz ifadesi 30. dk’ya kadar
yiikselerek referans gene gore 1,38 kat fazla 6l¢iilmiistiir. Ayn1 zamanda pH 7,75°de
en yuksek ifade diizeyi 1,80 kat ile 30. dk’da belirlenmistir. pH 6,75’de 24. saatte en
yiiksek ifade (1,38) diizeyine gbére % 53 oraninda azalan bir deger hesaplanmistir
(0,74). Bunun sebebinin; asidik kiiltirde, 6lim fazinda glutamat sentazin pH
dengelenmesinde bir roliinlin olmamas1 olarak yorumlanmigtir. D1 ortamdaki pH
degisiminin glutamat sentazin ifade diizeyine etkisi ¢cok belirgin olmamasina karsin
radyasyon uygulamasinda 29,24-47,50 kat aralifinda 1000 Gy’a kadar siirekli artig

hesaplanmustir.

Vakuoler (V1Vo) ATP sentazlar 6karyotik canlilarda endozom, lizozom ve sekresyon
organelleri gibi yapilarin membranlarinda bulunan, aktif tasima ile H® iyonu
tagiyarak pH regiilasyonunu saglayan membran kanal proteinidir. Bu ATPaz c¢esidi
bakterilerde mezozom yapilarinda da bulunmaktadir. F-tip ATPaz’larda oldugu gibi

ATP sentezinde rol almazlar ve Na* bagimli aktiviteye sahiptirler. Hiicre digina H”
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iyonu aktararak hiicre icinde diisen pH’nin yiikseltilerek dengelenmesini
katalizlemektedirler (Murata vd., 2005; Beyenbach ve Wieczorek, 2006; Marshansky
ve Futai, 2008; Rawson vd., 2015).

Yapilan ¢alismalarla Enterococcus hirae’nin bazik sartlarda V-tip ATPaz ve Na'/H*
degistirici kanal proteinlerinin besiyerinde yeterli Na* oldugu durumlarda pH
reglilasyonunda major rol oynadigi bildirilmistir (Waser vd., 1992; Kakinuma ve
Igarashi, 1999).

Denemelerde V-tip ATPaz’in ifade diizeylerinde yalniz pH 7,00 kiiltiirtinde 10., 20.
ve 30. dk.’larda sirastyla 1.39, 1.87 ve 2.23 kat artis gdzlemlenmistir. pH’s1 7,75 olan
denemede ifade genel olarak referans gene yakin miktarlarda hesaplanmistir. Uzun
stireli inkiibasyon deneyinde 24. saat verileri incelendiginde asidik kiiltiirden bazik
kiiltire dogru bir artis oldugu goriilmektedir. Radyasyon uygulamasinda V-tip
ATPaz’m en yiiksek ikinci ifade seviyesine sahip oldugu belirlenmistir. UreE’ nin
ifade diizeyi her ne kadar 13 genin igerisinde en yiiksek olarak hesaplanmig olsa da
UreG’nin degerlerinde ayni1 oranda yiiksek olmayan ifade diizeylerinin iireaz
aktivitesi icin negatif bir baski olusturacag: olasidir. Bu sebeple V-tip ATPaz’in en
yiiksek ifade seviyesinin 546,33 olmas1 ayrica siirekli radyasyon dozuna gore bir
artisin  gozlemlenmesi pH regililasyonunda Onemli genlerden birisinin oldugu

yorumunu ortaya ¢ikarmaktadir.

Oksidatif fosforilasyon yapan bakterilerde hiicre membraninin sitozdl igine
kivrimlanmis yapilar1 olan mezozomlarda bulunan elektron tagima sistemi elemanlari
periplazmik boslukta olusturduklarn H® gradienti yoluyla ATP sentezini
gerceklestirmektedirler. D. radiodurans gibi Gram pozitif bakterilerin gram
negatiflerde bulunan ikinci bir fosfolipid membran bulunmamaktadir. Hiicre zar1 ile
peptidoglikan tabaka arasinda bulunan bolgeye periplazmik bosluk adi1 verilmektedir.
Bu bosluk gram pozitiflerde kiiciik, gram negatiflerde ise biiylik hacimli bir bolgedir.
Bakterilerin yasadigi ortamin pH’s1 periplazmik membrana H* ve OH™ difiizyonu ile

hiicrenin ATP iiretimine etki etmektedir. Bu sebeple elektron tasima sistemin
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periplazmik boslukta proton gradienti olusturan elemanlarinin ifade diizeyleri hiicre
icindeki pH sartlarina 1s1k tutmaktadir (Madigan ve Martinko, 2009; Nelson ve Cox,
2013; Keha ve Kiifrevioglu, 2015).

Elektron tasima sisteminde bulunan NADH dehidrogenaz NADH’dan bir H™ ve
sitoplazmadan bir H* iyonunu egzergonik olarak ubikinona aktarir. Ikinci reaksiyon
ise elektron aktarimindan olusan enerji ile sitoplazmadan periplazmaya dért H*
aktarimidir. Siiksinat dehidrogenaz, FAD ve Fe-S yapilarinin prostetik grup olarak
gorev aldig1 dort alt birimden olusan sitrik asit dongiisiinde gorevli tek membrana
bagli enzimdir. Bu enzimin aktivitesindeki artig oksidatif fosforilasyon kaskatinin
ATP tretimi yoniinde oldugunun bir gostergesidir. Ayrica siiksinatin fumarata
doniisiimiiyle FAD" iizerine aktarilan H" iyonlarin1 ubikinon araciliyla sitokrom c
oksidaza tasimimini katalizleyerek hiicre i¢i pH’ nin diismesine katki saglamaktadir

(Slonczewski vd., 2009; Nelson ve Cox, 2013).

Sitokrom c oksidaz bakterilerde 3-4 alt birimden olusan bir yapiya sahiptir. Sitokrom
c tlizerindeki elektronlarin molekiiler oksijene (O2) aktarimini saglayarak suya
indirger. Hem elektronlarin aktarimimi saglayan bu kompleks ayni zamanda
periplazmaya her bir elektronda iki protonun pompalanmasini katalizlemektedir.

(Nelson ve Cox, 2013; Keha ve Kiifrevioglu, 2015).

Ang ve arkadaslarinin H. pylori iizerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada asidik pH’da (5,5)
NADH dehidrogenazin (NADH-ubikinon oksidorediiktaz) referans gene goére 77,173
kat ifade diizeyinde artis bildirmislerdir. Ayrica Sitokrom c oksidazin farkl ii¢ alt
biriminin ifadelerinde; 63.728, 21.697, 53.777 gibi yliksek degerler tespit etmislerdir
(Ang vd., 2001).

D. radiodurans’in elektron tasima sisteminde en belirgin degisim NADH
dehidrogenazda ve sitokrom c oksidazda belirlendi. NADH dehidrogenaz geninin
ifade diizeyi en yiiksek 30. dk.’da 1,97 kat degismistir. Ozellikle sitokrom c oksidaz
geni pH; 6,75 den 7,75’e dogru kisa siireli inkiibasyonda azalan bir sekilde ifade
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olmustur. Sitokrom ¢ oksidaz geni 30. dk.’da pH 6,75°de en yiiksek ifade diizeyine
ulasarak 1,64 kata ulagmigtir. Kisa siireli inkiibasyonda en diisiik ifade pH 7,75°de
gozlemlenmistir. Siiksinat dehidrogenaz geninin pH +0,25 oldugu kiiltiirlerde
referans genine yaklasik ifade olurken 6,75 ve 7,75’de normal seviyenin altinda
kalmistir. Bu durum pH’nin 0,25 oldugu kiiltiirlerde hiicrenin yaklasik olarak
normal ATP iiretiminin gergeklestirdigi seklinde yorumlanabilir. Bu konuda daha

ayrintili fikir sahibi olmak i¢in ATP miktarlarindaki degisimler incelenmelidir.

Radyasyon denemesinde denemede arastirilan elektron tasima sistemi unsurlarindan
en yiksek ifade seviyesi siiksinat dehidrogenaz sitokrom alt biriminde tespit
edilmistir (5,58 kat-200 Gy). Sitoktokrom c oksidaz geninin ifade diizeyi genel
itibariyle referans genine gore diisiik sevilerde kalmistir. Bu durum oksidatif
fosforilasyonun seviyesinde normal ve asagisinda aktivite oldugu ihtimalini
dogurmaktadir. NADH dehidrogenaz ifadesinin en yiiksek 2,38 kat ile 1000 Gy’da
olmasi, ayrica tim dozlarda genel olarak 2 katin {izerinde seyretmesi siiksinat
dehidrogenazin yiikselen ifade diizeyleriyle birlestirildiginde indirgenmis formdaki
ubikinon konsantrasyonunda artisin olabilecegi yorumu yapilabilir. Bu durumda

membran i¢i potansiyelin artmasi s6z konusu olacaktir.

Floresan boya ile hiicre i¢i pH olgiimi, farkli pH’lardaki ve radyasyon
uygulamasindaki ifade diizeyleri genis bir perspektiften incelendiginde su sonuglara

ulagilmistir;

e pHrodo floresan boyasiyla yapilan denemede goriildigi {iizere D.
radiodurans yiiksek ve diisik H® seviyelerinde periplazma pH’sinda
degisimler olusmaktadir. Dolayisiyla bu durum proton hareket giiclinii
etkileyeceginden = ATP  iretiminde normal seviyelerden sapmalar
gozlemlenebilecektir.

e Farklh pH sartlarinda en yiiksek ifade diizeyi Hidrojenaz hypA geninde 30.
dk. pH 7,75’de 3,46 kat oldugu belirlendi.
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e Genel olarak pH 7,25 normalizasyon degerinden bazik olan hiicre disi
sartlarinda genlerin ifade diizeylerinde artis oldugu belirlendi. V-tip ATPaz
30.dk. pH 7,00°da 2,23 kat ifade artis1 ile bu genellemenin disinda kalmstir.

e D. radiodurans hiicre dist H konsantrasyonunun optimum pH’nin disinda
oldugu sartlarda genel olarak gen ifade seviyelerine bakildiginda 30. dk’da
belirgin metabolik tepki gosterdigi sdylenebilir.

e Arastirma yapilan genlerin i¢inde iireaz ve hidrojenaz alt birimlerine ait ifade
diizeyleri incelendiginde farkli pH’larda yapilan inkiibasyon deneylerinde
HypA ve HypB’nin uzun siireli inkiibasyon denemesi hari¢ korelasyon
gorilmiistir.

e Radyasyon denemesinde en yiiksek ifade seviyesi 1000 Gy doz
uygulamasinda 884,65 kat degisimle UreE geninde tespit edilmistir. Bunun
yaninda UreG nin ifade diizeyi UreE’nin 13,8 kat altinda belirlenmistir.

e Radyasyon uygulanmis kiiltiirlerde ikinci yiiksek ifade seviyesi V-tip
ATPaz’da 546,33 olarak hesaplanmistir. Bu gene ait diger dozlarda
incelendiginde hiicre i¢i pH dengelenmesinde etkin oldugunun diisiilmektedir.

e V-tip ATPaz tek yonlii olarak H* iyonunun hiicre iginden periplazmik
bosluga aktarilmasi katalizlemektedir. Bu sayede radyasyon uygulanan

hiicrelerde pH diistisiiniin oldugu yorumunu yapmak miimkiindiir.

D. radiodurans ve diger poliekstremofiliklerin 6zelliklerinin  belirlenmesi
endiistriyel, cevre ve medikal biyoteknoloji basta olmak {izere tiim bilim alanlarma
yenilikler getirilmesi agisindan Onemlidir. Yapilan tez c¢alismast uzun bir
metabolomik ¢alismanin baslangici niteliginde olup D. radiodurans’in uygun
olmayan pH sartlarinda nasil regiile edildigine dair Onemli bulgular ortaya
koymustur. Ilerleyen ¢aligmalarda biyoinformatik destekli olarak, bahsi gecen genler
ve arastirma konusu disinda kalmis diger ilgili genlerin biyokimyasal olarak
incelenmesi pH regiilasyonu ve radyasyona dayanikliligin iligkili metabolizmalarimin

anlasilmasin kolaylastiracaktir.



164

KAYNAKLAR

Abeyrathne, P. D., Chami, M., Stahlberg, H., "Biochemical and biophysical
approaches to study the structure and function of the chloride channel (CIC) family
of proteins”, Biochimie, 128 (129): 154-162 (2016).

Ade, P. A. R., Aghanim, N., Alves, M. I. R., Armitage-Caplan, C. I., Amaud, M.,
Ashdown, M., Atrio-Barandela, F., Aumont, J., Ausse, H., Baccigalupi, C. and
others, "Planck 2013 results. 1. Overview of products and scientific results”,
Astronomy & Astrophysics, 571(11): 1-48 (2014).

Afify, A., Rashed, M. M., Ebtesam, A., El-Beltagi, H., "Effect of gamma radiation
on the lipid profiles of soybean, peanut and sesame seed oils", Grasas y aceites, 64
(4): 356-368 (2013).

Agapov, A. A., Kulbachinskiy, A. V., "Mechanisms of stress resistance and gene
regulation in the radioresistant bacterium Deinococcus radiodurans”, Biochemistry-
Moscow, 80 (10): 1201-1216 (2015).

Ahn, J., Carson, C., Jensen, M., Juraku, K., Nagasaki, S., Tanaka, S., “Reflections on
the Fukushima Daiichi Nuclear Accident”, Springer International Publishing,
Isvigre, 21-30 (2015).

Almiron, M., Link, A. J., Furlong, D., Kolter, R., "A novel DNA-binding protein
with regulatory and protective roles in starved Escherichia coli”, Genes &
development, 6 (12b): 2646-2654 (1992).

Anderson, R., Hansen, K., "Structure of a novel phosphoglycolipid from
Deinococcus radiodurans”, Journal of Biological Chemistry, 260 (22): 12219-
12223 (1985).

Ang, S., Lee, C.-Z., Peck, K., Sindici, M., Matrubutham, U., Gleeson, M. A., Wang,
J.-T., "Acid-induced gene expression in Helicobacter pylori: study in genomic scale
by microarray", Infection and immunity, 69 (3): 1679-1686 (2001).

Apel, K., Hirt, H., "Reactive oxygen species: metabolism, oxidative stress, and signal
transduction”, Annual Review of Plant Biology, 55 (1): 373-399 (2004).

Asada, S., Takano, M., Shibasaki, I., "Deoxyribonucleic acid strand breaks during
drying of Escherichia coli on a hydorohobic filter membrane”, Applied and
environmental microbiology, 37 (2): 266-273 (1979).

Attix, F. H., "Introduction to radiological physics and radiation dosimetry, Wiley,
Weinheim, 20-27 (2008).

Attwood, D., "Soft x-rays and extreme ultraviolet radiation: principles and
applications, Cambridge university press, Cambridge, 1-5 (2007).



165

Badger, M. R., Price, G. D., "The role of carbonic anhydrase in photosynthesis",
Annual review of plant biology, 45 (1): 369-392 (1994).

Bahl, H., Scholz, H., Bayan, N., Chami, M., Leblon, G., Gulik-Krzywicki, T.,
Shechter, E., Fouet, A., Mesnage, S., Tosi-Couture, E. and others, "Molecular
biology of S-layers”, FEMS Microbiology Reviews, 20 (1-2): 47-98 (1997).

Bakeeva, L., Chumakov, K., Drachev, A., Metlina, A., Skulachev, V., "The sodium
cycle. 111. Vibrio alginolyticus resembles Vibrio cholerae and some other vibriones
by flagellar motor and ribosomal 5S-RNA structures”, Biochimica et Biophysica
Acta (BBA)-Bioenergetics, 850 (3): 466-472 (1986).

Baker-Austin, C., Dopson, M., "Life in acid: pH homeostasis in acidophiles”, Trends
in microbiology, 15 (4): 165-171 (2007).

Batar, B., "Meme kanseri hastalarinin normal dokularinda radyasyon tedavisine bagl
olarak gelisen akut yan etkilerin DNA tamir gen ekspresyonu ve DNA hasari ile
iliskisinin incelenmesi", Doktora, Istanbul Universitesi, Istanbul, 139 (2013).

Battista, J. R., "Against all odds: the survival strategies of Deinococcus
radiodurans”, Annual Reviews in Microbiology, 51 (1): 203-224 (1997).

Battista, J. R., Earl, A. M., White, O., "The stress responses of Deinococcus
radiodurans”, Bacterial Stress Responses, 383-391 (2000).

Bauermeister, A., Bentchikou, E., Moeller, R., Rettberg, P., "Roles of PprA, IrrE,
and RecA in the resistance of Deinococcus radiodurans to germicidal and
environmentally relevant UV radiation”, Archives of microbiology, 191 (12): 913-
918 (2009).

Bentzen, S. M., Harari, P. M., Mackie, T. R., Mehta, M. P., "Radiation oncology
advances"”, Springer Science & Business Media, New York, 66-74 (2007).

Berlett, B., Chock, P., Yim, M., Stadtman, E., "Manganese (llI) catalyzes the
bicarbonate-dependent oxidation of amino acids by hydrogen peroxide and the amino
acid-facilitated dismutation of hydrogen peroxide", Proceedings of the National
Academy of Sciences, 87 (1): 389-393 (1990).

Beyenbach, K. W., Wieczorek, H., "The V-type H" ATPase: molecular structure and
function, physiological roles and regulation”, Journal of Experimental Biology, 209
(4): 577-589 (2006).

Bjelland, S., Seeberg, E., "Mutagenicity, toxicity and repair of DNA base damage
induced by oxidation”, Mutation Research/Fundamental and Molecular
Mechanisms of Mutagenesis, 531 (1): 37-80 (2003).

Blasius, M., Hiibscher, U., Sommer, S., "Deinococcus radiodurans: what belongs to
the survival kit?", Critical reviews in biochemistry and molecular biology, 43 (3):
221-238 (2008).



166

Booth, I. R., "Regulation of cytoplasmic pH in bacteria”, Microbiological Reviews,
49 (4): 359-378 (1985).

Boron, W. F., "Regulation of intracellular pH", Advances in Physiology Education,
28 (4): 160-179 (2004).

Boron, W. F., "Regulation of Intracellular pH: Role of Na plus-coupled HCO3;
Transporters”, Acta Physiologica, 215 (3): 3 (2015).

Bowes, J. H., Moss, J. A., "The effect of gamma radiation on collagen”, Radiation
Research, 16 (3): 211-223 (1962).

Brooks, B., Murray, R., "Nomenclature for “Micrococcus radiodurans” and other
radiation-resistant cocci: Deinococcaceae fam. nov. and Deinococcus gen. nov.,
including five species”, International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, 31 (3): 353-360 (1981).

Buob, R., "DNA Repair Mechanisms in the Radioresistant Bacterium Deinococcus
radiodurans and in Human", Doktora, Ziirih Universitesi, Ziirih, 109 (2009).

Burrell, A. D., Feldschreiber, P., Dean, C., "DNA-membrane association and the
repair of double breaks in X-irradiated Micrococcus radiodurans”, Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-Nucleic Acids and Protein Synthesis, 247 (1): 38-53
(1971).

Bury-Moné, S., Mendz, G. L., Ball, G. E., Thibonnier, M., Stingl, K., Ecobichon, C.,
Avé, P., Huerre, M., Labigne, A., Thiberge, J.-M., "Roles of a and [-carbonic
anhydrases of Helicobacter pylori in the urease-dependent response to acidity and in
colonization of the murine gastric mucosa”, Infection and immunity, 76 (2): 497-
509 (2008).

Cadet, J., Douki, T., Ravanat, J.-L., "Oxidatively generated damage to cellular DNA
by UVB and UVA radiation", Photochemistry and Photobiology, 91 (1): 140-155
(2015).

Cancer, I. A. F. R. O., "IARC classifies radiofrequency electromagnetic fields as
possibly carcinogenic to humans”, World Health Organization, 5 (208): 1-6 (2011).

Carbonneau, M., Melin, A., Perromat, A., Clerc, M., "The action of free radicals on
Deinococcus radiodurans carotenoids”, Archives of biochemistry and biophysics,
275 (1): 244-251 (1989).

Carlos Lara, P., Joaquin Lopez-Penalver, J., de Araujo Farias, V., Carmen Ruiz-Ruiz,
M., Javier Oliver, F., Ruiz de Almodovar, J. M., "Direct and bystander radiation
effects: A biophysical model and clinical perspectives”, Cancer Letters, 356 (1): 5-
16 (2015).

Casey, J. R., Grinstein, S., Orlowski, J., "Sensors and regulators of intracellular pH",
Nature reviews Molecular cell biology, 11 (1): 50-61 (2010).



167

Cheng, C., Kussie, P., Pavletich, N., Shuman, S., "Conservation of structure and
mechanism between eukaryotic topoisomerase | and site-specific recombinases”,
Cell, 92 (6): 841-850 (1998).

Close, D. M., Nelson, W. H., Bernhard, W. A., "DNA damage by the direct effect of
ionizing radiation: products produced by two sequential one-electron oxidations”,
The Journal of Physical Chemistry A, 117 (47): 12608-12615 (2013).

Compton, A. H., "A quantum theory of the scattering of X-rays by light elements”,
Physical review, 21 (5): 483 (1923).

Cooke, M. S., Evans, M. D., Dizdaroglu, M., Lunec, J., "Oxidative DNA damage:
mechanisms, mutation, and disease”, The FASEB Journal, 17 (10): 1195-1214
(2003).

Counsell, T., Murray, R., "Polar lipid profiles of the genus Deinococcus”,
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 36 (2): 202-
206 (1986).

Cox, M. M., Battista, J. R., "Deinococcus radiodurans - The consummate survivor",
Nature Reviews Microbiology, 3 (11): 882-892 (2005).

Crawford, J., "A review of neutron radiation damage on corundum crystals", Journal
of Nuclear Materials, 108: 644-654 (1982).

Cussac, V., Ferrero, R. L., Labigne, A., "Expression of Helicobacter pylori urease
genes in Escherichia coli grown under nitrogen-limiting conditions”, Journal of
bacteriology, 174 (8): 2466-2473 (1992).

Celik, S., "Ankara Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii radyasyondan korunma
programi ve radyasyondan korunma optimizasyonu", Yiiksek Lisans Ankara
Universitesi, Ankara, (2013).

Daly, M. J., "Opinion: A new perspective on radiation resistance based on
Deinococcus radiodurans”, Nature Reviews Microbiology, 7 (3): 237-245 (2009).

Daly, M. J., Gaidamakova, E. K., Matrosova, V. Y., Kiang, J. G., Fukumoto, R., Lee,
D.-Y., Wehr, N. B., Viteri, G. A., Berlett, B. S., Levine, R. L., "Small-molecule
antioxidant proteome-shields in Deinococcus radiodurans”, PloS one, 5 (9): e12570
(2010).

Daly, M. J., Gaidamakova, E. K., Matrosova, V. Y., Vasilenko, A., Zhai, M.,
Leapman, R. D., Lai, B., Ravel, B., Li, S.-M. W., Kemner, K. M., "Protein oxidation
implicated as the primary determinant of bacterial radioresistance”, PLoS Biol, 5 (4):
92 (2007).

Daly, M. J., Gaidamakova, E. K., Matrosova, V., Vasilenko, A., Zhai, M.,
Venkateswaran, A., Hess, M., Omelchenko, M., Kostandarithes, H. M., Makarova,



168

K., "Accumulation of Mn (II) in Deinococcus radiodurans facilitates gamma-
radiation resistance"”, Science, 306 (5698): 1025-1028 (2004).

De lacey, A. L., Fernandez, V. M., Rousset, M., Cammack, R., "Activation and
inactivation of hydrogenase function and the catalytic cycle: spectroelectrochemical
studies”, Chemical Reviews, 107 (10): 4304-4330 (2007).

De Loecker, W., Doms, D., Stas, M. L., "The effect of 10onizing radiation on protein
metabolism in stored rat skin", Radiation Research, 61 (2): 216-229 (1975).

Dose, K., Bieger-Dose, A., Ernst, B., Feister, U., Gomez-Silva, B., Klein, A., Risi,
S., Stridde, C., "Survival of microorganisms under the extreme conditions of the
Atacama Desert", Origins of Life and Evolution of the Biosphere, 31 (3): 287-303
(2001).

Dose, K., Bieger-Dose, A., Kerz, O., Gill, M., "DNA-strand breaks limit survival in
extreme dryness”, Origins of Life and Evolution of the Biosphere, 21 (3): 177-187
(1991).

Dose, K., Bieger-Dose, A., Labusch, M., Gill, M., "Survival in extreme dryness and
DNA-single-strand breaks", Advances in Space Research, 12 (4): 221-229 (1992).

Earl, A. M., "Global Expression Analysis of Deinococcus radiodurans’ response to
1onizing radiation: Irre is a novel regulator of this response”, Doktora, Louisiana
State University, Louisiana, 229 (2003).

Eggington, J. M., Haruta, N., Wood, E. A., Cox, M. M., "The single-stranded DNA-
binding protein of Deinococcus radiodurans”, Bmc Microbiology, 4 (2004).

Elgi, E. S., "lyonize radyasyonun otofaji yolaginda bulunan bazi genlerin
ekspresyonuna etkisinin arastirilmasi”, Doktora, Hacettepe Universitesi, Ankara, 101
(2013).

Farci, D., Bowler, M. W., Kirkpatrick, J., McSweeney, S., Tramontano, E., Piano,
D., "New features of the cell wall of the radio-resistant bacterium Deinococcus
radiodurans”, Biochimica Et Biophysica Acta-Biomembranes, 1838 (7): 1978-1984
(2014).

Featherstone, C., Jackson, S. P., "DNA double-strand break repair", Current
Biology, 9 (20): 759-761 (1999).

Feinendegen, L., "Evidence for beneficial low level radiation effects and radiation
hormesis”, The British journal of radiology, 78 (925): 3-7 (2014).

Ferradini, C., Jay-Gerin, J. P., "The effect of pH on water radiolysis: a still open
question - a minireview", Res Chem Intermed, 26 (6): 549-565 (2000).

Fong, Y. H., Wong, H. C., Yuen, M. H., Lau, P. H., Chen, Y. W., Wong, K.-B.,
"Structure of UreG/UreF/UreH complex reveals how urease accessory proteins



169

facilitate maturation of Helicobacter pylori urease”, PLoS Biol, 11 (10): e1001678
(2013).

Foster, J. W., "Escherichia coli acid resistance: tales of an amateur acidophile”, Nat
Rev Micro, 2 (11): 898-907 (2004).

Fritz, G., "Strategies of bacterial gene expression: regulatory mechanisms and
functional aspects"”, Universitiitsbibliothek der Ludwig-Maximilians-Universitiit,
Miinih, 10, 11 (2012).

Gopal, N., "Radiation sterilization of pharmaceuticals and polymers”, Radiation
Physics and Chemistry, 12 (1): 35-50 (1978).

Green, C. D., Long, K. S., Shi, H., Wolin, S. L., "Binding of the 60-kDa Ro
autoantigen to Y RNAs: evidence for recognition in the major groove of a conserved
helix", RNA, 4 (7): 750-765 (1998).

Greinert, R., de Vries, E., Erdmann, F., Espina, C., Auvinen, A., Kesminiene, A.,
Schuz, J., "European code against cancer 4th edition: ultraviolet radiation and
cancer", Cancer Epidemiol, 39 (1): 75-83 (2015).

Grove, A., Wilkinson, S. P., "Differential DNA binding and protection by dimeric
and dodecameric forms of the ferritin homolog Dps from Deinococcus radiodurans”,
Journal of molecular biology, 347 (3): 495-508 (2005).

Gupta, R. S., "Protein phylogenies and signature sequences: a reappraisal of
evolutionary relationships among archaebacteria, eubacteria, and eukaryotes”,
Microbiology and Molecular Biology Reviews, 62 (4): 1435-1491 (1998).

Gutman, P. D., Carroll, J. D., lan Masters, C., Minton, K. W., "Sequencing, targeted
mutagenesis and expression of a recA gene required for the extreme radioresistance
of Deinococcus radiodurans”, Gene, 141 (1): 31-37 (1994).

Hall, E. J., Giaccia, A. J., "Radiobiology for the radiologist, Lippincott Williams &
Wilkins, Philadelphia, 5-30 (2006).

Halliwell, B., Gutteridge, J. M., "Free radicals in biology and medicine, Oxford
University Press, New York, (2015).

Hansen, M. T., "Multiplicity of genome equivalents in the radiation-resistant
bacterium Micrococcus radiodurans”, Journal of bacteriology, 134 (1): 71-75
(1978).

Havaki, S., Kotsinas, A., Chronopoulos, E., Kletsas, D., Georgakilas, A., Gorgoulis,
V. G., "The role of oxidative DNA damage in radiation induced bystander effect"”,
Cancer Letters, 356 (1): 43-51 (2015).

Hawiger, J., Jeljaszewicz, J., "Antibiotic sensitivity of Micrococcus radiodurans”,
Applied microbiology, 15 (2): 304-306 (1967).



170

Hayes, E. T., Wilks, J. C., Sanfilippo, P., Yohannes, E., Tate, D. P., Jones, B. D.,
Radmacher, M. D., BonDurant, S. S., Slonczewski, J. L., "Oxygen limitation
modulates pH regulation of catabolism and hydrogenases, multidrug transporters,
and envelope composition in Escherichia coli K-12", BMC microbiology, 6 (1): 1
(2006).

He, Y., "High cell density production of Deinococcus radiodurans under optimized
conditions", Journal of industrial microbiology & biotechnology, 36 (4): 539-546
(2009).

Hedderich, R., "Energy-converting NiFe hydrogenases from archaea and
extremophiles: Ancestors of complex 1", Journal of Bioenergetics and
Biomembranes, 36 (1): 65-75 (2004).

Hensel, R., Demharter, W., Kandler, O., Kroppenstedt, R. M., Stackebrandt, E.,
"Chemotaxonomic and molecular-genetic studies of the genus Thermus: evidence for
a phylogenetic relationship of Thermus aquaticus and Thermusruber to the genus
Deinococcus”, International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, 36 (3): 444-453 (1986).

Hiramatsu, T., Kodama, K., Kuroda, T., Mizushima, T., Tsuchiya, T., "A Putative
Multisubunit Na'/H* Antiporter from Staphylococcus aureus”, Journal of
bacteriology, 180 (24): 6642-6648 (1998).

Holland, A. D., Rothfuss, H. M., Lidstrom, M. E., "Development of a defined
medium supporting rapid growth for Deinococcus radiodurans and analysis of
metabolic capacities”, Applied microbiology and biotechnology, 72 (5): 1074-1082
(2006).

Hussein, A., "Radyasyon uygulanan ratlarda d vitamininin asimetrik dimetil
arjinin(adma) ve ¢inko diizeyleri tizerine etkisinin arastirilmasi”, Doktora, Gazi
Universitesi, Ankara, 95: (2013).

Hiifner, S., "Photoelectron spectroscopy: principles and applications, 3. baski",
Springer Science & Business Media, Berlin, 1-50, 384, 616 (2013).

Imlay, J. A., "Pathways of oxidative damage", Annual Reviews in Microbiology, 57
(1): 395-418 (2003).

Imlay, J. A., "Iron-sulphur clusters and the problem with oxygen", Molecular
microbiology, 59 (4): 1073-1082 (2006).

Internet: Kyoto genler ve genomlar ansiklopedisi (KEGG) “D. radiodurans oksidatif
fosforilasyon metabolizmasi” http://www.kegqg.jp/kegg-bin/highlight pathway?scale
=1.0&map=dra00190&keyword= (2016).

Jonas, K., "To divide or not to divide: control of the bacterial cell cycle by
environmental cues", Current opinion in microbiology, 18 (4): 54-60 (2014).



171

Kakinuma, Y., Igarashi, K., "Isolation and properties of Enterococcus hirae mutants
defective in the potassium/proton antiport system”, Journal of bacteriology, 181
(13): 4103-4105 (1999).

Kasai, H., "Analysis of a form of oxidative DNA damage, 8-hydroxy-2'-
deoxyguanosine, as a marker of cellular oxidative stress during carcinogenesis”,
Mutation Research/Reviews in Mutation Research, 387 (3): 147-163 (1997).

Kashket, E. R., "The proton motive force in bacteria: a critical assessment of
methods", Annual reviews in microbiology, 39 (1): 219-242 (1985).

Keha, E. E., Kiifrevioglu, O. 1., "Biyokimya, 11. bask1", Aktif yayinevi, Erzurum,
113, 165, 245-266, 313-331 (2015).

Kempner, E. S., "Direct effects of 10nizing radiation on macromolecules”, Journal of
polymer science Part B, Polymer physics, 49 (12): 827-831 (2011).

Kim, B. H., Kim, S., Kim, H. G, Lee, J,, Lee, I. S., Park, Y. K., "The formation of
cyclopropane fatty acids in Salmonella enterica serovar Typhimurium”,
Microbiology, 151 (1): 209-218 (2005).

Kim, J. I., Cox, M. M., "The RecA proteins of Deinococcus radiodurans and
Escherichia coli promote DNA strand exchange via inverse pathways", Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, 99 (12):
7917-7921 (2002).

Kitayama, S., Asaka, S., Totsuka, K., "DNA double-strand breakage and removal of
cross-links in Deinococcus radiodurans”, Journal of bacteriology, 155 (3): 1200-
1207 (1983).

Kitayama, S., Matsuyama, A., "Genome multiplicity and radiation resistance in
Micrococcus radiodurans™, Journal of biochemistry, 90 (3): 877-880 (1981).

Kozmin, S. G., Sedletska, Y., Reynaud-Angelin, A., Gasparutto, D., Sage, E., "The
formation of double-strand breaks at multiply damaged sites is driven by the kinetics
of excision/incision at base damage in eukaryotic cells”, Nucleic acids research, 37
(6): 1767-1777 (2009).

Kreuzer, K. N., "DNA damage responses in prokaryotes: regulating gene expression,
modulating growth patterns, and manipulating replication forks”, Cold Spring
Harbor perspectives in biology, 5 (11): 1-17 (2013).

Krulwich, T. A., Sachs, G., Padan, E., "Molecular aspects of bacterial pH sensing
and homeostasis”, Nature Reviews Microbiology, 9 (5): 330-343 (2011).

L'Annunziata, M. F., "Handbook of radioactivity analysis, 3. baski1", Academic Press
of Elsevier, Oxford, 58 (2012).



172

Le Caér, S., "Water radiolysis: influence of oxide surfaces on H, production under
ionizing radiation", Water, 3 (4): 235-253 (2011).

Lemee, L., Peuchant, E., Clerc, M., Brunner, M., Pfander, H., "Deinoxanthin: a new
carotenoid isolated from Deinococcus radiodurans”, Tetrahedron, 53 (3): 919-926
(1997).

Leszczynski, D., "Radiation proteomics: the effects of ionizing and non-ionizing
radiation on cells and tissues”, Springer Science & Business Media, Helsinki, 16-
128 (2013).

Lewanski, C. R., Gullick, W. J., "Radiotherapy and cellular signalling™, The Lancet
Oncology, 2 (6): 366-370 (2001).

Livak, K. J., Schmittgen, T. D., "Analysis of relative gene expression data using real-
time quantitative PCR and the 2~ “*“T method", methods, 25 (4): 402-408 (2001).

Madigan, M., Martinko, J., "Brock biology of microorganisms, 11. baski", Pearson
Prentice Hall, Indiana, 524-548 (2005).

Maillard, L., "Action of amino acids on sugars. Formation of melanoidins in a
methodical way", Compt rend, 154: 66 (1912).

Makarova, K. S., Aravind, L., Wolf, Y. I, Tatusov, R. L., Minton, K. W., Koonin, E.
V., Daly, M. J., "Genome of the extremely radiation-resistant bacterium Deinococcus
radiodurans viewed from the perspective of comparative genomics", Microbiol Mol
Biol Rev, 65 (1): 44-79 (2001).

Makarova, K. S., Omelchenko, M. V., Gaidamakova, E. K., Matrosova, V. Y.,
Vasilenko, A., Zhai, M., Lapidus, A., Copeland, A., Kim, E., Land, M. and others,
"Deinococcus geothermalis: The pool of extreme radiation resistance genes shrinks",
PLoS ONE, 2 (9): 955 (2007).

Markillie, L. M., Varnum, S. M., Hradecky, P., Wong, K. K., "Targeted mutagenesis
by duplication insertion in the radioresistant bacterium Deinococcus radiodurans:
radiation sensitivities of catalase (catA) and superoxide dismutase (sodA) mutants",
Journal of bacteriology, 181 (2): 666-669 (1999).

Marnett, L. J., "Oxyradicals and DNA damage", Carcinogenesis, 21 (3): 361-370
(2000).

Marshansky, V., Futai, M., "The V-type H'-ATPase in vesicular trafficking:
targeting, regulation and function”, Current Opinion in Cell Biology, 20 (4): 415-
426 (2008).

Martinez, A., Kolter, R., "Protection of DNA during oxidative stress by the
nonspecific DNA-binding protein Dps", Journal of bacteriology, 179 (16): 5188-
5194 (1997).



173

Masters, C. 1., Murray, R. G., Moseley, B. E., Minton, K. W., "DNA polymorphisms
in new isolates of ‘Deinococcus radiopugnans’", Microbiology, 137 (7): 1459-1469
(1991).

McColl, N., Auvinen, A., Kesminiene, A., Espina, C., Erdmann, F., de Vries, E.,
Greinert, R., Harrison, J., Schuez, J., "European code against cancer 4th edition:
ionising and non-ionising radiation and cancer”, Cancer Epidemiology, 39 (1): 93-
100 (2015).

Mennecier, S., Coste, G., Servant, P., Bailone, A., Sommer, S., "Mismatch repair
ensures fidelity of replication and recombination in the radioresistant organism
Deinococcus radiodurans”, Molecular Genetics and Genomics, 272 (4): 460-469
(2004).

Messner, P., Sleytr, U. B., "Bacterial surface layer glycoproteins”, Glycobiology, 1
(6): 545-551 (1991).

Michnik, A., Polaczek-Grelik, K., Les$niak, P., Drzazga, Z., "Effects of low-dose
ionizing radiation on a,f-globulins solutions studied by DSC", Journal of Thermal
Analysis and Calorimetry, 111 (3): 1845-1852 (2013).

Misra, H. S., Rajpurohit, Y. S., Kota, S., "Physiological and molecular basis of
extreme radioresistance in Deinococcus radiodurans”, Current Science, 104 (2):
194-205 (2013).

Mitchell, P., "Coupling of phosphorylation to electron and hydrogen transfer by a
chemi-osmotic type of mechanism", Nature, 191 (4784): 144-148 (1961).

Moseley, B., Evans, D. M., "Isolation and properties of strains of Micrococcus
(Deinococcus) radiodurans unable to excise ultraviolet light-induced pyrimidine
dimers from DNA: evidence for two excision pathways", Microbiology, 129 (8):
2437-2445 (1983).

Moseley, B., Mattingly, A., "Repair of irradiated transforming deoxyribonucleic acid
in wild type and a radiation-sensitive mutant of Micrococcus radiodurans”, Journal
of bacteriology, 105 (3): 976-983 (1971).

Mukherjee, D., Coates, P. J., Lorimore, S. A., Wright, E. G., "Responses to ionizing
radiation mediated by inflammatory mechanisms”, The Journal of pathology, 232
(3): 289-299 (2014).

Murata, T., Yamato, I., Kakinuma, Y., Leslie, A. G. W., Walker, J. E., "Structure of
the rotor of the v-type Na'-ATPase from Enterococcus hirae", Science, 308 (5722):
654 (2005).

Murray, R., "Family Il. Deinococcaceae Brooks and Murray 1981,", Bergey’s
manual of systematic bacteriology, 2 1035-1043 (1986).



174

Murray, R. G. E., "The Family Deinococcaceae™, The Prokaryotes: A Handbook on
the Biology of Bacteria: Ecophysiology, lIsolation, ldentification, Applications,
Balows, A., Triiper, H. G., Dworkin, M., Harder, W., Schleifer, K.-H., Springer New
York, New York, NY, 3732-3744 (1992).

Miiller, D. J., Baumeister, W., Engel, A., "Conformational change of the hexagonally
packed intermediate layer of Deinococcus radiodurans monitored by atomic force
microscopy”, Journal of bacteriology, 178 (11): 3025-3030 (1996).

Nelson, D. L., Cox, M. M., "Lehninger, Biyokimyanin ilkeleri, 5. baskidan ceviri, 5.
bask1", El¢in, Y. M., Palme Yayincilik, Ankara, 59-61, 379-382, 399-401, 719-721,
723, 755-757 (2013).

Ng, K.-H. Non-ionizing radiations—sources, biological effects, emissions and
exposures; 2003.

Nguyen, H. H., La Tour, D., Bouthier, C., Toueille, M., Vannier, F., Sommer, S.,
Servant, P., "The essential histone-like protein HU plays a major role in Deinococcus
radiodurans nucleoid compaction”, Molecular microbiology, 73 (2): 240-252
(2009).

Nias, A., "An introduction to radiobiology, 2. baski, John Wiley & Sons, Ingiltere,
127-135, 156-165, 199-204 (1998).

Nishi, T., Forgac, M., "The vacuolar (H")-ATPases nature's most versatile proton
pumps", Nat Rev Mol Cell Biol, 3 (2): 94-103 (2002).

Omelchenko, M. V., Wolf, Y. I., Gaidamakova, E. K., Matrosova, V. Y., Vasilenko,
A., Zhai, M., Daly, M. J., Koonin, E. V., Makarova, K. S., "Comparative genomics
of Thermus thermophilus and Deinococcus radiodurans: divergent routes of
adaptation to thermophily and radiation resistance”, BMC Evolutionary Biology, 5
(1): 1 (2005).

Ozbey, E., "Radyasyona Direngli Deinococcus radiodurans ile Escherichia coli‘de
Radyasyonun Antioksidan Sistem Uzerine Etkisinin Arastirilmasi", Yiiksek Lisans,
Inonii Universitesi, Malatya, 106 (2009).

Padan, E., Bibi, E., Ito, M., Krulwich, T. A., "Alkaline pH homeostasis in bacteria:
New insights”, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes, 1717 (2):
67-88 (2005).

Padan, E., Schuldiner, S., "Molecular physiology of the Na'/H* antiporter in
Escherichia coli”, Journal of Experimental Biology, 196 (1): 443-456 (1994).

Pavkov-Keller, T., Howorka, S., Keller, W., "Chapter 3 - The Structure of Bacterial
S-Layer Proteins”, Progress in Molecular Biology and Translational Science, Stefan,
H., Academic Press, 73-130 (2011).



175

Pietrokovski, S., "Identification of a virus intein and a possible variation in the
protein-splicing reaction”, Current Biology, 8 (18): 634-638 (1998).

Radiation, U.N.S.C.O.T.E.O.A., "Sources, effects and risks of ionizing radiation:
UNSCEAR 2012 Report", New York, 5-6 (2015).

Rainey, F. A., Ray, K., Ferreira, M., Gatz, B. Z., Nobre, M. F., Bagaley, D., Rash, B.
A., Park, M.-J., Earl, A. M., Shank, N. C., "Extensive diversity of ionizing-radiation-
resistant bacteria recovered from Sonoran Desert soil and description of nine new
species of the genus Deinococcus obtained from a single soil sample”, Applied and
Environmental Microbiology, 71 (9): 5225-5235 (2005).

Ravanat, J.-L., Douki, T., Cadet, J., "Direct and indirect effects of UV radiation on
DNA and its components”, Journal of Photochemistry and Photobiology B:
Biology, 63 (1): 88-102 (2001).

Rawson, S., Phillips, C., Huss, M., Tiburcy, F., Wieczorek, H., Trinick, J., Harrison,
Michael, A., Muench, Stephen, P., "Structure of the Vacuolar H*-ATPase Rotary
Motor Reveals New Mechanistic Insights", Structure, 23 (3): 461-471 (2015).

Reisz, J. A., Bansal, N., Qian, J., Zhao, W., Furdui, C. M., "Effects of lonizing
Radiation on Biological Molecules-Mechanisms of Damage and Emerging Methods
of Detection”, Antioxidants & Redox Signaling, 21 (2): 260-292 (2014).

Riley, P. A., "Free Radicals in Biology: Oxidative Stress and the Effects of lonizing
Radiation", International Journal of Radiation Biology, 65 (1): 27-33 (1994).

Rothschild, L. J., Mancinelli, R. L., "Life in extreme environments"”, Nature, 409
(6823): 1092-1101 (2001).

Rottenberg, H., "The measurement of membrane potential and ApH in cells,
organelles, and vesicles", Methods in enzymology, 55 (6): 547-569 (1979).

Rozen, S., Skaletsky, H., "Primer3 on the WWW for general users and for biologist
programmers”, Bioinformatics methods and protocols, 132 365-386 (1999).

Schifer, G., Penefsky, H., "Bioenergetics: energy conservation and conversion,
Springer Science & Business Media, Heidelberg, (2008).

Scott, D. R., Marcus, E. A., Wen, Y., Oh, J., Sachs, G., "Gene expression in vivo
shows that Helicobacter pylori colonizes an acidic niche on the gastric surface",
Proceedings of the National Academy of Sciences, 104 (17): 7235-7240 (2007).

Senkevich, T. G., Koonin, E. V., Bugert, J. J., Darai, G., Moss, B., "The genome of
molluscum contagiosum virus: analysis and comparison with other poxviruses”,
Virology, 233 (1): 19-42 (1997).

Sherer, M. A. S., Visconti, P. J., Ritenour, E. R., Haynes, K., "Radiation protection in
medical radiography, Elsevier Health Sciences, Maryland, 15 (2014).



176

Slade, D., Lindner, A. B., Paul, G., Radman, M., "Recombination and replication in
DNA repair of heavily irradiated Deinococcus radiodurans”, Cell, 136 (6): 1044-
1055 (2009).

Slade, D., Radman, M., "Oxidative stress resistance in Deinococcus radiodurans”,
Microbiology and Molecular Biology Reviews, 75 (1): 133-191 (2011).

Sleytr, U. B., Messner, P., Pum, D., Séra, M., "Crystalline bacterial cell surface
layers", Molecular Microbiology, 10 (5): 911-916 (1993).

Sleytr, U. B., Sara, M., "Bacterial and archaeal S-layer proteins: structure-function
relationships and their biotechnological applications”, Trends in Biotechnology, 15
(1): 20-26 (1997).

Slonczewski, J. L., Fujisawa, M., Dopson, M., Krulwich, T. A., "Cytoplasmic pH
measurement and homeostasis in bacteria and archaea"”, Advances in microbial
physiology, 55 1-317 (2009).

Smith, K. S., Ferry, J. G., "Prokaryotic carbonic anhydrases”, FEMS Microbiology
Reviews, 24 (4): 335-366 (2000).

Smith, M. D., Masters, C. I., Lennon, E., McNeil, L. B., Minton, K. W., "Gene
expression in Deinococcus radiodurans”, Gene, 98 (1): 45-52 (1991).

Sukhi, S. S., Shashidhar, R., Kumar, S. A., Bandekar, J. R., "Radiation resistance of
Deinococcus radiodurans R1 with respect to growth phase”, FEMS microbiology
letters, 297 (1): 49-53 (2009).

Sweet, D. M., Moseley, B., "The resistances of Micrococcus radiodurans to killing
and mutation by agents which damage DNA", Mutation Research/Fundamental
and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 34 (2): 175-186 (1976).

Swiatla-Wojcik, D., "Computation of the effect of pH on spur chemistry in water
radiolysis at elevated temperatures”, Nukleonika, 53 (1): 31-37 (2008).

Tatsuzawa, H., Maruyama, T., Misawa, N., Fujimori, K., Nakano, M., "Quenching of
singlet oxygen by carotenoids produced in Escherichia coli-attenuation of singlet
oxygen-mediated bacterial killing by carotenoids"”, FEBS letters, 484 (3): 280-284
(2000).

Thompson, B., Anderson, R., Murray, R., "Unusual polar lipids of Micrococcus
radiodurans strain Sark", Canadian journal of microbiology, 26 (12): 1408-1411
(1980).

Thornley, M. J., Horne, R., Glauert, A. M., "The fine structure of Micrococcus
radiodurans”, Archiv fiir Mikrobiologie, 51 (3): 267-289 (1965).

Tian, B., Hua, Y., "Carotenoid biosynthesis in extremophilic Deinococcus—Thermus
bacteria”, Trends in microbiology, 18 (11): 512-520 (2010).



177

Tian, B., Sun, Z., Shen, S., Wang, H., Jiao, J., Wang, L., Hu, Y., Hua, Y., "Effects of
carotenoids from Deinococcus radiodurans on protein oxidation”, Letters in applied
microbiology, 49 (6): 689-694 (2009).

Tolner, B., Poolman, B., Konings, W. N., "Characterization and functional
expression in Escherichia coli of the sodium/proton/glutamate symport proteins of
Bacillus stearothermophilus and Bacillus caldotenax", Molecular microbiology, 6
(19): 2845-2856 (1992).

Tolner, B., Ubbink-Kok, T., Poolman, B., Konings, W. N., "Characterization of the
proton/glutamate symport protein of Bacillus subtilis and its functional expression in
Escherichia coli", Journal of bacteriology, 177 (10): 2863-2869 (1995a).

Tolner, B., Ubbink-Kok, T., Poolmann, B., Konings, W. N., "Cation-selectivity of
the l-glutamate transporters of Escherichia coli, Bacillus stearothermophilus and
Bacillus caldotenax: dependence on the environment in which the proteins are
expressed”, Molecular microbiology, 18 (1): 123-133 (1995b).

Unlii, S., "lyonize Radyasyonun DNA’ya Verdigi Hasarin Cesitli Molekiiler
Teknikler Kullanilarak Arastirilmas1", Doktora, Hacettepe Universitesi, Ankara, 133
(2011).

Wang, P., Schellhorn, H. E., "Induction of resistance to hydrogen peroxide and
radiation in Deinococcus radiodurans", Canadian journal of microbiology, 41 (2):
170-176 (1995).

Waser, M., Hess-Bienz, D., Davies, K., Solioz, M., "Cloning and disruption of a
putative Na/H-antiporter gene of Enterococcus hirae”, Journal of Biological
Chemistry, 267 (8): 5396-5400 (1992).

Weidinger, A., Kozlov, A. V., "Biological activities of reactive oxygen and nitrogen
species: oxidative stress versus signal transduction", Biomolecules, 5 (2): 472-484
(2015).

Weisburg, W. G., Giovannoni, S. J., Woese, C. R., "The Deinococcus-Thermus
phylum and the effect of rRNA composition on phylogenetic tree construction”,
Systematic and Applied Microbiology, 11 (2): 128-134 (1989).

Weisstein, E. W., "Eric Weisstein's world of physics, Wolfram Research Group,
(2004).

Wen, Y., Marcus, E. A., Matrubutham, U., Gleeson, M. A., Scott, D. R., Sachs, G.,
"Acid-adaptive genes of Helicobacter pylori”, Infection and immunity, 71 (10):
5921-5939 (2003).

Weng, M. W., Zheng, Y., Jasti, V. P., Champeil, E., Tomasz, M., Wang, Y., Basu, A.
K., Tang, M. S., "Repair of mitomycin C mono-and interstrand cross-linked DNA
adducts by UvrABC: a new model™, Nucleic acids research, 576 (2010).



178

White, O., Eisen, J. A., Heidelberg, J. F., Hickey, E. K., Peterson, J. D., Dodson, R.
J., Haft, D. H., Gwinn, M. L., Nelson, W. C., Richardson, D. L. ve digerleri,
"Genome sequence of the radioresistant bacterium Deinococcus radiodurans R1",
Science, 286 (5444): 1571-1577 (1999).

Woese, C. R., "Bacterial evolution”, Microbiological reviews, 51 (2): 221 (1987).

Wolfrom, M., Binkley, W., McCabe, L., Han, T. S., Michelakis, A., "The effect of
ionizing radiations on carbohydrates™, Radiation Research, 10 (1): 37-47 (1959).

Xu, G., Lu, H., Wang, L., Chen, H., Xu, Z., Hu, Y., Tian, B., Hua, Y., "DdrB
stimulates single-stranded DNA annealing and facilitates RecA-independent DNA
repair in Deinococcus radiodurans”, DNA repair, 9 (7): 805-812 (2010).

Zahradka, K., Slade, D., Bailone, A., Sommer, S., Averbeck, D., Petranovic, M.,
Lindner, A. B., Radman, M., "Reassembly of shattered chromosomes in Deinococcus
radiodurans”, Nature, 443 (7111): 569-573 (2006).

Zerquera, J. T., Alonso, M. P., Gomez, I. M. F., Castro, G. V. R., Ricardo, N. M.,
Bejerano, G. L., do Lopez, J. O. A., Rodriguez, N. A., Gonzalez, J. C., Flores, O. B.
and others, "Studies on internal exposure doses received by the Cuban population
due to the intake of radionuclides from the environmental sources”, Radiat Prot
Dosim, 121 (2): 168-174 (2006).

Zhang, B., Wang, Y., Pang, X., Su, Y., Ai, G., Wang, T., "ER stress induced by
ionising radiation in IEC-6 cells", International journal of radiation biology, 86 (6):
429-435 (2010).

Zhang, C., Wei, J., Zheng, Z., Ying, N., Sheng, D., Hua, Y., "Proteomic analysis of
Deinococcus radiodurans recovering from y-irradiation", Proteomics, 5 (1): 138-143
(2005).

Zhang, L., Yang, Q., Luo, X., Fang, C., Zhang, Q., Tang, Y., "Knockout of crtB or
crtl gene blocks the carotenoid biosynthetic pathway in Deinococcus radiodurans R1
and influences its resistance to oxidative DNA-damaging agents due to change of
free radicals scavenging ability”, Archives of microbiology, 188 (4): 411-419 (2007).

Zhang, P., Omaye, S. T., "B-Carotene and protein oxidation: effects of ascorbic acid
and a-tocopherol”, Toxicology, 146 (1): 37-47 (2000).



179

EKLER

EK 1. DR_1343 Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz

Forward Primer:5’-CATTGGAGATGATGTGGTGGTTG
Reverse Primer: 5’-GTCAACGGCAAGAAGATTCAGG

TTAGCCTTTGTTCTGAACGAGCTGCACCAGGTCCGCGATGCGGTTGCTGTAGCCCCACTC
GTTGTCGTACCACGAGAAGAACTTGACGAGGTTGCCCATCGCCATGGTCAGGCCGCCGTC
AATGATCGCGCTGTGCGGGTCGCCCTGAATGTCGGTCAGCACAATGGGGTCTTCGGTGTA
GGCCATGATGCCTTTGTACTTGCCGTTCGCGGCTTCACGGAAGACGTTGTTGACTTCCTCG
ACAGTCACGTCGCGCCCCAGGATCACGCTCACGTCGCTGATCGAGCCGGTGGGCGTGGG
CACGCGCAGGCTGGTGCCGTCGAACTTGCCCTTCAGCGCGGGGTACACCTGCGACACAG
CCTTGGCGGCGCCGGTCGAGGTGGGAATGATGTTGATCGCAGCGGCGCGGGCGLCGGLGL
AGGTCGCTGTGCGGCAGGTCCAGCACGCGCTGGTCGTTGGTGTAGCTGTGCACGGTGGTC
ATGATGGCCTTCTCGATGCCGAACGCCTCGTCGATGACCTTCATCGGCACGCCGAGGCTG
TTGGTGGTGCAGCTG6EZ?;GGAGATGATGTGGTGGTTGGCGGGGTCGTACTGCTCGTCG
TTCACGCCCAGCACGATGGAGAAGTCCTCGCCCTTGGCCGGCGCGGTGATGATGACCTTC
TTGGCCCCGCCCTGCATGTGCTTGGAGGCCCCTTCGCGGCTGGTGAAGATGCCGGTGGAT
TCGATCACGATGTCGGCGCCGTACTCGCCCCACTTGATGTTGGCGGGGTCGCGCTCGGLG
ATGGCCTGAATCTTCTTGCCGF#EZECGTCAGGCTGCTTTCGTCGTACTCCACGGTGCCGT
CAAAGCGCCCGGCGGTCGAGTCGTACTTGAGCAGGTGCGCCAGCGTGTGGTTGTCGGTC
AGGTCGTTGATGGCGACCACTTCGACGCCGCGCGCTTCGAGGATGCGGAAAACCAGCCG

ACCGATGCGGCCAAAGCCGTTGATGCCTACTTTCAT
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EK 2. DR_2238 p-Karbonik anhidraz

Forward Primer: 5>-GACAATTCAGAGACGTTACAGGC
Reverse Primer: 5>-GTTGCCTTCCATCAGCGTCT

ATGGGGCGCAGGCTAGCGCGTGCGTGGGGCTACGATACAGGCATGACCGCGCC;EZEAA
TTCAGAGACGTTACAGGCCCAACTCCTCGAACTGACCCCCGAGGAACTCCAGCGCCGACT
GCTCCAGGCCGTGCGCCGGGGGGCGAGCATGGAAGAAATCGCCAAGCTCAAGGATTCGG
ACGTGGCAACCCCCGAGGCGGCCATTCAGACGCTGATGGAAGSEXZEGCCCGCTTTTTC
GGTGGGCAGGCGCGACGCCCGGACATCGGGGCGAACGAGCGCCGCGCCCAGATCATCGG
GCAAACGCCCTACGCGGCGATCCTCGCGTGCAGCGACAGTCGGGTGCCGGTAGAACTGG
TGTTCGACCAGGGGCTGGGGCAACTGTTCGTGGTGCGGGTGGCGGGCAACGTGGTGGGC
GAAAGCGGCCTGGGCACGCTCGAATACGCCATCCGGCACCTCGACGTGCACCTCGTGAT
GGTGATGGGCCACGAGGGCTGCGGCGCGGTGGCGGCGGCGCTGATGCCGGACGACAAA
ATCGCCGAGGAGCCGCCGCACCTTCAGTCCCTGATTGGCCGCATTCGCCCCAGCGTGGAA
AATCTGCCCGCCATCCGCGACAAGAAGGCCCGGATGCGCGAGGCCGTCATCAACAATGT
GCGCCGCCAAGTCGCCCTGCTGCGCCGTCAGGCGGTGATTCAGGAAGCCGAGGCGTCCG
GCCAGATTCGGGTCATCGGCGGCTACTACGAAATCGGCTCGGGCGCGGTGGACTTTCTGG

TGGACGAGGACGACCTCGCACTCTAA
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EK 3. DR_A0316 Hidrojenaz HypA

Forward Primer: 5>-CTAATTCAAGTTCGTCGCCTTGC
Reverse Primer: 5°-GTCGAGCGTGGTGCCTGA

TCATAGATTCTCCAATTCAAGCTGGTCTAATTCGAGCTGA;E?XZTTCAAGTTCGTCGCCT
TGCAAGAGCCTCGGCGTGGGCGCTCCGCACAGCGGACAGCGTAGGCCCCGCCAGACTTC
CAGTTCGACGGGGCCGTGCTGCGGGCACTCGCCGACGCCCGGCACCCGCTCGATGCTCA

GGCGCGCTCCGGCGAGCGGCGTGCCCTCGGCGCAGGCGGGAAACGCGGCGGCCAGCGCT
TCAGGCACCACGC;EEZECACTGCCCCACCCGCACGGTCAGCGCCGAGGCGCGGGCGGC
GCCGTGTTCGCGCAGCACGTCGCCGGCCACGTCGATGAGCGCGAGGGCGATGGAAGCTT

CGTGCAT
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EK 4. DR_A0315 Hidrojenaz HypB

Forward Primer: 5>-ATTTTCGTAATCACCACCACGTC
Reverse Primer: 5>-TTTCTGGAAAACGTGGGCAAC

TCAACGCTCGCCCCGCACGAAGGCGTACCAGGCGTCCAGCCCTTCGCCCTGGCGGCTGCT
CAGTTCGATGACCGGCACGCCGGGCCGCGCCCGGTCGATGTTCTCGCGGCACAGGGCGC
GGTCGAAGCCCACCGCGTCGGCAATGTC6Z?¥FTCGTAATCACCACCACGTCCGCCGTGT
TGAACATGGTGGGGTACTTCAGCGGCTTGTCCTCGCCCTCGGTGGTCGAGATGAGCACGG
CGCGCGCCGCTTCGCCGAGGTCGTAGGAACTCGGGCACACCAGGTTGCCCACGTTTTCCA
EZZZCAGCACGTCGAGGGCCGCGAGGTCGAAGCGCGGCAGCACCTCGCCCACCATCGCC
GCGTCGAGGTGGCAGACGGTGCCGGTGACGATCTGCTCGGCCTGCGCGCCCCACTGCCG
CAGCCGCGCGGCGTCGTTGTCGGTGGCGAGGTCGCCCACCGCCACCGCCATGTTCAGCCC
CCTGGCAAGGTCACGCAGGGTGCGTTCGAGCAGCGCCGTCTTGCCCGCGCCGGGGCTGCT
CGCGAGGTTGATGGCCCGCACGCCCGCCGCCTCGAAAGTCCGGCGATTCTCGGCGGCAG
TGTGATCGTTGGCTTTGAGGATGTTCTGACGAACGGTGACGATTCGGGGAGCAGTCGCAG

TCAT
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EK 5. DR_0656 H*/Na’-glutamat simport membran kanal proteini

Forward Primer: 5>-GAAAAACACCGCGAAGAAGATGA
Reverse Primer: 5°-CTGCTGATGGGTAACCTCTTTCA

TCAGTGCCCCGTCGCCTCGCTAAGCGGCGGCAGGGTGCCTGCTTTCATGTCGGCCACGTA
CTGCCGGGACTTGGCGTCGTCGAACTCGCCCTCGAAGCGGCTCATGACGACGGCGGCGA
GACTGTTGCCGACCACGTTCACGGCGGTGCGCGCCATGTCCAGAATGCGGTCGATGCCGG
CGATGAAGGCGAGGCCCTCCACCGGAATTCCCACCGTGCCCAGGGTGGCGAGCAGCACC
ACGAAGCTCACGCCCGGCACGCCCGCGATGCCCTTGGAGGTCAGCATCAGCGTGACGAC
CAGCAGCAGTTGCTTTTCGAGCGGCATGTGGATGCCGTAGAGCTGCGCGATGAACAGGG
CGGCGATGGTCTGGTAGAGCGTGCTGCCGTCAAGGTTGAACGAGTACCCGGTGGGAATG
ACGAAACTGGTGATGTAGCGCGGACAGCCGAATGCCTCCATCTTCTGCATGAGGCGCGG
CAGCACCGATTCGCTGCTCGCCGTCGAGTAGGCCAGCGTCAGTTCCTCGCGCAGCACCTG
AATGAGCGTGAAGATGCTGGTGCCCGCGAGCCGCGCGACCCCGCCCAGAATGACCAGCA
CGAAGGCGAGCATGGCCCCGTACACCACCAGCACCAGCTTGCCGAGCGGAATGAGGCTC
TGCACGCCGAATTTACTGACGGTGACGCCAATCAGGGCAAAAACGCCGATGGGCGCGAG
TTTCATGATCTGGTTGGTGACCCAGAACATGGTGTCGGCCACGAGCTGAAAGATGTTCAG
CAGCGGCTTGCCGCGTTCACCGAGCGCGCCCAGTCCGAGCCGEKXAAACACCGCGAAGA
AGATGATGGCGAGCATGTCGCCGCGTGCGAAGGCGTCCACCACGTTCGTCGGCACGATG
TTGACGAACGTGTCGGCAAAGCTGTGGCTGGTCGCGGCCTGGGCACCCTCGGTGTACTTG
GTGATGTCGGTCTTGGTGAGGTCGCCCAGGTTCACCCCCGCGCCGGGCTGAAAGAGGTTA
CCCATCAEEZEGCCGAACAGAATGGCGCCCGTCGTAACCACCTCGAAATAGATCAGGGT
CAGGCCGCCGAGCTTGCCGAGCTTTTTCATGTCGCCCACGCCCGCCACGCCCACGATCAG
GGTGCTCAGGACGATGGGCACCACGATCATCTTGATCAGCCGAATAAAGATGTCGCCCA
GCGGTTGCAGCCAGCTCACCACCGTCGGATTGCCGTAAAACACGGCCCCGACGATCACG

CCCAGCACGAGGCCGATCAGAATCTGAACCGCCAACGAGGGTCTTTTCAT
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EK 6. DR_0373 Katyon degistirici membran kanal proteini

Forward Primer: 5°-CGTTTTTCCTGGGGATTATCGTG
Reverse Primer: 5>-TCAGGTAGGAAATCAGAACCAGC

ATGTGGATGAATCTCCTGCTGGCGTTTTTGCCGGTCAGCCTGCTGCTGGAATACGTCTTTC
ACGCGCCGCCGCTGTGGGTGTTTTTCACGGCGACCATCGCCATCATTCCGCTCGCCGACT
GGCTGCGGCAGGCCACCGAACAGATTGCCGAGCGGGTCGGGCAGACTATCGGCGGGCTG
CTCAACGTGACCTTCGGCAACCTCGCCGAACTCATCATCGCCATTTTCGTGCTGCTGTCGG
GCAACGCGGTGGTCGTCAAGGCGCAGATTACCGGCTCTATCATCGGCAACGCGCTGCTG
GGGCTGGGGCTCGCCATCCTCATCGGCAGCGTCGGGCGGCAGCGGCAGAAATTCAGCTG
GCAAAACGCCGGGCAGCTCAACTCCATGCTGGTGCTCGTGACCATCGCCCTGCTCATCCC
GGCGCTGTTCGACTACACCGAGCGGCTGCCGGGCTTCGCGGCGGGAAGCGACCTCGLGC
GCAGCGACCTCGACGAGCGCCTGAGCCTCGCGGTGGCGGTGGTTTTGATCGCGGCCTACG
CCCTGAACCTCGTCTACACGCTGGTCACCCACAAGGACATCTTCGCCCTCGATGACGGCA
CCGAGGAAGGCTCAGCGGAGGGCCCAGCAGAGAGCACAGCGGAAGGCGCAGGGCACTC
GCACGTCGCCCCGTGGCCCGTCTGGAAGGCCGTCGGGGTGCTCGTCGGGGCCACCGTGCT
CATCGCCTGGATGTCCGAGATTCTCTCCGGCGCCCTCGAAGCGACCTCGCAGACGCTGGG
CCTGAGC&EE??%TTCCTGGGGATTATCGTGCTGGCGGTCGTCGGCAACTTTGCCGAGTA
CATTTCGGGCAGCTACTTCGCCCGGCAGGGCAAAATCGGCCTCGCCATCAACATCGCGGT
GGGGGCGACCATTCAGGTGGCGCTGTTCACGGCCCCGGTGCTGGTTCTGAJTTCCFXEE}
EZTCGGCAAGCCGATGAACCTGGTGTTCGGCAGTCCGCTGGAACTCGTCGCCATCGTGGC
TGTCGCCATCACAGTGTCCACCGTCACCCGCGACGGCGAGGCCACCTGGTTCGAGGGCGT
GCTGCTGCTCACGGTGTATGTGCTGCTCGCCCTCGCCTTCTTCTTCGTCACGCCGCGTGGC
GAGGAGGGGGCGCCCGCCGCTCTGTACGCCCCGGCGCCCGCGCTGGTGCAGGLGGLGLC

GGAGCGATTGGCGCTGGCAAGTTAA
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EK 7. DR_0243 Arginin dekarboksilaz

Forward Primer: 5>-GTGTAGTTCATGGAGGCGTAGAA
Reverse Primer: 5>-TCAAGGAAGAGAACATGCTCGAC

TCAGCTTTCGTACTCCAGGTAGGTGTAGCCGAGCAGTTCCTCGCCGTAGTCCTCAAGCAG
CTCGTGCTCCTGCTCCTGCGTCAGCGTGCCGCGCCCGATGGCGGCGTCGGCCTGGTCCTC
AATCGCGTCGCGCAGCATCGGCTCCTCGTAGCCCATCGACTCGATCATGCGCCGCGCCTT
CTGGCCGCGCACGAAGAGGTCGATGTTGAAGCGTCCGCCGGGCCGCACCGTCACGTGCG
CCTCGCTCACCTTGCCGAAGAGGTTGTGGGCGCTGCCGAGCACGTCCTGATACGCGCCCA
TCAGGAACGCGCCGAGGTAGTAGGGCCGGTCGCCGGGTTCGTGCAGCGGCAAGGTGGCC
TTCACGTCGCGCAGGTCGATGAATTTCTCGACTTTGCCATCACTGTCGCAGGTGATGTCTA
CCAGCGTGGCCTGCCGGGTGGGTTGTTCGTTCAGGCGGTCGAGCGGCACGATGGGAAAC
AGCGCCCCGATGGCCCAGTTGTCGGGCAGGCTCTGAAACAGCGAGAAGTTGCAGATGAA
CTTGTCGGCGAGCACCTTTTGCAGGTCTTCGAGTTCGTCGGGCACATACTTTTCGCCCTGA
ATCAGCTTGGCGATCTTGCGCAGAATCGCGTTGAATAGCGCCTCGCCTCGCGCCCGGTCC
TCAAGGGTCACGTAGCCGAGGTCGAAGAGGTTGTGCAGCGTCTGCTTGTCGCCCACCGCG
TCGTTGTAGGACTCCCGGTAGTTACGCATGGAGATGTTTTCCAGCGTCTCGTACATGTCG
CGCACGATCTGGTGGCTGTCCTCGCCCGGCACCGTCAGTTCCTGGTCTTCGAGGTTGCGC
GTCGGCCCGGTCACGTCCACCACCGGCAAAATCAGCACGGCGTGGTGCGCAGTGAGCGC
CCGCCCCGATTCCGACACGATGACCGGCTCGGGCACTTCGCGCGCCTTGCACACCTCCTG
CACGGTGTACACGATGTCGGCGGCGTATTCCTTGACéE?g?AGTTCATGGAGGCGTAGAA
GGTCGTCTTGGAGCCGTCGTAGTCCACGCCGAGGCCGCCGCCCACGTTGAGGTATTTCAG
GTCGGCGCCCGCCGCGATGAGGCCCGCGTAGGTCTGCGCCGCCTCGCGCACCGCCACCTT
GACCCGGCGAATGTCGGTGATTTGCGACCCGATGTGGGTGTGCAGCATCACCAGCGAGT
CGAGCATGTTCTCTTC&#?EZGCCGCTCGACCACCCGCAGCAGCTCGTAGGCGTTGAGGC
CGAACTTGGCCTGGTCGCCGCCCGACTCTTCCCACTGGCCCGAGCCCCGGGCGTGCAGCT
TGAAGCGCACGCCCACAGCGGGCTTGACCCCGAGCGCCTTCGCCTGCTTGAGGATGCGGT
CGAGTTCGGTGAACTTCTCGATGGTGATGACCACGTTCTTGCCCAGCGTCCGGCCCCACA

GGGCGAGCTTGATGAACCCGTCGTCCTTGAAGCCGTTGCAGCACAGCAGCGCGTCGGGG
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EK 7. DR_0243 Arginin dekarboksilaz (Devamni)
TGCATCTTCTGCGCGAGGCACAGCGCGAGCTCGGCCTTGGAGCCCGCTTCCAGCCCGTGC
GCGTAGTCGTACCCGGCGGCGGCCACCGTCTCCACCACGGCGCGGCGCTGGTTCACCTTG
ATGGGAAACACGCCCTGGTAATGCCCGGAGTAGTTGTACTCGTTGATGGCGGCCTGAAA
CGCCTCGTTGAGGTGCTTGACCCGTCCGGCGAGCACCTGCGGAAAGCGCAGGATGACCG
GCAGGCTCTCGCCCCGGTCCACGATTTCGTCCACGATGGCGCGCAGCGAGGCGTGCAGG
CCCGGCGCGGGGGTGGCCTCCATCAGGCCCTTGTCGGACACGCGGAACCAGCCGCCCGA
CCAGTTGGGCACCTGGTAGAGTTCGGCGGCGTCGGCGGAAGTAAAGCTGGTGTTGAGCG
GATTGGCAGTCGTCATAGCGCTCCTCCTGTGGGTAGGTAGGCTCGCCGTGCGCGGGGTTC

GGAGCCGTGCGGGGCACAC
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EK 8. DR_0183 Glutamat sentaz biiyiik altbirimi

Forward Primer: 5>-TGTTGCCGATGATGATGTTGTTT
Reverse Primer: 5>-TGTTTATCCAGATGGAAGGCACT

TTACTTCGTCAGCGTCCCCTTGCCGCCGAACTTGTTGTCGGGCTGGCCGGTCTGCATCCGG
GTGGTGTCGGCGGCCTGCACGGTGCCCTCGTCCGCCTGCGTGCGCTCCCGCAGGGCGCGG
GCGTACTCGTGCGGCATGACCTTGACGAACTTCTTCAGGGCGCTGTCCCAGTCGTCGAGC
AGCTCACTGGCGCGGCTTGAGCCGGTCCAGCGGTGGTGGTTTTCAATCAGTTCGCGCAGT
TGCGCCTCGTCGGACTTGCCGTTGTGCAGCTGATGAGGCACGGCGCTCTGCAACTGCTCG
TCTTCGGGCTGCACGCGCTCCAGGCCCACCATGCTGAGGTTGCAGCGTTTCTCGAACTGG
CCGTCCACGTCGTAGACGTAGGCGACGCCGCCGCTCATACCCGCCGCGAAGTTGCGCCCG
GTCTGCCCGAGCACGACCACCGTGCCGCCGGTCATGTATTCGCAGCCGTGGTCGCCGGTA
CCTTCGACAACCGCCGAGGCGCCCGAGAGCCGCACCGCGAAGCGTTCTCCCGCCACGCC
CCGGAAGTACGCCTCACCGCTCGTCGCGCCGTAAAGCGCCGTGTTGCCGATGATGATGTT
GTTTTCGGCCTTGCCCCGGAATTCGATGGAGGGGCGGACCACCACGCGGCCCCCGCTGAG
GCCCTTGCCGGTGTAGTCGTTGGCGTCGCCGATCAGGTACAGGGTCAGGCCCTGGGCGAG
GAACGCACCGAAGCTCTGGCCGCCAGTGCCTTCCATCTGGAT&%ZEACCGTCTGGTCGGG
CAGGCCGCCGGGGCGCGCGCGGACGAGTTCGCCCGAGAGCATGGCCCCCACCGAACGGT
TGACGTTGCGGGCGTCCTGCAGGAAGTGGACGCGCTCGCCATGTTCGATGGCGGGGCGG
CACTTCTCGATCAGCTTGAGGTCGAGCGCCTTGTCGAGTTCGTGGTCCTGCCCAGTCAGG
TGCCGGGTACCGACTTCGGCGGGCATCTCGGGCTTGTAGAACACCCGCGAGAAGTCCAG
CCCCTGCGCCTTCCAGTGGTCGATGCCCGCCCGCATGTCGAGCAGGTCGGAGCGGCCAAT
CAGGTCGTCGAAGCTGCGGACGCCGAGGCTCGCCATGAGTTGGCGCACCTCCTCGGCCA
CGAAGAAGAAGTAGTTGATGACGTGTTCGGGCTTGCCCTGGAACCGGGCCCGCAGCACC
GGGTCCTGCGTCGCCACGCCCACCGGGCAGGTGTTGAGGTGACACTTGCGCATCATGATG
CAGCCCTCGGCGACGAGCGGCGCGGTCGCAAAGCCGAACTCGTCGGCGCCGAGCAGCGL
GGCAATCACCACGTCGCGCCCGGTCTTGAGCTGCCCGTCGGTCTGCACGCGCACACGGTC
ACGCAACCTATTGAGCACCAGCGTCTGCTGCGTTTCGGCCAGCCCCAGTTCCCAGGGCGT

CCCGGCGTGCTTGATGGAACTCCAGGGGCTCGCCCCGGTGCCGCCGTCGTGCCCGGCGAT
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EK 8. DR_0183 Glutamat sentaz biiyiik altbirimi (Devami)
GACGATGTGGTCGGCCTTCGCCTTCGCCACGCCCGCCGCGATGGTGCCCACGCCCACTTC
CGACACCAGCTTCACCGAGATGTCGGCGCGCGGGTTGACATTCTTGAGGTCGTGGATGAG
CTGCTTGAGGTCTTCGATGGAGTAGATGTCGTGGTGCGGGGGCGGCGAAATCAATCCCAC
GCCGGGCACCGAGTGGCGCAGGAAGCCGATGTACTCGCTCACCTTGCCGCCGGGGAGCT
GGCCGCCCTCGCCGGGTTTGGCGCCCTGCGCCATCTTGATCTGAATCTGGTCGGCGGAGG
AAAGGTAGCCCGCCGTCACCCCGAAGCGGCCCGAGGCCACCTGCTTGATCTTGGAGCGC
AGGCTGTCGCCGGGTTGCAGCGGGTAGTCCACCTCGACTCGGCTGCCGCCCAAGACGCTC
GCCAGGGTTTCGCCCTCGTTGAACTGTTCGCCGCGCAGTTCGCGCTCGTAGCGGGCGGGG
TCTTCGCCGCCTTCGCCGGTGTTGCTCTTGCCGCCGATGCGGTTCATGGCGACGGCGAGG
GTGGCGTGGGCCTCGGTGGAGATGGAGCCGAGGCTCATCGCGCCGGTGGCGAAGCGCTT
GACGATTTCGGAAGCGGGTTCGACCTCTTCCAGCGGCACGGCGTTGCGGCCTTCGGTCTT
GAAATCGAACAGTCCGCGCAGCGTCATGTGGCGGCGGCTCTGGTCGTTGATGATGCGGG
CGTATTCGGCGTAGGTGCCGGCGTGACCGCTGCGCACCGAGTGCTGCAACTTTGCCACCG
CGTCGGGCGTCCACATGTGCTCTTCGCCCTGCGCGCGCCAGGCGTATTCGCCGCCCGCGT
TGAGGTTCTTCTCCATCAAGGGATCGCCGCTGAAGGCCGCGTGGTGGGTGCGAATGGCTT
CTTCGGCCACCTCGAAAATGCCGATGCCGCCCACCTGACTCGCGGTGCCGTAGAAGTACT
TCTGCACGAAGTCGGCTTGCAGGCCCACCGCCTCGAACAGTTGCGCGCCGCAGTAACTGA
GGTAGGTGCTCACGCCCATCTTGGACATGATCTTGCTCAGGCCCTTGCCGATGGCCTTGA
CATAGTTGTAGATGGCCTTTTCGGGGGTGACTTCGGTGAGGTCGGGCATCCCCGGAATCG
GCGTGTGGAGGTCGGTGATCGTTTCGAGCGCGAGGTAGGGGTGAATCGCTTCGGCCCCGT
ACCCGGCGAGCGCGGCGAAGTGGTGGACTTCGCGGGCGTCGCCCGTTTCCACCACCAAT
CCGGTTCGCATCCGCAGGCCCTTTTTCACGAGGTGGTGATGAACGCTCGAGAGCGCGAGC
AGCGCGGGAATCGCGGCCCGGCTGCGGTCCACTCGCTTGTCGGTCAGGATGATGATGTTG
TGGCCCGACTCGATGGCGTCCACCGCCCAGGCGTTGATGGTGGCGAGCTTGGCCTCGATG
CCGCGCGCGCCCCACTCGGCGGGGTAGGTGATGTCGAGGTCGAACGCCTTGAACTTGCC

ACGGGTGTGCGCCTCGATGTTGCGGACGCGCGCCATGTCGTCGAAATCCAGAATGGGTTG
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EK 8. DR_0183 Glutamat sentaz biiyiik altbirimi (Devami)
CTCGACTTCCAGGCGCATGGCGGGGTTGACTGCGTTGATATCGAGCAGGTTGGGGCGCG
GCCCGACGAAGGAGCGCAGGCTCATGACCACCGACTCGCGGATGGGGTCGATCGGCGGG
TTGGTCACCTGCGCGAAGAGCTGCCGGAAGTAGTTGTAGAGCGGCTTGGAGCGGTGCGA
GAGCACGGCGAGCGGGCTGTCGTTGCCCATGCTGCCGATGCCTTCTTCGCCGTTTTTCGC
CATCGGGCCCATCAGGAACTTGAGGTCTTCCTGGGTGTACCCGAACGCCTGCTGGCGCTT
GAGCAGCGGCTCGGCGAACTCGTCCACCGTGCCGGTTTCCTCGGAATCGTCGAGGCGCA
GGCGGGTGTTTTCCACCCACTGGCGGTAGGGCTTGGCCTGCGCGAATTGCAGCTTCAGCT
CGTCGTCCTCGACAATCCGGCCCTGTTCGAGGTCGATCATGAACATCTTGCCGGGTTGCA
GGCGCCACTTCTTGACGATCTGCGACTCGGGAATGGGCAGCACGCCCGACTCGGAGGCG
AGCACGACCAGCCCGTCGCGGGTCTGGAGGTAGCGGGCGGGGCGCAAGCCGTTGCGGTC
GAGCATGGCGCCCACCTGCCGCCCGTCGGTAAAGACCATCGCGGCGGGGCCGTCCCAGG
GCTCCATCATGGAGGCGTGGTACTCGTAGAACGCCCGGCGGCGGTCGTCGAGCAGCGCG
TTTTGCTCCCAGGCTTCGGGAATCATCATCATCGCGGCCTGCGCCATCGGGTAGCCCGCG
AGGGTCAGCAGCTCGATGGCGTTGTCGAAGGTCGCGGTGTCGGACTCGCCCTCGTAGGA
GATGGGGTAGAGCTTGCCGAGGTCATCGCCGAAGACGGGGCTGCTGAGAATCCCCTCGC
GCGCCCGCATCCAGTTGAAGTTGCCCTTGACGGTGTTGATTTCGCCGTTGTGGGCCACCA
TGCGGTAGGGGTGGGCGAGGCGCCACTCGGGGAAGGTGTTGGTGGAAAAGCGCTGGTGA
ACGACGGCGAGCGCCGACACGACTTCGGGCTGTTGCAGGTCGCGGTAGTACTCGCCCAC
CTGATCGGCGAGCAGCAGACCCTTATAGATGATGGTCCGGCACGACATGGAGGGCACGT
AGTACTCCTGCCCGTGCGTGAAGTTCAGCCCCAGAATTGCGTTGCTCGCGCGGCGGCGAA
TCACGTACAGCTTGCGCTCCAGCGCGTCGGGCACCAGGGTGTCGGGGCCGGCGCLCGATG
AAAATCTGGCGGATGACCGGCTCTTTTTCTTTCACCGCCGGGCTCATCGGCATGGCGTGG
TTGATGGGCACGTCGCGCCAGCCGAGCACCACTTGCCCCTCGGCAATCACGGCGLCGCTCG
AGTTCCTGTTCGCAGGCGCGGCGCGAGGCGATTTCCTTGGGCAGGAAAATCATGCCCACG
CCGTAGTCGCCGGGCGGGGGCAGGGTCACGCCCTGAAGGCTCATTTCGGCGCGGTAGAA

GGCGTCGGGGATTTGCAGCAGGATGCCCGCGCCGTCGCCCATCAGGGGATCGGCACCGA



190

EK 8. DR_0183 Glutamat sentaz biiyiik altbirimi (Devami)

CGGCCCCGCGGTGGTCGAGGTTTTCCAGAATCTTGAGGCCCTGGGCGATGATGTGGTGAG
ACTTCTGCCCGCCGATGTGGGCCACCATGCCCACCCCACAGGCGTCGTGTTCGGCATTCG
CGTACAGGCCGCGCTCGGTCGCCCGGCGCACCTCCTGGGCCGTGGCCGGTTGCTGLGGLC
CGGTCTGCGGCCCCGCTGCCGGGGTTTCCCGCTGGTCGTGTTTCTCCATGTCTGCACCCCT

TGCGCTGGAAGTCAC
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EK 9. DR_0698 V-tip ATP sentaz altbirim-C

Forward Primer: 5°-TAAGGTCGGAAAGGACTGTATGC
Reverse Primer: 5’-GTCGAAGAGGTTTTGCGACAG

GTGGGCGACTCGAGCGGGTCAAGGCCGACATGGCCCCGCAGATCAGCCGCCTGCTCGCG
GAAFKZEGTCGGAAAGGACTGTATGCCCGACGACTACTCCTACATCAACACGCGCGTTC
GCGTCATGCGGACCAAGCTGCTGGACGGGCGTGCCCTGGACGCGGCGCTCGCGTCGGGL
AGCTACCAGGAATTCCTGCGCGTCCTGAGCGAGACGGACTTCGCGCCCAACATGCGCGA
AACCACCGCTGAGGGCGCGGGTCTGCCCGAACTCGACCGCGCCCTGTCGCAAAACCTCTT
éEKEACCACGCAGCGGGTGCTCGGCTTTGCCGACGGCGACGCCAAACGCGAAATCGAGA
CCCTGCTGATGAAGTGGGACCTCACCAACCTCAAGACCCTGGCGCGCGGCATCGTCAGC
GGGCGCGGGGCCGAGACCATCCAGCAAAACCTGATTCCCGGCGGCACCATCAAGCCGAG
TGTGCTGCAAACGGCGTCGCAATCGACCGACCTCGCGAGCGCGGCGACGGCCCTCGGLG
TGGGCGGACACCCGCTCGCCAAGGTGTTTCGCAACGCGGTGACGGCCTACAACACGACG
GGGCGCCTGCTCGACCTCGAGGTGCTGCTCGACCAGGGGTACTACCGCTACGCCACCCAG
GTGTCGCGCGATACCAGCCTGCGCCGGTATCTGAGCCGCGAAATCGATATCACCAACGC
GCTGATTGCCCGCAACTCGCGCGGCGGGACGCTCGACACCAACCTGTTCGTGCCGGGAG
GCAGCCTCGACGCTGCCGGGTATGGACGGCTGGGCGCAGGTGACGCGGGCGGCAACGCC
GACATCACCGCCATTCTCGAAGCCCCGAGCATCGAGGACGCCGAAGTGGCGGCGCGCAC
GGCGCTCGACCGCGCGGCCCGCAGCAGCGCGGTGTCGGACGTGGAAGGCGTGGGCATCA
TCCTCGACTTCCTGCGCCGCAAGGAAATCGAGGTCGCCAAACTCCGCCTCATCGGGCGCG

GCAAGTACTACGACCTGCCCACCGACGAGATTCGCCGGGAGGTGCAGGCATGA
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EK 10. DR_2620 Sitokrom C oksidaz altbirim-I

Forward Primer: 5°-ATGATGACCACCGATCACAAGAA
Reverse Primer: 5’-CGGAATCAGGAAGAAAAACAGCA

GTGACGGTACATGCACCGCTGCCTCAGCACACCCAGACGGCTGCCAAACGCGGCGTGTG
GGAGGTCATCAAGGACTTEZ?EZTGACCACCGATCACAAGAAGATCGGTCTGCTGTACA
TCATCGTTTCGATCCTGGGCTTCTGCCTGGGCGGGCTGCTGGCGCTGGCGATCCGGGTTC
AGCTCGCGCTGCCCGAACAGACGCTGCTGGTGGGCACCACCTACAACCAGGTGCTGACC
ATGCACGCGGCGATCATGCTGTTTTTCTTCCTGA?#EE&CTGGGGCTGTTCGGCTTCGGCA
ACTATTTCCTGCCGCTGCAACTCGGCGTGCGTGACGTGGCCTTGCCCCGCCTGAACACCT
TCGCGGTGTGGCTGTTTATCGCCAGCCTGATTCTGGTGGTCCTCGGCCTGTTCAACGGCG
GCGCCCCCAGCGTTGGCTGGACCTTCTATTACCCGCTCACCATGGACGGCAACCAGACCG
GCGTGAGCGTGTTCATGGTCGCGGTGATCCTCAACGGCCTGGGCTCGCTGCTCGGCTCGG
CCAACTTCGCCGCCACCATCGTCAACCTCCGCGCGCCCGGCATGGGCCTGTGGAAGATGC
CGGTGTTCGCGTGGAGCATCTTCGCCACCTCCATTCTCCAGCTGCTCACGCTGGGCGGCC
TGACCGCCGCCGCACTGCTCACCTACCTGGAAATCAAGCTGGGCCTGAGCATGTTCAACC
CCGGCATCGGCGGCGTGCCGGTGCTGTACCAGCAGTTCTTCTGGTTCTACTCGCACCCCG
CCGTGTACGTGATGCTGCTGCCCTACCTGGGCATCGGCGCCGAGGTGGCCTCCACCATGG
CCCGCAAGCCGCTGTTCGGCTACCGCGTGATGGTGTACTCGATGCTCGCTATCGTGCTGG
TGTCGTGCATCGTGTGGCTGCACCACATGTTCGCCGTCGGCATTCCCGAAGCCTGGCAGA
TCGCCTTCATGATCTCGACCCTGATCGTGGCTGTCCCGACTGGCGTCAAAATCTTCAACCT
GATCGGCACCCTGTGGGGCGGACGCATCCTGATGCGGATGCCGACCTACTGGCTGATCG
GCTTTATCTTCAACTTCCTGATCGGCGGGATCACGGGCGTGAGCCTGGGGATGATTCCCT
TCGACTACCAGGTCACCATGTCCTACTACGTGGTGGCGCACTTCCACAACGTGATGATGT
TCGGCACCGCCTTCCTGGCGATGGCGGGTCTGTACTACTGGTGGCCCAAGATGACGGGCC
GCTTCCTGGACGAAAAGGTCGGTCTGGCCCACTTCTGGCTGTTCATGATCGGCTCGTGGC
TGACCTTCCTGCCGCAGTACATCCTGGGTCTGCTGGGGATGCCCCGGCGCTACTACACCT
ACCCCGCCGGCAACTGGGCCTGGACCGAGCTGAACTTCGCCAGCACCGTGGGCGCCTTCC

TGCTGCTGCTCGGCGGCCTGGCGATGCTCTACAACATGTTCCAGAGCTTCAAGCGGCCCA
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EK 10. DR_2620 Sitokrom C oksidaz altbirim-1 (Devam)
TTACCGCCGGACCCAACCCCTGGGGCGGCTTTACCCTGGAGTGGACGAGCAGCAGCCCG
CCTGCCGCATACAACTTCGCCCACGACTTCCCGCAGAACTTCCCCACCGAGCGCCCGCTG
TACGACTGGGAACAGAACGGCGAAACCCTGACCCCGGTGGACCCGAAGAGCATTCATCT
GCCGCAGGACAGCATCTGGCCGTTCATGACCGCCTTCTCGCTGCTGCTGATGGGCTACGG
CCTCTCTTTCGGCTGGTTCACCAACTATGACCCGGCTGTGGGCCTCAAGCCCTTCGCCGAC
GCCAGCCTGAGCTTCAAGATCGCCACGACGGTGCTGTACCTCAGCCTCCCGGTGTTCTTC
TACTCGCTGTTCAAGTGGGCGGGCACCCGTGAGTACGCCGTGCCGGTCGCGCACCACCAC
CTCACCAAGTACGACAACGGCTTCATGGGCATGGCCTGGTTCATCATCTCGGAAGTGGCG
CTGTTCGCCATCCTGATTGCCGGCTACGTGTACCTGCGCGTGATCGGCGCCGCCGAGCCG
CCCGCACTGCGCCCGAGCATCTGGCTGGCCGCGCTCAACACCTTGATTCTGGTCACCAGC
TCGGGTGTGGTCCACAAGGCCGAGCAGGACCTGCACCACGGCCGCACCAGCTGGGGCCG
CCTGGGCCTGTTCATCACGCTGCTGCTGGGCGCGATCTTCATGATCTTCCAGGTGTACGA
GTTCTCGCTGTTCGGCACCGAAAGTGACTGGCGCCAGAACCTGTGGCAGTCGTGCTTCTT
CATCATCGTCGGCCTGCACGGTCTGCACATCCTGATCGGCGGCACCGGCATCGCCCTGCC
CTACTACCAGCTGCTGACCGGTAAGATGGACAAGTACAACCACGGCTCCATCGTCCCTGC
CAGCCTGTACTGGCACCTGGTGGACGTGGTGTGGCTCCTGATCGTCGCGATCTTCTACGC

CTGGTAA
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EK 11. DR_0954 Siiksinat dehidrogenaz sitokrom altbirimi

Forward Primer: 5°-CCCAGGTCATAGACATGGTGAATA
Reverse Primer: 5’-GTACAAAGGGAGAGAAGGGCAG

TCAGTAGCCTCCCAGTATGCGCGGAAACTGTGCCCAGGCCGCGTAGAGGGTCGCCAGCG
CCGTAATCGCCAGCACGCCGTACCACATCTGGCGCTGATACGCCACGCCCGCACCCGCAA
AGTCCATCACGATGATGCGCAGGCCGTTGAAGGCGTGGTACACAACGCCCGCGACCACC
GCAATCAAGCCGACGCGGAAGATGC?AGGTCATAGACATGGTGAATACGCATGTAAAA
CTCTTCGCCCAAGATCACCGACCCGATGCTGAACACGTGCAGCATCAGGTACAGCAGAA
TCGCCAGTCCAGACAGGCGGTGCAGCAGGAAGGCCCACTGCCCTTCTCTCCCTTTGTACA

T
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EK 12. DR_1505 NADH dehidrogenaz altbirim-B

Forward Primer: 5>-CTCATCATCTCGATGGCGCA
Reverse Primer: 5°-ATGCCCCTGAAAGAACTCATCG

TCATCGCAGCTCCCGGGTCCAGGCGTCCACCATCGGCAGTTGCTGCCCGAGCTGATCGAA
GGCCTCGCCGCGCACCTTTTTCTGGAGCTGCATCACGGCGTAGATCAGCGCCTCGGGGCG
GGGCGGGCAGCCGGGCACGAAAATGTCCACCGGCACCACGCTGTCCACGTTCTGCACCA

CGGCGTAGTTGTTGAACATGCCGCCCGAGCTCGCGCACGCGCCCATGCTGATGACCCACT
TGGGGTCGGGCATCTGGTCGTACACCCGGCGCATGACCGGGGCCATTTTCTTGCTCAGGC
GTCCGGCGACAATCATCACGTCGGCCTGCCGGGGAGAGGCGCGAAAGACCTCGGACCCG
AAGCGGCTCATGTCGTTGCGGGCGTTGGTGGAGCTCATCATCTCGATGGCGCAGCACGCC
AGCCCGAAGGTCGCCGGCCACAGGCTGTTGCTGCGGCCCCACGCCACCAGTTTTTCCAGG
CTGGAAAACAGCACGCCCTCGGATTCGAGCTCCTGCCAGTCGCGGTCGATGAGTTCTTTC

G—
AGGGGCAT
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EK 13. DR_A0314 Ureaz yardimei protein UreE

Forward Primer: 5°>-CCCTGCGTCTTCCACGAAATC
Reverse Primer: 5’-GAGTTGCAGCTTGCCTTTCC

TCATCCCTCGTGCTCCCAGCTCGGGCGCCCGTGAAAAGGCCGCGTCTCGCGCGTAAATGG
CACGCCCAGCCGCGTGAGCAGCAGCTCGATGGGGGCGTCCCAGGGGGTCAGGAAAGGEE
E?EE@TCTTCCACGAAATCGCGGTGCAGGTTGCCCACGGCGTGCGCGGTGTGGGCGGCCT
CGGCCAGCGTGCGCGGCACCACGACTGCGACGTCCTCGGGCGCGGCGCTCACCACGTAA
CTCACGCCGCCCCGCGTGCCCAGCACGGTGCCGGGGCTGAGGACCGTGCCTGTGGGAAA
GGCAAGCTGC;XE?EGGCGCCGTCCGGAGCGTGCAGGCGGCGGCGCACCCGGCGGCGGT
CTACGGCGGTCAGGGGGACTTCGACCTGTGGCCCGTCTATCGCCTGTTCCGGCGCTTGCT

TGGCCCCAGCGATAGGCAACAGCGGGCGGCGCAGGCCGGTCAGCCTCGTCAA
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EK 14. DR_A0312 Ureaz yardimei protein UreG

Forward Primer: 5°-CCTCGACGGTTTCCTGATTGAG
Reverse Primer: 5°-ATCACCAACGACATCTACACCTT

TCAAAGACCGACCCGTGGCGGCGTCACGTCCCGAAACAGCAGGTCGTGCTCGATCCAGG
CGATGATTTCGTCCACGCCCGCCCCGCTTTTGAGGTTGGTGAAGACGTAGGGGCGTACTT
CATCTCCAGCCCTGCGCTGCGCCCGCGCGTCGGCATCCATCACGCGCAGGTCGGCGCCCA
CCAGCGGAGCGAGGTCGGTCTTGTTGATGACGAGCAGGTCGGAGTGCCGGATGCCGGGG
CCGCCCTTGCGCGGCACTTTTTCGCCGCCCGCCACGTCGAGGACGAACAGCCAGGCGTCC
ACCAGCTCGGGCGAAAAGGAGGACGCGAGGTTGTCGCCCCCCGACTCAATGAACAGCAG
TTCGAGGCCGGGAAACTCGCCTTGCAGCéEE#EGACGGTTTCCTGATTGAGCGAACTGTC
TTCCCGGATGGCGGTGTGGGGGCAGCCGCCGGTCTGCACGCCGCGGATGCGTTCAGGGG
CCAGCGCGGCGGCGCGGGTCAGGATGCGCTGGTCCTCGAAGGTGTAGATGTCGTFEE?E
X?GACGGCGAGGTCGTAACGGTCGCGCAGCTCGCGGCACAGCACTTCAAGCAGCGCGGT

CTTGCCGCTGCCGACCGGGCCGCCGACGCCGATTTTGAGGGGAGTCAT
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