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OZET

UV-C ISININ MIKROORGANIZMALAR UZERINE BIYOKIMYASAL ETKILERI
VE MIKROBIYAL ADAPTASYONUN INCELENMESI

GUR, Birgiil
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Do¢.Dr. Emine YALCIN
Ocak 2014, 55 sayfa

Bu c¢alismada ultraviyole 1sinlardan UV-C’nin  Fusarium moniliforme,
Fusarium semitectum, Fusarium culmorum, Fusarium proliferatum mantarlar1 ve E.
coli bakterisindeki total protein, IDOP, GSH, MDA ve lipid komposizyonu
parametreleri {izerine etkileri incelenmistir. Tiim deneyler 25°C’de kontrol ve &rnek
olmak tizere 1iki set halinde gerceklestirilmistir. Bu kapsamda her bir
mikroorganizmadan iki ayr1 6rnek hazirlanmis ve biri UV 1sinina tabi tutulmustur. UV
uygulanan tiim gruplarda incelenen biyokimyasal parametrelerde gesitli derecelerde
degisimler go6zlenmistir. Fusarium moniliforme, Fusarium semitectum, Fusarium
culmorum, Fusarium proliferatum ve E. coli’nin UV uygulanan gruplarda kontrol
grubuna kiyasla protein, IDOP, MDA, GSH seviyelerinde artis ve yag asidi profilinde
onemli degisimler gozlenmistir. Fusarium moniliforme ve Fusarium semitectum
mikroorganizmalarinda UV uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla protein
diizeyinin sirasiyla 1.19 ve 4.31 kat arttigr belirlenmistir. Benzer seklide UV

uygulamas1 sonucunda Fusarium culmorum’da IDOP ve GSH diizeylerinde 6nemli



artiglar kaydedilmistir. Fusarium semitectum’da ise UV uygulamasi sonucunda MDA
diizeyinde 14.74 nmol.mL ™"’ den 33.33 nmol.mL "¢ bir artis oldugu tespit edilmistir.
Test edilen tiim mikroorganizmalarda UV uygulamasi sonrasinda yag asidi profilinde
onemli degisimler goézlenmis ve Ozellikle doymamis lipid seviyelerinde belirgin
azalmalar tespit edilmistir. Tiim bu sonuglar ile UV’nin mikroorganizmalar iizerinde
onemli biyokimyasal etkilere sahip oldugu ve UV’nin olumsuz etkilerine karsi
mikroorganizmalarin doymus lipid oraninda artisa giderek adaptasyon sagladigi

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fusarium moniliforme, Fusarium semitectum, Fusarium
culmorum, Fusarium proliferatum, E. coli, IDOP, GSH, MDA, UV-C.



ABSTRACT

THE EFFECT OF UV-C LIGHT ON BIOCHEMICAL PARAMETERS
MICROORGANISIMS AND INVESTIGATION OF MICROBIAL ADAPTATIONS

GUR, Birgiil
University of Giresun
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, Master Thesis
Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Emine YALCIN
January 2014, 55 page

In this study the effect of UV-C light on the total protein, advanced oxidized
protein, GSH, MDA and lipid composition parameters of Fusarium moniliforme,
Fusarium semitectum, Fusarium culmorum, Fusarium proliferatum and E. coli were
investigated. All tests were performedin two sets including control and sample in control
and sample in 25°C. In this context two samples prepared from each microorganis mand
one of them was subjected to UV rays. Some alterations in biochemical parametres were
observed in all UV treated groups. An increase in total protein, advanced oxidized protein,
GSH, MDA levels and signifi cant changes in lipid compositions of Fusarium
moniliforme, Fusarium semitectum, Fusarium culmorum, Fusarium proliferatum and E.
coli were observed. The protein levels of UV treated Fusarium moniliforme and Fusarium
semitectum were 1.19 and 4.31 times higher than control counterpart, respectively.
Similiarly, after UV treatment oxidized protein, GSH levels of Fusarium culmorum were
in creased signifi cantly. In Fusarium semitectum the level of MDA was in creased 14.74
nmol.mL™ to 33.33 nmol.mL™ after UV treatment. Significant changes in lipid profile of

UV treated microorganisms were observed and significant decreases were observed in



unsaturated lipid profile of microorganisms. From the results it was observed that UV had
a significant effect on biochemical effects of microorganisms and it was determiden that

the microorganisms were adapted to UV by the in creasing saturated lipid levels.

Key Words: Fusarium moniliforme, Fusarium semitectum, Fusarium culmorum,

Fusarium proliferatum, E. coli, Advanced Oxidized Protein, GSH, MDA, UV-C.
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1. GIRIS

Stres etmenleri canli yasaminin herhangi bir doneminde ortaya ¢ikarak cesitli
derecede etki gosteren cevresel etmenlerdir. Dogadaki ¢ok ¢esitli biyotik ve abiyotik
cevre etmenleri mikroorganizmalarda strese neden olmaktadir. Biyotik ve abiyotik stres
etmenlerinin etkisi altinda canlilarda ortaya ¢ikan degisimler de stres olarak tanimlanir.
Stres, oOnemli fizyolojik ve metabolik degisimlere yol acarak Ozellikle
mikroorganizmlarda biiyiime ve gelismeyi olumsuz sekilde etkilerken, mikrobiyal
metabolizmada da ciddi degisimlere neden olmaktadir. Stres etmenlerinin olusturdugu
etki mikroorganizmalarin c¢evreye genetik adaptasyon derecesine bagli olarak
degismektedir. Strese dayaniklilik mekanizmasi1 mikroorganizmalarda ¢esitli derecelerde
etkili olup mikroorganizma ya gelistirdikleri 6nleyici mekanizmalarla stres faktorlerinin
etkinligini Onlemekte ya da tolerans mekanizmalariyla karsi koyarak yasamlarini

stirdiirmektedirler (1-3).

Mikroorganizmalar yasadiklar1 ¢evre kosullarindan ¢esitli  derecelerde
etkilenmektedir. Cevre sartlarindaki degisimlere karst mikroorganizmalar hayatta
kalabilmek i¢in hizli adaptasyon mekanizmalar gelistirmek zorunda kalmaktadirlar (1).
Mikroorganizmalarin lethal ortamlara ve asir1 stresli ortamlara karsi gelistirdikleri
adaptasyonlar pek ¢ok ¢alismada detayli olarak incelenmektedir. Mackey ve Derrick (2),
1s1 sokuna maruz birakilan Salmonella enterica serovar susunun isiya karsi yiiksek
adaptasyon sergiledigini rapor etmektedir. Farber ve Brown (3), Listeria monocytogenes
suslarim1 120 dakika 48°C 1s1 soku uygulamasi sonrasinda gida hamuruna inokule
etmislerdir. Ikinci 1s1 stresi uygulanan bakterilerde 1s1ya karsi direncinin arttigini rapor
edilmektedir. Baska bir ¢alismada Fay (4), ozmotik strese maruz birakilmis bakterilerde
cesitli adaptasyon mekanizmalarini incelemis ve bakterilerde ozmotik stresle birlikte

1s1ya kars1 da giiclii bir adaptasyon oldugunu gozlemlemistir.
1.1. Stres

Mikroorganizmalarin gelismesini veya tiiremesini olumsuz ydnde etkileyen

faktorlere ya da ortamlara stres denilmektedir. Stres faktorlerinin seviyelerinde



farkliliklar goriilmektedir. Her mikroorganizma karsilagsmis oldugu strese farkli yanitlar
sergilemektedir. Mikroorganizmalarin sublethal yani zayif stres olarak adlandirilan bir
stresle karsilasmast durumunda {ireme oraninda durma veya azalma gdzlenirken,
sayilarinda herhangi bir degisim goézlenmemektedir. Orta siddetli bir stres ile karsilasan
mikroorganizmalarda mikrobiyal gelisimin durmasinin yaninda, yasama kabiliyetlerinde
azalma da meydana gelmektedir. Siddetli strese maruz kalan mikroorganizmalarda ise
mikroorganizmalar i¢in 6liimcil bir durum olusmakta ve popiilasyonun ¢ogunlugunun
olimii ile sonuglanmaktadir. Mikroorganizmalarin maruz kalabilecekleri stresler 1si,
basing, elektrik akimi, ultrasonik dalgalar, 1s1ik/radyasyon ve ozmotik sok gibi fiziksel
stresler; asitler, tuzlar ve oksitleyiciler gibi kimyasal stresler; mikrobiyal metabolitler,
antagonizma ve yarismaci flora gibi biyolojik stresler seklinde siralanmaktadir (2,4-
5).Cesitli stres kosullarina maruz kalan mikroorganizmalarda membran gegirgenliginde
degisimler, ribozomal hasarlar, hiicre protein yapisinda degisimler ve niikleik asitlerde
deformasyon gibi degisiklikler ortaya ¢ikabilmektedir. Bu degisimlere karsi
mikroorganizmalar ¢esitli adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmektedir. Stres sonucunda
olusan hasar1 onarabilen veya stres ajanlarimi inaktive edebilen proteinlerin iiretimi,
hiicre membraninin akiciliginda arttirma ya da azaltma, hiicrenin transformasyona
ugrayarak sporlanmasi veya yasayabilen fakat kiiltiiri yapilamayan (Viable-But-Not-
Culturable, VBNC) duruma gegmesi strese karsi gelistirilen bazi adaptasyon
mekanizmalaridir (5). Strese karst mikroorganizmalarin yasayabilme yetenegi tolerans
olarak tanimlanmaktadir. Belli bir strese karsilik her mikroorganizma farkli seviyede
tolerans gostermektedir. Ornegin, laktik asit bakterilerinin dogal asit toleransi, diger
bakterilere oranla ¢ok daha fazla olabilmektedir. Strese karsi yanitta gecikme veya
adaptasyon yanitindaki yetersizlikten dolayr mikroorganizmalarda yaralanma meydana
gelmektedir.  Yaralanma  mikroorganizmalarda 6lim ya da iyilesme ile
sonuclanmaktadir. Stres durumunda mikroorganizmalarin hiicresel yapilarinin zarara
ugramasi bir veya birden fazla zararli faktére karsilik duyarlilik goéstermesinden
kaynaklanmaktadir (5). Leistner (6), farkli stres kosullarina maruz kalan bakterilerde,
enerji tiiketiminin arttigini, metabolik yorgunluk ve hemostazisin bozulmas: yoluyla

bakterilerde 6liim meydana geldigini rapor etmektedir.



Strese karsilik bakterilerde olusan tepkiler, ani yanitlar ve/veya uzun siireli
adaptasyonlar seklinde olmaktadir. Ani ve uzun siireli adaptasyon yanitlar1 benzer sok
proteinler araciligi ile olugsmaktadir. Ayrica genel stres yanitlar1 bazi 6zel streslere karsi
korumakla birlikte pek ¢ok strese kars1 da ¢apraz koruma saglayabilmektedir (7). Stres
faktoriine maruz kalan mikroorganizmalarda direncin genetik olarak kodlanmasi
durumunda stres proteinlerinin sentezi gerceklesmekte ve adaptasyon saglanmaktadir.
Mikroorganizmalarin bir strese karsi aktive ettigi diren¢ mekanizmalar1 ayni olabildigi
gibi farkli da olabilmektedir. Hatta ayn1 bakterinin farkli gelisim evrelerinde (lag faz, log
faz, durgun faz) aymi strese karsi olusturdugu diren¢ mekanizmas: da farkl

olabilmektedir (5,7).
1.2. Stres Cesitleri
1.2.1. Asit Stresi

Asit stresi pek ¢ok mikroorganizmanin maruz kaldigir 6nemli stres faktorlerinden
birini olusturmaktadir (8). Mikroorganizmalar farkli pH araliklarinda gelisim
gostermektedirler. Alkalifilik bakteriler soda golii gibi pH’nin 11.0 oldugu sartlarda
gelisim gosterirken, asidofilik bakteriler pH’nin 1.0 oldugu asidik siilfiir kaynaklarinda
gelisim gosterebilmektedir. E. coli, Salmonella enterica, Lactococcus lactis, Bacillus
subtilis, Salmonella typhimurium pH 5.0 ve 9.0 arasinda gelisim gosteren nétrofilik
bakterilerdir (9). Bakterilerin optimum aktivite gostermeleri i¢in sitoplazmik pH’larini
dengede tutmalar1 gerekmektedir. Bakterilerin ¢ogu pH 5.5-9.0 araliginda biiylime
gosterebilirken sitoplazmik pH 7.4-7.8 araligindadir. Bu nedenle bakteriler bulunduklari
ortamin durumuna gore sitoplazmalarini alkaliye ya da asitlige kaydirabilmektedir. Dig
ortamdaki pH degisimlerine karst mikroorganizmalarda asit tolerans yaniti (ATR)
meydana gelmektedir. Bazi mikroorganizmalarin asidik pH’a yanit olarak, asidik
metabolitleri, notral metabolitlere ya da notral metabolitleri alkali iiriinlere
dontistiirebilen enzimler {irettikleri tespit edilmistir. Bu enzimlere en iyi 6rnek E. coli’de
bulunan glutamat dekarboksilaz, lizin dekarboksilaz ve arjinin dekarboksilazdir. Bu
enzimlerin asir1 ekspresyonu hiicre dis1 ortamda asidik pH varligina isaret etmektedir.

PH 5.5 ve 6.0’ya maruz kalan mikroorganizmalarda primer sok meydana gelmektedir.



Bu asamada en az 50 yeni protein sentezlenmekte ve bu proteinler asit sok proteinleri
(ASP) olarak adlandirilmaktadir. Mikroorganizma asit soku siiresince iiremeyi
yavaslatmaktadir  (9). Mikroorganizmalar asit stresine  karsilik, aminoasit
katabolizmasimin arttirllmasi, DNA’y1 tamir eden enzimlerin uyarilmasi, proton
pompalarinin arttirilmasi ve hiicre membranindaki kompozisyon degisikliklerini igeren
ATR mekanizmalarina sahiptir (5). Mikroorganizmalarda goriilen ATR mekanizmalari
cok ¢esitli ve farkli diizeylerde olmaktadir. ATR mekanizmalar hiicre i¢i veya hiicre dis1
pH’nin degisimiyle uyarilmaktadir. S. typhimurium’da pH 4.5 seviyesinde 50 adet asit
sok proteinin aktif hale geldigi ve ATR mekanizmasinda bu proteinlerin rol oynadigi
tespit edilmistir. Hiicre i¢i pH’indaki bir degisim ASP’lerin tiretimini indiiklerken diger
mekanizmalar hiicre dis1t pH’indaki degisim sonucunda indiiklenmektedir. S.
typhimurium hiicrelerinin asit toleransinin aktif hale gelmesiyle yiiksek sicaklik,
osmolarite ve oksidatif zarara karsi da adaptasyonun gelistigi yani ¢apraz korumanin

olustugu belirlenmektedir (10).

Gaba Agmatin Kadaverin

Glutamat Arjinin izi
\ / ) 3 / Lizin s 7
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Sekil 1.1 Enterik patojenlerin bilinen asit tolerans yanitlari (11)

Dekarboksilaz ATR sistemleri, aside adaptasyonda dnemli mekanizmalarindan
birini olusturmaktadir (Sekil 1.1). Glutamat dekarboksilaz sisteminde gadA, gadB ve
gadC olmak iizere ii¢ gen gorev almaktadir. Hiicre igerisinde artan H* konsantrasyonu

glutamat dekarboksilazin katalizledigi bir reaksiyonla azaltilmaktadir. Hiicre igerisinde



artan H* iyonlar1 glutamat ile birlestirilerek y-amino biitirik asite (GABA)
donistiirilmektedir.  Reaksiyon  glutamat  dekarboksilaz ~ enzimi  tarafindan
yiriitilmektedir. Reaksiyon sonucunda olusan GABA, gadC tarafindan kodlanan bir
antiporter tarafindan hiicre disina tasinmaktadir. Bu yolla hiicre icerisindeki H" iyonu
konsantrasyonu azaltilmakta ve aside kars1i adaptasyon gelismektedir. Arjinin
dekarboksilaz sistemi de benzer bir yolla yiiriitilmektedir. Fakat arjinin dekarboksilazin
son liriinli agmatin, heniiz hangi gen tarafindan kodlandig1 bilinmeyen bir antiporter ile
hiicre disina tasinmaktadir. Boylece internal pH’nin 6liimciil seviyelerin altina diismesi
engellenerek, hiicreye alinan protonlar tiiketilip tekrar hiicre disina atilmaktadir (10).
Asidik ortamlarda mikroorganizmalarda gad mRNA seviyesinin 6nemli derecede arttigi
rapor edilmektedir (12). Aside adapte olan hiicrelerde kristal violete, etanole, 1s1 ve
ozmotik strese karst da toleransin arttigi saptanmaktadir (13). Asit stresi
mikroorganizmalarda hiicre zar1 ve DNA yapisinda da degisimlere neden olmaktadir.
Hiicre i¢i H' iyonlarmin artisia karst membran yag asitlerindeki degisim olagan bir
tepkidir (14). Asidik ortamlarda S. mutans hiicre zarinda tekli doymamis ve uzun zincirli
yag asitlerinin arttig1 belirlenmistir. Lipid komposizyonundaki bu degisim hiicrede
protonlara kars1 gecirgenligin azalmasini ve aside karsi adaptasyonu saglamaktadir (15).
Hiicre i¢i asitlesme DNA’nin depiiridasyonu ve depirimidasyonuna neden olmaktadir.
Bu degisim, glikozidik bagin kopmasi ve baz protonlagmasi sonucu olusmaktadir (16).
Asit adaptasyonu sirasinda  DNA hasarimin  tamiri i¢in 4 proteinin indiiklendigi
belirtilmektedir (17). Aside maruz kalan S. mutans hiicrelerinde RecA bagimsiz DNA

tamir sisteminin indiiklendigi belirlenmistir (18).
1.2.2. Is1 Stresi

Sicaklik mikroorganizmalarin liremesinde ve canliligini devam ettirmede onemli
bir parametredir. Mikroorganizmalar farkli sicaklik araliklarinda da gelisebilmektedir.
Ornegin bazi mikroorganizmalar, sicakligin 90°C’ye ulastif1 sicak su kaynaklarindan
(termofilik bakteriler) ve sicakligin 0°C’nin altinda oldugu kutuplardan (psikrofil
bakteriler) izole edilmektedir. Pyrococcus furious optimum 95°C’de, Archaeglobus
fulgidus ise 78°C’de yasamaktadirlar (19). Pek ¢ok bakteri biiyiime sicakligi olarak 20-

40°C arasin1 tercih etmektedir (9). Sicak veya soguk sok durumunda bakterilerin, diisiik



molekiil agirhigindaki stres proteinleri lirettigi bilinmektedir (20). Canli hiicreler diisiik
bir sicakliga maruz kaldiginda membran akiskanliginda, translasyon, transkripsiyon ve
DNA replikasyon mekanizmalarinda bazi fizyolojik degisimler gozlenmektedir. Diislik
sicakiklarda biitiin hiicrelerde ¢ift katmanli fosfolipid membranlarin akiskanligi
azalmaktadir. Membran akiskanligindaki degisim daha kisa ve/veya doymamis lipid
oranindaki degisim ile saglanmaktadir. Optimum akiskanligi siirdiirmek i¢in hiicreler,
membranlarindaki doymamis yag asiti miktarini1 arttirmaktadir. Diisiik sicakliklarda
membran yag asitlerinin uzunluklarini azaltilarak da akiskanlhigi artirabilmektedirler
(21). DNA’da negatif silipersarmal yapida azalma ve soguk soku proteinleri (Csp)
tiretimi diigiik 1s1ya karst gelistirilen diger adaptasyonlardir (22). Csp’lerin gram-pozitif
ve gram-negatif bakterilerde birden fazla kopyalarina (2 ile 9 kadar) rastlanmaktadir
(23). Diisiik sicaklikta mRNA’ya baglanan Csp’ler transkripsiyon ve translasyonu
kolaylastiran RNA saperonlari olarak islev gormektedirler (24). Diislik sicakliga
adaptasyonda, soguk soku alistirma proteinleri (Cap) biiyiime sirasinda devamli
sentezlenmektedirler. Cesitli mikroorganizmalarda filogenetik olarak Cap’lere
rastlanmaktadir (25). Bu proteinler diisiik sicaklikta membran akigkanligini korumada
ve/veya denatlire olan peptitlerin revizyonunda gorev almaktadir (26). Denatiire
proteinlerin hiicrede birikmesi pek ¢ok metabolik yolda aksamaya neden olmaktadir.
Cap’ler proteazlar olarak hareket ederek birikimi dnlemektedir.Yiiksek sicaklik hiicresel
komponentlerde makro molekiiler hasar meydana getirmektedir. Yiiksek sicakliga
adaptasyon siiresince sentezlenen bazi1 sicak sok proteinleri (Hsp) olusan hasari
onarmakta ve hasarli komponentleri ortadan kaldirmaktadir. Proteomik ¢aligmalarda 1s1
sok (Hs) indiiksiyonu iki grupta toplanmaktadir. HrcA, DnaK, GroES, GroEL, Hsp80
(Clp E), Hsp84, Hsp100 ve Hsp26 gibi Hsp’ler 1s1 uygulamasini takiben ilk 10-15 dakika
icinde 10 kat hizl1 bir sekilde indiiklenmektedir. ClpP (Hsp 23) ve bunun gibi sekiz diger
Hsp grubu ise 1s1 uygulamasmin 25-30. dakikasindan itibaren 2-8 kat hizli bir sekilde
indiiklenmektedir (27). DnaJ ve DnaK, RNA polimeraz 70 altbirim (rpoD), GroEs,
GroeL, Lon proteaz ve Lysu yliksek sicakliga karsi iiretilen Hsp’lerden bazilaridir. Isil
islem ile uyarilmis hiicrelerde sentezlenen GroEL ve DnaK gibi bazi stres proteinleri, 1s1
hasarima ugramis proteinleri toplamakta ve hiicrenin bu hasarli proteinler ile miicadele

etmesine yardimci olmaktadir. Lon ve CIpAP gibi stres proteinleri ise hasara ugramis



protein miktarin1 azaltmaktadir (28). E. coli’de yaklasik 50 Hsp tanimlanmistir. E. coli
rpoH gen lokusu ile 32 kDa o faktoriinii kodlamaktadir. Sicakligin 30°C’den 40°C’ye
cikarilmasi ile E. coli’de rpoH translasyonunun arttig1 belirlenmistir. Sicaklik,

hiicrelerde membran komposizyonu iizerinde de ciddi etkiler sahiptir. Pek ¢ok
mikroorganizma yiiksek/diisiik 1sitya adaptasyon asamasinda membran akiciliginda
degisime gitmektedir. Membran akigkanliginin diizenlenmesi doymus, doymamis yag
asit oraninin degisimiyle miimkiindiir (29). Yag asitlerinde dalli-dallanmamis zincir,
dallanma tiirii (30), zincir uzunlugu (31) ve cis-trans orani (32) membran akiskanliginin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica 1s1 stresine karsi hiicrelerde lipid-
polar bas gruplari degistirebilmektedir (33). Bu yolla membrandaki lipid-protein
etkilesimi yeniden diizenlenmekte ve membran akiciligi da degismektedir (34). Sicaklik
arttik¢a lipid molekiilleri erimekte, silindirik bir yap1 kazanmakta, diizensiz rotasyonlar
sergilemektedir (29). Yiiksek sicaklikta, membran i¢indeki uzun zincirli doymamis yag
asitlerinin oraninda yaygimn bir artis goriilmekte ve bu degisim akiciligi azaltarak
membran biitiinliigiinii korumaktadir (35). Disiik sicakliklarda ise bakteriler Cis-
vakkenik asit (18:1 cisll) ve palmitik asit (16:1) gibi uzun zincirli doymamis yag
asitlerini sentezlemektedirler (36). Henderson ve arkadaslari (37), Vibrio sp.’de

sicakligin total lipid komposizyonu iizerinde 6nemli etkileri oldugunu rapor etmislerdir.
1.2.3. Achik Stresi

Mikroorganizmalar yasamlarinin ¢ogunu 1s1, soguk, osmotik, oksidatif, asit stres
ya da aglik gibi bircok stres kosullar1 nedeniyle durgun fazda ge¢irmektedir. Durgun
faza en sik aglik stresi neden olmaktadir (38). Baz1 bakteriler aglik stresine karsi sporlu
stirece girebilir ya da hiicre morfolojisinde degisime gidebilir. E. coli gibi spor
olusturmayan bircok bakteri i¢in hiicre biiylimesinin durgun faza girmesiyle hiicre
boyutunda bir azalma oldugu belirtilmistir (39). Bu durum baz1 Enterococci ve
Lactococci tiyeleri iginde rapor edilmistir (40). Mikroorganizmalarda aglik yanitina
neden olan ti¢ tip sinirlayici bilesik mevcuttur: Hiicre enerjisinin tiiketilmesine yol agan
karbonhidrat, enerji kaynagi ve DNA/ RNA sentezi igin gerekli fosfat ve protein sentezi
i¢cin gerekli olan aminoasitlerin yoklugu acglik stresine neden olmaktadir.  Aclik stresine

kars1 mikroorganizmalarda cesitli cevap ve adaptasyon mekanizmalart mevcuttur. Fosfat



ya da azot aghigi sonrasinda E. coli iginde polifosfat birikimi aglik stresine karsi
gelistirilmis bir adaptasyon mekanizmasidir (41). Polifosfat "yiiksek enerjili" stoklari
temsil etmektedir (42). Aglik stresine kars1 hiicrelerde bazi spesifik proteinlerin liretimi
rapor edilmektedir. Glikoz aglhigina maruz birakilan E. faecalis’de stres kaynakli bazi
yeni proteinlerin iiretimi gdzlenmistir (43). Bu proteinler karbon metabolizmasinda
cesitli asamalarda aktif olarak rol almaktadir. Agliga karsi indiiklenen trioz fosfat
izomeraz, dihidroksi asetokinaz, Gls24 proteinleri karbohidrat ve piriivat
metabolizmasinda yer almaktadir. Karbonmatkinaz, glisin kesim sistemi ve L-serin
dehitrataz aminoasit katabolizmasinda yer alan agliga kars1 indiiklenen baz1 proteinlerdir
(43,44). Aclik stresine karst gen bazinda da bazi adaptasyonlar rapor edilmektedir. E.
coli (45), Staphylococcus aureus (46) ve Corynebacteria (47) gibi baz
mikroorganizmalarda farkli aglik kosullarina karsi ppGpp birikimi belirlenmistir.
DNA’da ppGpp adaciklari, hiicrede enerji tasarrufunun énemli bir isareti olarak kabul
edilmektedir (48). Aclik stresine karsi hiicrelerde membran komponentlerinde de
degisimler s6z konusudur. Hiicre zar1 lipitlerinin cis/trans orant mikrobiyal topluluklarin
beslenme durumunun bir gdstergesi olarak kullamlmaktadir (49). Ornegin, Vibrio

cholerae hiicreleri i¢in diisiik besin diizeyinde trans yag asitlerinin orani1 artmaktadir
(50).

1.2.4. Basing Stresi

Mikroorganizmalarda basing tarafindan olusturulan stres hiicre zarinda 6nemli
degisimlere neden olmaktadir. Hiicre zar lipitleri basing tarafindan olusturulan strese
kars1 oldukca duyarlidir. Genellikle basing, membran lipitlerini merkeze dogru gegisini
arttirarak lipitlerin daha siki paketlenmesine ve akiciligin azalmasina neden olmaktadir
(29). Mikroorganizmalar bu degisimi tolere edebilmek icin lipitlerin doymus/doymamis
oranint degistirerek akicilifi arttirma yoluna gitmektedir. Birgok derin deniz
organizmalar1 basinca tepki olarak membran akigskanligr ve kompozisyonunu yeniden
diizenlemektedir. Photobacterium profundum SS9 susu ile yapilan c¢alismalarda,
kiiltiirlin basing altinda tekli doymamis yag asidi (18:1) ve ¢oklu doymamis yag asitleri

(20:5 ve 22:6) oranlarinda artis oldugu belirlenmistir (51). Barofilik bakterilerde alt1 ¢ift



baga sahip ¢oklu doymamis yag asidi oranlarinin diger mikroorganizmalara kiyasla

yiiksek oldugu belirlenmistir (29).
1.2.5. UV Stresi

Bir ortamda veya boslukta enerjinin dalgalar halinde yayilmasi radyasyon olarak
tanimlanmaktadir. Radyasyon endiistriden sagliga pek c¢ok alanda kullanilmaktadir.
Mikrobiyoloji alaninda da radyasyondan faydanilmaktadir. Sterilizasyon, dezenfeksiyon

ve mutasyon olusturma amaciyla mikrobiyolojik calismalarda kullanilmaktadir.
1.2.5.1. Ultraviyole Isinlar

Ultraviyole 1sinlar (UV) goriiniir 1s1ndan kisa, X 1sinindan uzun dalga boyuna
sahip bir elektromanyetik radyasyondur. Kuvantum enerjisi diisiik oldugu i¢in UV
isinlarinin  iyonizasyon olusturamamaktadir. Fakat molekiillerde c¢esitli derecelerde
uyarilma meydana getirmektedir. Ultraviyole 1sinlarin dalga boylart 10 nm ile 380 nm
(100 A°-3800 A°) arasinda degismektedir. UV 1sinlar1, uzak-UV (extreme-UV, 10-200
nm) ve yakin-UV (near-UV, 200-380) olmak iizere iki ana bolgeye ayrilmaktadir.
Yakin-UV insan sagligina ve ¢evreye etkileri goz oniine alinarak UV-A (uzun-UV, siyah
1s1k; 315-400 nm), UV-B (orta-UV, 280-315 nm) ve UV-C (kisa-UV, germisidal-UV;
200-280 nm) olarak ii¢ boliimde incelenmektedir (Sekil 1.2).

| ULTRAVIYOLE ISINLAR
[ : |
UZAK-UV YAKIN-UV
| (10-200 NM) Y (200-380 NM)
UV-A UV-B Uv-C

% 315-400 NM | ¥ 280-315NM | & 200-280 NM

Sekil 1.2 UV isinlarin dalga boyuna gore siniflandirilmasi



UV-A, dalga boyu 400-315 nm arasinda olan isinlardir. Ozon tabakasindan,
buluttan ya da camdan kolayca gecerler ve kolayca yansirlar. UV-A 1sinlarinin yeme,
icme, hareket etme ve iireme gibi normal yasamsal davranislar {izerinde 6nemli etkileri
mevcuttur. UV-B, dalga boyu 315-280 nm arasinda olan 1sinlardir. Bu 1sinlarin viicutta
D3 vitamininin sentezlenmesinde énemli rolii vardir. UV-C ise dalga boyu 280-200 nm
arasinda yer alan 1sinlardir. Hiicrelerde ciddi tahribat yaparak canlinin olimi ile
sonuclanabilen etkilere sahiptir. Bu nedenle UV-C 151n1 mikroniyolojik calismalarda,

akvaryumlarda, ameliyathanelerde sterilizasyon amagli kullanilmaktadir.

rontgen isinlan ultraviyole . gorinir isik kizil 6tesi
St 3
) Loy
vakum- | UV-C |UV-  yp
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100 200 780  dalga boyu(nm)

Hg-alcak basing Hiicre inaktivasyon
lambasi 254nm spektral egrisi

Sekil 1.3 UV isinlar1 dezenfektan etkisi (52)

UV isinlarindan 240-280 nm araligindaki UV-C, mikroorganizmalarin DNA’s1
tizerinde en fazla tahribata yol agan 1sinlaridir. UV-C 1sinlart mikroorganizmalarin hiicre
zart ve DNA da bulunan timin bazlan tarafindan absorbe edilmektedir. Bu enerji
transferi sonucunda DNA zinciri birgok noktasindan tahrip olmaktadir. DNA yapist
bozulan canlinin basta iireme olmak {izere tiim hiicre faaliyetleri durmakta ve hiicre
olimii gerceklesmektedir. UV-C 1sinlarinin mikroorganizmalar iizerine etkileri {izerine
pek cok calisma mevcuttur. Matak ve arkadaslar1 (53), 15.8+1.6 mJ.cm™ lik UV dozuna
maruz kalan L. monocytogenes bakterisinde iireme oraninda azalma oldugunu rapor
etmiglerdir. Bu 1sinlarin bakteri, mantar, virlis, spor ve hiicreler {izerine letal ve

mutajenik etkileri vardir. Pratikte UV 1sinlari, civa buharli lambalardan elde
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edilmektedir (54). UV kaynagindan belirli bir alana verilen 1s18in enerjisi mikrowatt
(LW) olarak olc¢lilmektedir. Mikroorganizmalarin inaktivasyonunda, gerekli enerji UV
1sininin giddeti ve 1smlama siiresinin ¢arpimi ile hesaplanmaktadir (uW.saniye.cm'z).
Mikroorganizmalar i¢in bu inaktivasyon enerjisi degisiklik gostermektedir (55).
Vejetatif bakterilerde, 1 log inaktivasyon icin yaklasik 2-6 mW.saniye.cm? enerji
gerekmektedir. Bakterilerin ortamdan uzaklastiriimasinda lazer igiklarinin kullanildigt,
fakat 151k kaynaginin yani sira 151k yogunlugununda etkili oldugu belirtilmektedir. Farkli
lazer 1siklar1 ile yapilan calismalarda da metilen mavisinin bulundugu ortamda
bakterilerin canliliklarinda azalmalar oldugu belirlenmektedir. Burada daha ¢ok dislerde
bulunan mikroorganizmalarin lazer radyasyonu tarafindan 6ldiiriildiigi gézlemlenmistir

(56).
1.2.5.2. UV Lambalar

Bir UV cihazi; UV reaktori, elektrik panosu ve UV sensoriinden olugsmaktadir.
UV reaktorii iginde UV lambanin yer aldigi, lambayr koruyucu kuvars tiip igeren
kisimdir. Elektrik/kontrol panosu, UV lambalari ¢alistiran gii¢ kaynaklarini (balast) ve
cthazin fonksiyonlarinin kontrolii izlenmesi i¢in gerekli elektrik/elektronik donanimini
icermektedir. UV sensorii ise UV 1s1n siddetini 6l¢en boliimdiir. Giiniimiizde germisidal
amagla UV 151k kaynagi olarak kullanilan lambalarda, dayanikli kuvarstan imal cam bir
tiip icindeki diislik basingli civa buhari i¢cinden akan elektrik akimi sayesinde UV 1s1k
uretilmektedir. UV lambanin her iki ucunda elektrotlar bulunmaktadir (57).
Elektrotlardan yayilan elektronlar civa iyonlari ile ¢arpisarak enerji seviyelerini yiikseltir
ve civa iyonlar1 aldiklart enerjiyi 254 nm dalga boylu UV-C ismlar yayarak desarj
etmektedir (Sekil 1.4). Pratik uygulamalarda UV cihazlarinin su debisine bagh
dezenfeksiyon giicii sayisal deger olarak verilmektedir. Olgiisii “Joule.m™” olan bu

sayisal deger “UV dozu” olarak adlandirilmaktadir.

UV cihazimin dogru se¢imi i¢in hedef alinan mikroorganizmanin hangi UV dozu
ile etkisiz hale getirileceginin bilinmesi gerekir. Ornegin “Hepatit A” viriisiine kars:
%99.99 oraninda giderim saglamak icin secilen UV cihazinin kullanim noktasindaki su

kalitesi ve pik debisine gore suya en az 300 J.m™? UV dozu vermesi gerekmektedir. 400
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J.m? UV dozu ile hemen hemen tiim patojen mikroorganizmalari %99.99 oraninda
giderildigi belirlenmistir. Bu nedenle UV cihazi se¢iminde giivenilir bolgede kalmak

icin UV dozu en az 400 J.m™ olarak tercih edilmelidir (55).

UV ISIK

alkali metal

s can pasivasyon tabaka

Sekil 1.4 UV lambalarin 254 nm dalgaboylu UV 1s1n iiretimi (52)
1.2.5.3. UV Isinlarinin Mikroorganizmalar Uzerine Etkileri

Sucul ortamlarda yasayan Ozellikle enterik ve fekal koliformlar gibi bakterilerin
yasami, dagilist ve miktar1 ¢esitli ¢evresel faktorlerin varligina ve etkisine bagl olarak
degismektedir. Bu faktorlerden 6zellikle sucul sistemlerde yasayan mikroorganizmalarin
yasamini etkileyen en onemlilerinden bazilari, giines 15181 (solar radyasyon) (58), UV
isinlar1 ve fotosensitizer maddelerin varligidir (59). Solar spektrumun UV-B (280-315
nm) 15181n en zararlt dalga boyunu ile direk fotobiyolojik DNA zarar1 igermektedir.
Ciinkii ortamda bir fotosensitizer ve oksijenin varliginda bakterilerdeki yaralanma olay1
daha yiiksek olmaktadir (60). Hiicre i¢i ya da hiicre dist kaynakli 1s18a duyarh
molekiillere fotosensitizer adi verilmektedir. Fotosensitizerler {irettikleri serbest
radikaller vasitasiyla bakteriyal proteinlerde, yag asitlerinde, biyolojik zar ve
organellerde bazi degisiklikler meydana getirmektedir.

Eslesmemis elektrona sahip olmayan hidrojen peroksit (H,O;), radikal olmayan
Ozellige sahip bir reaktif oksijen tiriidir. Ancak H,O,, Fenton ve Haber-Weiss
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reaksiyonlar1 ile ¢ok gii¢lii bir reaktif olan hidroksil radikalini (OH") olusturmaktadir.
Ayrica H;Op’nin UV 1sinlarmim etkisiyle OH"a doniistiigii de bilinmektedir. OH';
lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi biyomolekiillere ¢ok giliclii bir sekilde
saldirmaktadir. Bu sekilde biyomolekiilleri oksitleyip yapilarinda kalic1 hasarlar
birakmaktadir. OH’ yar1 6mrii 10 saniye gibi ¢ok kisa olan bir reaktif oksijen tiiriidir.
Ayni zamanda H;0;’in indirgenmesi sonucunda agiga c¢ikmaktadir (61). H,O;’in bir
radikal olmamasina ragmen tehlikeli olusu, hiicre membranindan kolayca difiize
olabilmesinden kaynaklanmaktadir (62). H,O,’deki O-O bagi nispeten zayif oldugu igin
kolaylikla parg¢alanmaktadir. Bu sekilde reaktivitesi ¢ok yiiksek olan OH® radikali
olusturmaktadir. Bu homolitik par¢alanma demir (yeryiiziindeki elementler arasinda
dordiincii, metaller arasindaki ikinci en yaygin element) tarafindan da
gergeklestirilmektedir (63,64). Bu reaksiyon sirasinda olusan OH®, yeni radikallerin
olusumuna neden olmaktadir. Boylece DNA hasarinin olusumunda basrol oynamaktadir

(65). Bu durum Sekil 1.5.’de gosterilmektedir.

Mutasyon,
Hiicre Oliimii,
Yaslanma,

Patolojik durumlar

e~ Aktarimi
2T> H,0
- DNA 7
0= Demir Iceren Tamiri~— Kusurlu DNA Oksidan
Protein ya da
SOD wuktan
GSSG o DNA
2 DNA- <————DNA
Peroksidazlar 5 R Diger Radikaller,
H,0, + Fe 2 Fe"' + OH + OH Radyasyon, v.s.
i\KaynakliH ,0,, NADH —=—— NADPH
otrofiller
: ! NAD - .
Oksidazlar (Krebs Devri)

NAD === NADP *

Sekil 1.5 Fenton reaksiyonu, DNA hasar1 ve antioksidan sistem (66)
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Ozonun sudaki fotolizi H,O;, olusumuna neden olmaktadir. Ayrica, ozon UV
radyasyonuyla reaksiyona girerek OH® radikali olusumunu saglamaktadir. Peyton ve
Glaze (67), Ozon/UV prosesi esnasinda H,O, olustugunu belirtmektedirler. Birgok
oksidatif reaksiyon fizyolojik ve patolojik sartlarda, aralarinda OH® radikalinin de
bulundugu birgok radikal tiretmektedir. OH® radikalinin en 6nemli etkisi DNA {izerinde
hasara sebep olmasidir. Oksidatif stres ile hasara ugrayan protein ve lipitler tamir
edilebilmektedir. Fakat DNA hasara ugradiginda, eger tamir edilmezse, bu hasar gelecek
nesillere aktarilabilmektedir (64). OH® radikali organik molekiillere katilabilmekte ya da
elektron koparabilmektedir. Bu reaksiyonlar1 niikleik asitlerle de olabilmektedir. OH*
heterosiklik DNA bazlarinin ¢ift baglarima katilabilmektedir. Ayrica timinin metil
grubundan ve/veya 2'-deoksiribozun her bir C-H baglarindan bir H atomu koparmaktadir
(64). Protein, gegis metal iyonunu 6zel bir bolgeden baglamaktadir. Bu bolgede gegis
metal iyonu H,0O ile reaksiyona girerek OH" radikalini olusturmaktadir. OH" radikali de
hasar verici etkisini metal baglanma bolgesinde veya ona yakin bolgelerde meydana
getirmektedir. Proteinlere olan serbest radikal ataklari peroksitlerin ve karbonillerin
olusumu ile sonuglanmaktadir. Radikaller eslesmemis elektronlar1 eslestirme
(karsisindaki atom ya da molekiilden elektron alma veya verme) egiliminde olduklar
icin kararsizdirlar. Bu kararsizliklart onlarin kimyasal olarak aktif olmalarinin nedenidir.
Oksijen, radyasyona maruz birakilan hayvan ve bakteri hiicre kiiltiirlerindeki radyasyon
hasarini artirmaktadir.
1.2.5.3.1. DNA Uzerine Etkisi

DNA’da tek ve ¢ift zincir kiriklari, abazik alanlar, baz modifikasyonlar: (baz
katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme) ve seker hasarlari oksidatif hasara bagl olarak
meydana gelmektedir. Bunlarin yaninda DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma,
DNA’nin antijenik karakter kazanmasi, anti-DNA antikorlar1 olusmasi da oksidatif hasar
sonucu olusabilmektedir (68). OH® radikalinin reaktivitesi ¢ok yiiksek olmasina ragmen
hiicre iginde diffiize olarak niikleusa ge¢me olasilig1 oldukca diigiiktiir. Fakat OH®
radikalinin olusturdugu H,0, membran: kolayca gecerek nukleusta OH® radikaline
dontismekte ve DNA hasarima neden olabilmektedir. Tim DNA bazlarina yapigsma

Ozelligine sahip olan OH" radikali 6zellikle guanin tiirevli irtinler olusturmaktadir (69).

14



UV radyasyon enerjisi hiicresel DNA’larca absorbe edilerek, yan yana bulunan
timin bazlar1 arasinda kimyasal kovalent baglar olusturarak, timin dimerleri meydana
getirmektedir (Sekil 1.6). Olusan bu timin dimerleri hiicresel UV hasarinin baslica
mekanizmasini olusturmaktadir. Bu hasar DNA’nin dogal heliks yapisin1 bozarak DNA
iplikciklerinde katlanmalara neden olmaktadir. Bu durum hiicre bdliinme oncesi
kromozom replikasyonunu gii¢lestirmektedir. Bu duruma ragmen kromozom
replikasyonu gerceklesen hiicreler lireyemeyen mutant hiicrelere dontismektedir. Timin
dimerlerinin yagamsal fonksiyonu olan genlerde meydana gelmesi 6liimciil olmaktadir.
UV smlarmin  dozunun artmasit durumunda timin dimerleri yami sira, sitozin
dimerlerinin de olusumu gézlenmektedir.  Mikroorganizmalarin UV-B ile muamelesi
sonucu en fazla toksik etki DNA’da goriilmektedir. Bu durum 315 nm altindaki 1sinlari
DNA’nin kuvvetli bir sekilde absorbe etmesi ile aciklanabilir. Bu durumda en fazla
olusan iiriin siklobiitan pirimidin dimerleri (CPD)’dir (70). CPD olusumu RNA
transkripsiyonunu ve DNA sentezinini engellemektedir. UV-C (200-280 nm) 1sinlari
direkt germisidal etkiye sebep olmaktadir. Inaktivasyon mekanizmasi 254 nm dalga
boyunda yayilan 1518in mikroorganizmanin hiicre duvarindan gegerek DNA’nin
dimerlesmesine neden olmasi ile agiklanir. Bu durum transkripsiyon ve replikasyon

mekanizmasinin bloke olmasi ve hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir (71).

)

-

Ty

Sekil 1.6 UV 1sinlarinin DNA’ya etkisi (52)

1.2.5.3.2. Proteinler Uzerine Etkisi

UV etkisi ile olusan serbest radikaller proteinlerde oksidasyona sebep
olmaktadir. Bu tiir hasara ugramis proteinler ileri derecede oksitlenmis proteinler

(IDOP) olarak adlandirilmaktadir. Protein oksidasyonu, reaktif oksijen tiirleri (OH",

15



H,0, gibi) ile direkt veya oksidatif stresin sekonder iiriinleri ile reaksiyonu sonucu
indirekt olarak olusabilmektedir. Her iki durumda da proteinlerin kovalent
modifikasyonu s6z konusudur (72). Aminoasit a karbonundan bir H atomunun OH*’a
baglanarak ayrilmasi ve proteinin ana yapisinda degisime neden olmaktadir. Yapisi
degismis bu proteinler karbon merkezli radikal olarak tanimlanmaktadir. Oksijen
varliginda bu tiir proteinler hizlica peroksil radikaline doniismektedir. Proteinlerde
olusan karbonil gruplar1 diger karbonil tiirevleri ile etkilesime girebilir. Bu tiirevlere
ketoaminler, ketoaldehitler ve deoksiozonlar 6rnek verilebilir. Bu reaksiyon sonucunda
sekerlerin indirgenmesi ya da lizin kalintilarinin oksitlenmesi meydana gelir. Bununla
birlikte Gardner ve arkadaslari (73), aktif merkezde Fe ya da S kiimeleri iceren
proteinlerin oksitlenmeye daha c¢ok duyarli oldugunu rapor etmislerdir. Bu tiir
degisimlerin kiimiilatif etkisi sonucu proteinlerde fragmantasyon, ¢apraz baglanmalar ve
proteinlerin agregasyon meydana gelmektedir.

Yapilari bozulan proteinler fonksiyonlarmi yerine getiremezler ve g¢esitli
metabolik yollarda aksamalar meydana gelir. Bununla birlikte protein-reseptor
baglanmasinda, sinyal ileti mekanizmasinda, transport sistemlerinde, hiicre-hiicre
iletisiminde ve enzimlerin rol oynadig: hiicresel olaylarda aksamalar da goriilmektedir
(74). Katalitik aktivite kaybi, aminoasit degisikligi, karbonil grubu olusumu, floresans
ozellikte degisiklik, par¢alanma, protein-protein ¢apraz bag olusumu, proteolitik
duyarhilikta artis ve S-S kiipriilerinin olusumu UV 15181 etkisi ile proteinlerde en sik
rastlanan anormalliklerden bazilaridir (Tablo 1.1). Pek ¢ok proteindeki sistein
aminoasitleri indirgenmis halde bulunmaktadir. Oksidatif stres varliginda sistein
aminoasitleri yiikseltgenerek distilfit baglar1 olusmaktadir. Bu duruma geri doniistimlii
bir oksidasyon olan disiilfit stresi denilmektedir. Mikroorgaznimalarda soxRS ve OxyR
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ile zararli oksidanlarin temizlenebilmesi bu

stresi geri dontlistimlii kilmaktadir (75).
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Tablo 1.1 Aminoasitlerden UV 15181 etkisi ile olusan okside tirtinler (76,77)

Amino asit Oksidasyon Uriinleri

Arjinin Glutamik semialdehit

Sistein Disulfiirler, Sisteik asit

Glutamil Oksalik asit, pirtivik asit

Histidin 2-Oksohistidin, asparagin, aspartik asit

Lizin 2-Aminoadipik semialdehit

Metionin Metionin siilfoksit, metionin stilfon

Fenilalanin 2,3-dihidroksifenilalanin, 2-, 3- ve 4-hidroksifenilalanin
Prolin 2-pirolidon, 4- ve 5-hidroksi prolinpiro glutamik asit
Treonin 2-Amino-3-ketobiitirik asit

Triptofan 2-, 4-, 5-, 6-, 3-hidroksikiniirenin, formilkinurenin
Tirozin 3,4-Dihidroksifenil alanin, Tyr-Tyr ¢apraz baglantilar

1.2.5.3.3. Hiicre Zan ve Lipid Uzerine Etkisi

Organizmada olusan kuvvetli oksitleyici bir radikalin membran yapisinda
bulunan ¢oklu doymamis yag asidi zincirindeki metilen gruplarindan bir hidrojen atomu
uzaklastirmas: ile lipid peroksidasyonu baslamaktadir. Hidroksil radikali lipid
peroksidasyonunu bagslatan radikaldir. Lipid peroksidasyonu membran yap: ve
biitiinligiiniin bozulmasi, olusan serbest radikallerin, gesitli hiicre bilesenleri iizerine
etkisi ve son driinlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarina neden
olmaktadir (78). Lipid peroksidasyonu bir zincir tepkimesi seklinde baslamaktadir.
Ayrica daha ileri peroksidasyonu baglatacak serbest radikaller i¢in kesintisiz bir kaynak
olusturmaktadir. Bu zincir reaksiyonlarin kendi kendini devam etmesi hiicre membran
hasarinin geri doniisiimsiiz olmasina neden olmaktadir. Lipid radikali (L") hidrojen
atomunun uzaklastirilmas: sonucu olusan karasiz bir yapidir. Yapiya molekiiler
oksijenin girmesi sonucu lipid peroksit radikali (LOO') olusmaktadir. Bu radikaller de
membran yapisindaki diger c¢cok doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipid
radikallerinin olusumuna neden olmaktadirlar. Tiim bu reaksiyonlar sonucunda olusan

trtinlerin pek ¢ogu oldukg¢a reaktiftir. Lipid peroksidasyonu sonucunda ortaya g¢ikan
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cesitli aldehitlerden en iyi bilinenleri malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal
(HNE)’dir. Bu bilesikler ya hiicresel olarak metabolize olurlar ya da baglangigta etkili
olduklar: bolgeden diffiize olup hasari hiicrenin diger béliimlerine yayarlar (78). MDA
Olgimii ile lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Lipid
peroksidasyon siireci baslama, uzama ve bitis olmak iizere {i¢ boliimden olusur (79).
Lipid peroksidasyonunun temel agamalar1 ve bu sirada olusan bazi toksik bilesikler Sekil

1.7°de goriilmektedir.

R H,O
E/ + "OH ‘L, 4
H

= Radikalik Lipid

Dovmamias Lipid
02
R R R
% % = Z
OOH H oo "

Lipid peroksit

Sekil 1.7 Arasidonik asidin oto-oksidasyonu mekanizmasi (80)
1.2.5.4. UV’ye Karsi Gelistirilen Mikrobiyal Adaptasyonlar
1.2.5.4.1. DNA Hasarma Karsi Olusturulan Adaptasyonlar

250-260 nm (253.7 nm) dalga boyu UV 1s1n1imin en biiylik antimikrobik etkinligi
bolgesindedir (81). Bu dalga boyu, DNA tarafindan en etkin sekilde absorbe edilen
dalga boyudur. Bu isinlar proteinlerin ve niikleik asitlerin 6zel affiniteleri nedeniyle

kolayca absorbe edilirler. Ozellikle UV 15181 bir DNA zincirine ¢arptig1 zaman piirin ve
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pirimidin molekiilleri tarafindan absorbe edilmektedir. Bu absorbsiyon sonucunda baz
modifikasyonlari, tek zincir kiriklar1 ya da anormal baz eslesmesi gibi durumlar ortaya
cikabilmektedir (82). Spor olusturan mikroorganizmalar UV’den sporulasyon siirecinde
olusan proteinler araciligr ile korunmaktadir (83). Bu spor proteinleri DNA’ya
baglanarak konfigiirasyonu stabil hale getirmektedir. Boylece timin-timin dimerlerinin
olusumu zorlagmaktadir. Bakteriler UV zararina cevap olarak farkli DNA tamir yollari
gelistirmektedir. Bunlar fotoenzimatik tamir, kesip ¢ikarma tamiri ve rekombinasyonel
tamirdir (postreplikasyon tamiri). Fotoenzimatik enerji kaynagi olarak yakin-UV ya da
gorlinlir 151k kullanildiginda, tek bir enzim (photoliyaz) tarafindan CPD’nin direkt
monomerizasyonunu i¢cermektedir (84). Fotoenzimatik tamir, UV-A ya da fotosentetik
olarak aktif radyasyon (FAR) ile ikinci bir muameleden sonra UV-B’ye maruz birakilan
sucul bakteriyoplanktonlarda gozlenmistir (85). UV 15181 ve ¢esitli kimyasal mutajenler
araciligiyla olusan mutasyona E. coli bakterisi SOS cevabinin uyarilmasiyla karsilik
vermektedir (86). SOS cevabi yaklagik 30 genin expressiyonunu koordine eden genel bir
cevap mekanizmasidir (87). Ayrica SOS mekanizmasinin genel fonksiyonu DNA
zararinin ortaya ¢ikmasindan sonra hiicresel yasamin devamliligini saglamaktir. Bu olay
LexA ve RecA proteinlerinin igbirligiyle kontrol edilir ve SOS regulonunun
transkripsiyonel represorii LexA’dir (86). Fotoreaktivasyon, UV isinlamasindan sonra
bakteri hiicreleri hemen goriilebilen 1sinlara (300-400 nm dalga boyu) tutulursa, UV-
1sinlarinin letal etkileri azalir. Bu olay, UV-1sinlamasi sonu olusan primidin dimerlerinin
goriilebilen 1sinlarca aktive edilen 6zel enzimler tarafindan hidrolize edilmesiyle
sonuclanir. Boylece, dimerler ortadan kaldirilarak bozukluk tamir edilir. Sigella gibi bazi
bakteriyel patojenler fotoreaktivasyon sistemine sahiptir. Fakat virlisler ve bazi
bakterilerde bu mekanizma yoktur. Isikta yapilan bu tamir mekanizmasi yani sira
bakterilerde, karanlikla is gorebilen ve dimerizasyonu gideren diger bir tamir sistemi
daha bulunmaktadir (88). Bu mekanizmada 4 enzim gorev alir. Bunlar endoniikleaz,
ekzoniikleaz, DNA polimeraz, poliniikleotid ligaz’dir. Bu enzimler bozulan bdlgeyi
tamir ederler. Bu sistemde timin dimerleri tagiyan kisa DNA zincirleri kesilip atilir.
Onarim belli bir siirede yapilabilir, bu siire i¢inde onarim olmazsa, hasar geri

doniistimstiz olacaktir.
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1.2.5.4.2. Protein Hasarma Karsi Gelistirilen Adaptasyonlar

Hiicresel diizeyde proteinler reaktif oksijen tiirlerine maruz kaldiklar1 zaman
aminoasit yan zincirleri arasinda modifikasyonlar meydana getirir. Dolayisiyla protein
yapisinda degisimler olusmaktadir. Bu modifikasyonlar hiicre metabolizmasini bozarak
fonksiyonel degisimlere yol agmaktadir. 20. yy’in son on yilinda nérodejenetif diyabet,
ateroskleroz ve yaslanma gibi cesitli hastaliklar oksidatif hasara ugramis proteinlerden
kaynaklanmaktadir (77). Hasara bagli olarak proteinin i¢ kisminda bulunan hidrofobik
bolgeler yiizeye tasinmaktadir. Protein yiizeyinde artan hidrofobiklik ile proteinlerin
proteolitik degredasyonunu artirmaktadir. Bu yolla hasarli proteinler hiicreden
temizlenmis olmaktadir. E. coli’de oksitlenmis proteinleri par¢alayan ATP’den bagimsiz
proteinazlar mevcut oldugu rapor edilmektedir (89). Okaryotik hiicrelerde, hiicre igi
hasarli proteinler lizozomal olmayan proteozom denilen multikatalitik proteinaz
kompleks tarafindan pargalanmaktadir (90). Oksidatif stresle indiiklenen disiilfit
baglarinin olusumu Hsp33 saperon aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu saperonlar
okside proteinleri ¢oziinebilir tutmada ve proteinleri korumada gérev yapmaktadir (91).
Bununla birlikte pek ¢ok hiicrede hasara kars1 glutatyon (GSH) diizeyi artmaktadir. GSH
birgok hiicrede bulunan ve hiicrelerin fonksiyonel proteinlerini oksidan ajanlara karsi
koruyan bir tripeptitdir (92). Hiicrede milimolar derisimde bulunan GSH primer olarak
rediikte formda bulunmaktadir. Indirgenmis GSH’1n yiikseltgenmesiyle okside formda
distilfid glutatyon dimeri (GSSG) olusmaktadir (93). GSH’in hiicresel seviyesi
aminoasit transporterlari, y-glutamil transpeptidaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
sentetaz ve glutatyon rediiktazi iceren ¢oklu bir enzim sistemi tarafindan korunmaktadir
(94). GSH antioksidan bir radikal tutucusu (scavenger) gibi davranarak pek ¢ok protein
ve enzimi oksidasyona karsi korumaktadir. GSH hiicre savunmasinda antioksidan olarak
rol oynamasi disinda DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi,
hiicre i¢i ve dis1 transportlar gibi hiicresel fonksiyonlarda da énemli rolii bulunmaktadir
(95). GSH, oksidatif stres, elektrofilik stres ve radyasyona karsi hiicrelerin
korunmasinda gorev alir. Bu nedenle UV stresine karsi hiicrelerde glutatyon diizeyinin

dengede tutulmasi oldukg¢a 6nemlidir (96).
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Oksidatif stres kosullarinda GSH diizeyinin 4 ana siiregle degisebilecegi 6n
goriilmektedir (97). Bu asamalar GSH nin GSSG’ye oksidasyonu, GSH nin proteinlerle
birleserek karisik disiilfitler olusturmasi, glutatyon transferazlarin katalizledigi
konjugasyon reaksiyonlarindan sonra hiicre disina aktif olarak pompalanmasi ve
glutamil transpeptidazlarin etkisiyle GSH yikimidir. Oksidatif stres siirecinde, GSH
diizeyi azalirken, GSSG artar. Bu durumda biriken H,O, ve organik hidroperoksitler
glutatyon peroksidaz ve rediiktaz etkisiyle ortadan kaldirilirlar. Bu bilesigin aktif bir
sekilde hiicre disina ¢ikarilmas1 GSH tiikkenmesine yol agmaktadir. Reaksiyonlar sonucu
olusan GSSG, NADPH’nin de kullanildig1 bir reaksiyonla tekrar GSH’a ¢evrilir (98).
Reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonundan baska, GSH, protein agregatlarinin
olusumuna, Kompleks I aktivitesinin inhibisyonuna, mitokondriyal diizensizliklere ve

lipid peroksidasyonuna kars1 hiicreleri korumaktadir (99).
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Sekil 1.8 Oksidatif stresten korunmada GSH’in antioksidan fonksiyonlarinin sematik
gosterimi (99)
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1.3. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Bu caligmada mikroorganizmalar tarafindan UV stresine karsi gelistirilen
adaptasyonlar arastirilmistir. Hedef mikroorganizma olarak Fusarium ve E. coli
secilmistir. Stres adaptasyonlar1 baslikli ¢alismalar Fusarium tiirleri ile heniiz yeterince
aragtirllmamistir.  Fusarium tiirleri ilk kez 1821°de Link ex Gray tarafindan
tanimlanmistir.  Fusarium cinsi funguslar tiir sayilarinin fazla ve enfekte ettigi
konukgularin genis olmalar1 nedeniyle biiyiik 6neme sahiptirler (100). Fusarium tiirleri
tim diinyada, toprak, bitki, bitki artiklari, hava, su ve g¢esitli biyofilm tabakasinda
bulunan filament6z funguslardir (101). Fusarium’un normal mikroflorasi piring, fasulye
ve diger ekinlerdir. Fusarium tiirleri oncelikle bitki patojeni olmakla beraber, insanlarda
ve hayvanlarda da nadir infeksiyon etkenidirler. Insanlarda infeksiyon etkeni olarak en
stk saptanan tiirler: F. solani (olgularin yaklasik %50’si), F. oxysporum (olgularin
(olgularin yaklasik %10’u)’dir. Insanlarda, Fusarium tiirleri igerisinde F. solani keratit
etkeni olarak, F. oxysporum onikomikoz etkeni olarak siklikla saptanmaktadir (102,103).
Baz1 Fusarium tiirlerinin olusturdugu toksinler ile kontamine besinlerin alimi sonrasi,
hem insanlarda hem de hayvanlarda mikotoksikoz goriilmektedir (103). Fusarium
toksinleri ile kontamine olmus tahillarin uzun siire tiikketimiyle alerjik semptomlarin

artmasina ya da kanserojenik etkiye neden olmaktadir. Insanlar igin en &ldiiriicii ve en

direngli Fusarium solani’dir.

Sekil 1.9 Fusarium moniliforme kolonisi (a), Fusarium semitectum kolonisi (b),
Fusarium culmorum kolonisi (c), Fusarium proliferatum kolonisi (d), E. coli kolonisi (e)
(104-108)
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Fusarium proliferatum kolonileri 25°C’de Potato Dextrose Agar (PDA)’ da 8
giinde 6.5-8.5 cm capa ulagsmaktadir (Sekil 1.9.d). Mikrokonidiler, genellikle tek hiicreli,
nadiren tek septali clevete olup, uzun zincir veya kiime seklinde havai misillerdeki
lateral konidiforlarda olusurlar. Klamidospor bulunmamaktadir. Fusarium culmorum bir
bitki patojenidir. Koloniler PDA’da hizla biiyiimektedir (Sekil 1.9.c). Havai misel, sar1
kahverengi veya soluk turuncu beyazimsi, ancak yasla birlikte kahverengi-kirmizi renge
dontismektedir. Isik ve sicaklik kosullar1 altinda, alternatif, spor kitlelerin halkalar bir
izolat tarafindan olusturulabilmektedir (109). Misirda bulunan Fusarium moniliforme
(Sekil 1.9.a) ve Fusarium proliferatum’un {irettigi mikotoksin fumonisin olarak
adlandirilmaktadir. Sekil 1.10 ve sekil 1.11° da fumonisin grubunun baslica toksinleri

olan FB1 ve FB2’nin yapilar1 gézlenmektedir (110).

(IZOCHZCHCHz COOH
O COOH OH OH

H3
H3C
CH3 (I) CH3z OH NH >

COCH,>CHCH,COOH
COOH

Fumonisin B 1
Sekil 1.10 Fumonisin B1’in yapis1 (111)

Fumonisinler toksik etkilerini gdstermek icin metabolik aktivasyona ihtiyag
duymayan bilesiklerdir. Daha ¢ok FB1 ve FB2 olmak iizere fumonisinlerin, hayvanlar
tizerinde tliire bagli olarak norotoksisite, hepatotoksisite, nefrotoksisite,
immiinosupresyon (ve bazen de immiinostimulasyon), gelisim bozukluklari, karaciger
tiimorleri olmak tizere cesitli toksik etkileri vardir. FB1’in sfingolipid biyosentezinden
farkli olarak palmitik asit olusumunu degistirerek hiicresel lipid sentezini etkiledigi
gbzlenmistir. Bu nedenle fumonisinler membran bilesenleri, yag asiti havuzu ve uzun

zincirli yag asitlerinin hiicre i¢inde akiimiilasyonu iizerinde Onemli etkilere neden
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olabilir. Bu etkiler membran yapilarinin biitiinliigiinii bozar ve hiicre Oliimiyle

sonuglanir.

COCH, CHCH,COOH
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Sekil 1.11 Fumonisin B2 nin yapis1 (111)

E. coli, gram negatif comak seklinde sporsuz bir bakteridir. Pek ¢ok E. coli susu
polisakkarit yapisinda M antijeni iceren bir mikrokapsiill veya yine polisakkarit
yapisinda K antijenlerini igeren balgik tabakasi igermektedir (112). E. coli peptonlu su,
buyyon ve jeloz gibi zenginlestirilmemis besiyerlerinde fakiiltatif anaerob olarak
tiremektedir. Optimal tireme 37°C’de, notral pH’da gerceklesmektedir. 44°C’de laktozu
fermente edebilmesi ve indol olusturmasi diger koliform laktozu fermente eden
bakterilerden ayirt edilmesinde kullanilmaktadir (113). Kat1 besiyerlerinde 24 saatte
diizglin kenarli, ortast kalkik, 2-3 mm capinda, pigmentsiz koloniler olusturmaktadir
(Sekil 1.9.¢). E. coli’nin 6nemli biyokimyasal oOzellikleri glikozdan asit ve gaz
olusturmasi; laktoz, D-mannitol, D-sorbitol, L-arabinoz, L-ramnoz, maltoz, D-ksiloz,
trehaloz ve D-mannozu fermente etmesi; adonitol, inositol, sellobioz, eritrol, D-arabitolu
fermente etmemesi; nitrati indirgemesi; katalaz, metil kirmizisi, lizindekarboksilaz,

25°C'de DNaz deneylerinin negatif olmasi; indol olusturmasi; H,S, iireaz olusturmamast
olarak belirtilebilir (112,113).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Mikroorganizmalar

Calismada kullanilacak olan mikroorganizma kiiltiirleri Kirikkale Universitesi,
Biyoloji Boliimii kiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Mikroorganizmalarin
cogaltilmasi steril Mueller-Hinton Broth (MHB) besiyerinde gerceklestirilmistir (Niive
EN500). Kiiltiirler calkalamali inkiibatér de (Handy LAB NB-205) 25°C’de 110 rpm
calkalama hizinda 7 giin boyunca inkiibe edilmistir. Mikroorganizma stok kiiltiirleri ise
Potato Dextrose Agar (PDA) besiyerinde hazirlanarak +4°C’de saklanmis ve tiim deney

sliresince yenilenmistir.
2.2. UV Uygulamasi ve Hiicre Homojenatlarinin Eldesi

Tim deneyler iki set halinde gerceklestirilmistir. Kontrol grubu sette tim
mikroorganizmalar 25°C’de steril ortamda inkiibe edilirken, UV uygulamasi alan
mikroorganizmalar 25°C’de UV 1181 varliginda 7 giin siireyle inkiibe edilmistir. UV
uygulamasi i¢in kiiltiirler UV cihazina (UVGL-58 Handheld UV lamp) yerlestirilmis ve
99 Joule enerji seviyesi/254 nm dalga boyunda UV uygulamasi gergeklestirilmistir.
Uygulama siiresi sonunda kiiltiirler santrifiij (Hettich EBA-20) edilirek hiicre pelletleri
elde edilmistir. Pelletler steril 6 mL etanol ile bir kez homojenize edilmis ve
santrifiijlenmigtir. Santrifiijleme sonrasinda elde edilen siipernatantlar GSH, protein,

IDOP, MDA ve lipid komposizyonu tayinin de kullanilmustir.
2.3. Protein Tayini

Protein tayini kiiltirlerin  homojenizasyonu sonrasinda elde edilen
slipernatantlarda gerceklestirilmistir. Protein tayini Teco Diagnostic ticari kit (Total
Protein Reagent Set, Teco Diagnostics, Anaheim, CA 92807) kullanilarak
spektofotometrik  (SHIMADZU-1240) yontemle 540 nm dalga boyunda

2+
gerceklestirilmistir. Tayin yonteminin prensibi proteinlerin alkali ortamda Cu ' Iyonuna
baglanarak mor renkli Cu-protein kompleksi olusumuna dayanmaktadir. Reaksiyon

sonucunda olusan mor renkli kompleks spektrofotometrede 540 nm’de analiz edilerek
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protein konsantrasyonu belirlenmektedir (114). Standart olarak 2-10 mg.ml™ araliginda

albumin ¢ozeltisi kullanilmis ve kalibrasyon grafigi (Ek-1) elde edilmistir.

2.4. leri Derecede Oksidasyon Protein (IDOP) Tayini

IDOP &l¢iimii Witko-Tarsat ve arkadaslarmim (115) tanimladig1 ydnteme gore
yapilmistir. Calisma Oncesinde oda 1sisina getirilen Orneklerden 10 pL alinmis ve
tizerine 160 pL. PBS tamponu eklenip, karistirilarak 25 sn inkiibe edilmistir. Siire
sonunda karigima 20 pL reaktif I eklenip, 25 sn inkiibe edilmistir. Son olarak 10 pL
reaktif I eklenmis ve tekrar 25 sn inkiibe edilip absorbans 340 nm’de okunmustur.
Chloramine-T 100-1000 umol.L™ arahiginda standart olarak kullanilmis ve kalibrasyon
grafigi (Ek-2) elde edilmistir.

Cozeltiler
Reaktif | (Asetik asit): % 96 v.v™'olacak sekilde hazirlanmistir.

Reaktif 11 (KI): 1.16 mol.L™ olacak sekilde hesaplanmis ve PBS (20 mmol.L™, pH:7.4)

ile 1 litreye tamamlanmaistir.

Tampon: PBS (20 mmol.L", pH: 7.4) hazirlanmasi: Na,HPO,’ den 5.796 gr,
KH,PO4’den 0.52g ve NaCl’den 8.71 g tartilmis ve distile su ile 1 litreye
tamamlanilmistir.

2.5. GSH Tayini

GSH tayini Beutler ve arkadaslarimin (116), rapor ettigi ydnteme gore
gerceklestirilmistir. Bu amacla her bir homojenattan 0.75 mL tiipe alinmis ve iizerine 0.3
mL Reaktif 1 konularak vortekslenmis (Velp SCIENTIFICA) ve oda sicaklifinda 5
dakika bekletilmistir. 3000 rpm’de 10 dakika sanrifiijleme (Sigma 1-14 sartorius) islemi
sonrasinda siipernatantdan 0.5 mL bagka bir tlipe aktarilmistir. Siipernatant {izerine 2 mL
Reaktif II eklenerek vortekslenmistir. Karisim tizerine 0.25 mL Reaktif Il eklenerek 412
nm’de spektrofotometrik analiz gergeklestirilmistir. Standart olarak 0.01-0.1 mg.ml™*
araliginda GSH c¢ozeltileri kullanilmis ve kalibrasyon grafigi (Ek-3) elde edilmistir
(116,117).
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Cozeltiler

Reaktif I: 1.67 g meta fosforik asit, 0.2 g EDTA sodyum tuzu ve 30 g NaCl tartilarak bir

miktar distile suda ¢oziilerek son hacim distile su ile 100 mL’ ye tamamlanmastir.

Reaktif 11: 5.34 g Na;HPO,4.2H,0 tartilarak bir miktar distile su ile ¢dzerek son hacim

distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

Reaktif III: 40 mg DTNB ile 1 g sodyum sitrat tartilarak bir miktar suda ¢oziilmiis ve

son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
2.6. MDA Diizeyi

MDA analizi Yoshioka ve arkadaslarmin (118), bildirdigi yonteme gore
yapilmistir. Bu yontem MDA ve tiyobarbiitirik asit (TBA)’in asidik ve sicak ortamda
pembe bir kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir. Ornek ve kontrol grubuna ait
orneklerden alinan 0.5 mL iizerine 2.5 mL, %20’lik triklorasetik asit (TCA) ilave
edilmistir. Tipler su banyosunda (Niive ST402) 15 dakika kaynatilmis ve
sogutulmustur. 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij sonrasinda 2 mL siipernatant iizerine 1
mL TBA ilave edilmistir. Su banyosunda 15 dk kaynatma islemi sonrasinda tiipler
sogumaya birakilmistir. Ornek ve standart absorbansi spektrofotometrik olarak 532
nm’de okunmustur. Kalibrasyon egrisini ¢izmek i¢in standart madde olarak kullanilan
tetractoksi propan (TEP)’m suda 1.25-20 nmol.mI™ araliginda ¢ézeltiler hazirlanmistir.
Kalibrasyon egrisi (EK-4) konsantrasyona karsi absorbans degerleri yerine konularak
cizilmistir.

Cozeltiler

Triklorasetik asit (% 10): 10 g triklorasetik asit (TCA) alinmis, bir miktar distile suda

¢0ziilmiis ve hacim 100 mL’ye tamamlanmaistir.

Tiyobarbiitirik asit (% 0.67) : 8 g NaOH 200 mL distile suda ¢oziilmistiir. 1.675 g
tiyobarbiitirik asit alinmig, 200 mL’lik NaOH’da ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye

tamamlanmistir.
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2.7. Yag Asidi Analizi
2.7.1. Lipid Ekstraksiyonu

Lipid ekstraksiyonu saponifikasyon, metilasyon, eksraksiyon ve bazik yikama

olmak iizere dort asamada gerceklestirilmistir.
2.7.1.1. Sapofinikasyon

Hiicre kiltiirii iceren test tiiplerine 5 mL ¢ozelti 1 ilave edilerek 5-10 sn
vortekslenmis ve 5 dk siireyle 100°C’lik su banyosunda inkiibe edilmistir. Siire sonunda
tiipler tekrar 5-10 sn vortekslenerek 100°C’de 25 dk bekletilmis ve hizli bir sekilde
sogutulmustur. Bu muamele ile canli hiicreler pargalanarak, yag asitlerinin serbest

kalmas1 saglanmgtir.
2.7.1.2. Metilasyon

Saponifikasyon sonrasinda test tiiplerine 2 mL ¢ozelti II eklenerek 5-10 sn
vortekslenmistir. 80°C’de 10 dk siireyle su banyosunda bekletilmis ve hemen 2 dk
siireyle buz veya soguk su igerisinde sogutulmustur. Yag asitlerinden yag asit metil

esterler elde edilmistir.
2.7.1.3. Ekstraksiyon

Metilasyon sonrasinda tiiplere 1.25 mL c¢ozelti I eklenerek calkalamali
inkiibatorde 10 dk siireyle inkiibe edilmistir. Bu asama ile alt kisimda inorganik iist
kisimda da organik sivi fazlari olmak iizere iki ayr1 faz olusmustur. Pastor pipeti

kullanarak tiiplerin alt kismindaki asidik faz atilmis ve organik faz muhafaza edilmistir.
2.7.1.4. Bazik Yikama

Lipid ekstraksiyonunun son isleminde bazik yikama gergeklestirimistir. Bu
amacla her tiipe 3 mL ¢ozelti IV ilave edilerek, 5 dk siire ile ¢alkalandiktan sonra 10 dk
oda sicakliginda bekletilmistir. Tiip igerisinde yeni iki faz olusmustur. Ust fazda
depolanan ve yag asidi metil esteri igeren faz pastor pipeti ile almarak 2 mL’lik gaz

kromotografi tiiplerine transfer edilmis ve agizlari sikica kapatilmistir.
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Cozeltiler

Cozelti 1 (Saponifikasyon ayraci): Sodyum hidroksit (ACS) 45 gr, Metanol (HPLC
saflikta) 150 mL, distile su 150 mL ile hazirlanmistir.

Cozelti II (Metillestirme ayraci1): Hidroklorik asit (6N) 325 mL, Metanol (HPLC
saflikta) 275 mL ile hazirlanmistir.

Cozelti 11T (Ekstraksiyon ayraci): Heksan (HPLC saflikta) 200 mL, Metil tert-butil-eter
(HPLC saflikta) 200 mL hazirlanmas.

Cozelti IV (bazik yikama): Sodyum hidroksit (ACS) 10.8 gr, distile su 900 mL ile

hazirlanmstir.
2.7.2. GC-MS Analiz Kosullari

Lipitlerin metil esterlerine doniistiiriilmesi ve ekstraksiyonu sonrasinda lipid
profilinin belirlenmesi amaciyla gaz kromatografisi analizi gergeklestirilmistir. Bu
amacla Flame Ionizing Detector (FID) ve MN FFAP (50 m x 0.32 mm i.d.; 0.25 pum)
kolonu kullanilmistir. Dedektdr ve enjeksiyon sicakligi 250°C, tasiyict gaz azot (40
mL.dak.'l), split oran1 60:1 olarak gergeklestirilmistir. Analiz kosullarina ait detaylar
Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1 GC-MS analiz kosullar1

Kolon Thermon-600 T capillary column(50 m x 0.25mm I.D.F)
Entegrator C-R4A

Tastyic1 gaz Azot

Split oran1 60:1

Sicaklik programi 70°C- 10 dakika / / 2-° / dakika, 180 —°C- 30 dakika
Dedektor FID

Dedektor sicaklig 250-°C

Enjeksiyon sicakligt ~ 250-°C
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3. ARASTIRMA BULGULARI

UV hiicrelerde makromolekiiller iizerine farkli diizeylerde etki etmektedir.
UV’den en cok etkilenen makromolekiillerin basinda proteinler, niikleik asitler ve
lipitler meydana gelmektedir. Bu ¢alismada da UV nin Fusarium moniliforme, Fusarium
proliferatum,  Fusarium  culmorum, Fusarium semitectum ve E. coli
mikroorganizmalarinda makromolekiiler diizeyde etkileri ve bu etkilere kars1 olusturulan

bazi cevaplar aragtirilmistir.
3.1. Protein Diizeyi

Proteinler,  hiicrede =~ UV  1s18&indan  onemli  derecede  etkilenen
makromolekiillerdendir. Bu nedenle calisma kapsaminda mikroorganizmalarda hiicre
protein diizeyi iizerine UV’nin etkisi Sekil 3.1°de verilmistir. Fusarium moniliforme
mantarinin protein diizeyi UV uygulanan grupta 57.04 mg.mL™, kontrol grubunda 47.81
mg.mL" bulunmustur. Fusarium moniliforme’de kontrol grubuna kiyasla UV uygulanan
grupta protein diizeyinin 1.19 kat arttigi belirlenmistir. Fusarium proliferatum’de de
benzer sonuglar gozlenmis ve protein diizeyinin kontrol grubuna gére, UV uygulan
grupta 1.09 kat arttig1 tespit edilmistir. Benzer sekilde kontrol gruplarina kiyasla protein
diizeylerinin Fusarium culmorum’da 1.24 Kat, Fusarium semitectum’da ise 4.31 kat
arttig1 tespit edilmistir. UV uygulamasi sonucunda protein diizeylerinde gozlenen en
yiiksek artisin Fusarium semitectum 'da meydana geldigi gézlenmektedir. E. coli’de ise
mantarlardan farkli olarak UV uygulamasi protein diizeyinde azalisa neden olmustur. E.
coli’ de protein diizeyi UV uygulanan grupta 9.02 mg.mL™, kontrol grubunda 10
mg.mL™ bulunmustur. Bu degerlere gére protein diizeyinin kontrol grubuna kiyasla UV

uygulanan grupta 1.11 kat azaldig1 gézlenmistir.
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Sekil 3.1 UV uygulamasinin mikroorganizmalarda protein diizeyi tizerine etkisi

3.2. Ileri Derecede Oksidasyon Protein (IDOP)

IDOP protein oksidasyonunun bir gdstergesidir. UV uygulanmis ve kontrol
grubuna ait mikroorganizmalarda IDOP diizeyleri Sekil 3.2’de verilmistir. UV
uygulamasindan sonra IDOP diizeylerinin test edilen tiim mikroorganizmalarda arttig1
belirlenmistir. Fusarium moniliforme mantarin IDOP diizeyi UV uygulanan grupta
844.29 pmol.L*, kontrol grubunda 40 pmol.L™ bulunmustur. Bu sonug ile Fusarium
moniliforme’de IDOP diizeyinin kontrol grubuna kiyasla, UV uygulanan grupta 21.11
kat arttig1 gozlenmistir. Benzer sekilde Fusarium proliferatum, Fusarium culmorum,
Fusarium semitectum ve E. coli’de IDOP diizeylerinin siras1 ile 50.93, 51.84, 5.36 ve
1.34 kat arttigi belirlenmistir. En yiiksek IDOP olusumu Fusarium culmorum da

gozlenirken, en diisiik IDOP olusumu E. coli’de gézlenmistir.

3.3. GSH Diizeyi

GSH hiicrede oksidatif hasara kars1 gelistirilen bir adaptasyon mekanizmasidir.
UV uygulanmis ve kontrol grubuna ait mikroorganizmalarda GSH diizeyleri Sekil 3.3’de

verilmistir. Fusarium moniliforme mantarinin UV uygulamasi ile GSH diizeyinin 0.02

31



mg.mL "’ den 0.04 mg.mL™" arttirdig1 belirlenmistir. Bu sonuca gére GSH diizeyinin 2

kat artt1g1 soylenebilir.
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Sekil 3.2 UV uygulamasinin mikroorganizmalarda IDOP diizeyi iizerine etkisi

Fusarium proliferatum’de ise UV uygulamasi ile GSH diizeyinin mantarin 0.04
mg.mL™"’den 0.08 mg.mL‘l’ye arttig1 goézlenmistir. Benzer seklide UV uygulamasi
sonucunda Fusarium culmorum’da GSH diizeyinin 2 kat, Fusarium semitectum’de ise
1.16 kat arttig1 belirlenmistir. E. coli ise GSH diizeyinin UV uygulanan grupta 0.04
mg.mL™, kontrol grubunda 0.03 mg.mL™ diizeyinde oldugu belirlenmistir. Bu degerlere

gore GSH diizeyinin kontrol grubuna gore 1.3 kat arttig1 tespit edilmistir.
3.4. MDA Diizeyi

MDA lipid peroksidasyonunun bir gostergesidir. UV uygulanmis ve kontrol
grubuna ait mikroorganizmalarda MDA diizeyleri Sekil 3.4’de verilmistir. Fusarium
moniliforme mantarinda MDA diizeyi UV uygulanan grupta 51.40 nmol.mL™, kontrol
grubunda ise 13.86 nmol.mL™ diizeyinde bulunmustur. Bu durumda Fusarium

moniliforme’de UV uygulamasinin MDA diizeyini 3.64 kat arttirdig1 gozlenmistir.
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Sekil 3.4 UV uygulamasinin mikroorganizmalarda MDA diizeyi iizerine etkisi

Fusarium proliferatum’da ise UV uygulamasi ile birlikte MDA diizeyinin 5.61

kat arttig1 tespit edilmistir. Test edilen diger mikroorganizmalarda da benzer sekilde

MDA diizeylerinde istatiksel agidan 6nemli artiglar belirlenmistir. Fusarium culmorum
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mantarinda UV uygulamasi ile MDA diizeyinin 15.44 nmol.mL™"’den 30.88 nmol.mL’
ldiizeyine ulastig1 gozlenmistir. Fusarium semitectum da ise 14.74 nmol.mL™"*den 33.33
nmol.mL™¢ bir artis oldugu tespit edilmistir. E. coli’de ise UV uygulamasi ile birlikte
MDA diizeyinin kontrol grubuna kiyasla 3.63 kat arttigi gézlenmistir ve bu artigin
istatiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir.

3.5. Yag Asidi Analizi

E. coli’de GS-MS kromatografisi total lipid profil sonuglari Sekil 3.5°de
verilmistir. UV  uygulamasi sonrasinda tiim mikroorganizmalarda total lipid
komposizyonunda belirgin farkliliklar belirlenmistir. Ozellikle doymus yag asidi
oranlarinda belirgin azalmalar gozlenmistir. Fungal mikroorganizmalarda 18C’lu lipid
komoposizyonu baskinken, E. coli’de lipid komposizyonunda yiiksek c¢esitlilik

gbzlenmistir.

Genel olarak UV wuygulamasi sonrasinda 16:0 ve 14:0 gibi doymus lipid
oranlarinda artiglar gdzlenirken bu azalmalarin istatiksel olarak Onemli oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Bununla birlikte 16:4 ve 18:3 doymamis lipid seviyesinde
onemli oranda azalmalar meydana geldigi gozlenmistir. Bu azalmalarin da istatiksel

olarak dnemli oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.6 UV uygulamasinin Fusarium moniliforme’de total lipid komposizyonu iizerine

etkisi
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Sekil 3.8 UV uygulamasinin Fusarium culmorum’da total lipid komposizyonu lizerine

etkisi
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Sekil 3.9 UV uygulamasinin Fusarium semitectum da total lipid komposizyonu iizerine

etkisi
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4. TARTISMA VE SONUC

Iyonlastirict radyasyon mikroorganizmalarin hiicre zarina, hiicre i¢i membranlara
zarar verir. Hiicre membraninin yapisinda yer alan fosfolipid tabakasina, lipoproteinlere,
glikoproteinlere, membran por ve kanallara, membranin iyon dengesine hasar verdigi
icin membranin kendine 6zgii gec¢irgenligini (permeabilitesini) bozmakta, istenmeyen
molekiiller, hiicre igerisindeki farkli kompartimanlardan gecerken kritik hedef bolgelerin
konfigiirasyonunun degisimine neden olmaktadir. Eger bir mikroorganizma iyonlastirici
1sinlara maruz kalir ve bunu tolere edemez ise ya Oliir ya da radyasyona direng
gelistirerek varyasyonlarmmin ortaya cikmasma neden olur. Bu kapsamda bu tez
calismasinda UV 1ginlarinin mikroorganizmalarda bazi biyokimyaal parametreler
tizerine etkisi incelenmigti. UV sonrasinda hiicre metabolizmasindaki degisimler

biyokimyasal parametrelerin 6l¢timii ile degerlendirilmistir.

UV-C’nin mikroorganizmalar iizerine etkisinin incelendigi ilk biyokimyasal
parametre total protein diizeyidir. UV uygulanan tiim mikroorganimalarda protein
diizeylerinin kontrol gruplarma kiyasla 6nemli derecede arttig1 belirlenmistir. UV ile
protein diizeylerinde izlenen artis en fazla Fusarium semitectum mantarinda
gbzlenmistir. UV’ nin mikroorganizmalarda protein diizeyi lizerine etkisi ayrintili olarak
calisiimamistir. Protein diizeyindeki bu artis UV ile hasara ugramis proteinlerin birikimi
ile agiklanabilir. Tiim tayin yontemleri protein varligna isaret etmektedir. Denatlire
proteinlerde bu tiir testlerde pozitif sonug verebilmektedir. UV etkisi ile hiicrede
anormal protein birikimi olusabilir. Bu sonusta hiicrede protein diizeyinin artis1 ile
sonuclanmaktadir. Bununla birlikte UV stresine karst hiicrelerde yeni proteinlerin
sentezi de protein diizeyinde artisa neden olabilmektedir. Bu hipotez literatiirde bazi
aragtiricilar tarafindan desteklenmektedir. Tamarit ve arkadaslari (119), oksidatif strese
bagl olarak bir grup oksitlenmis proteinin ortaya ¢iktigini rapor etmislerdir. Ayrica E.
coli hiicrelerinin hidrojen peroksit stresine maruz birakildiginda, alkol dehidrogenaz E,
uzama faktorii G, 1s1 sok proteini DnaK gibi temel proteinlerin sentezinde artis oldugunu

belirtmislerdir (119).
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IDOP oksitadif stres sonucu hasar goren proteinleri ifade etmektedir. Bu
calismada kontrol grubuna gore UV uygulanmis mikroorganizmalarda IDOP diizeyinin
yiiksek oldugu goriilmiistir. Bu sonu¢ total protein diizeyi ile korelasyon
gostermektedir. Ornegin UV uygulanmis Fusarium proliferatum mantarinda IDOP
diizeyi 1164.29 umol.L™ iken kontrol grubu Fusarium proliferatum’da bu diizey 22.86
umol.L ™ dir. Sonug olarak UV 1smmim IDOP diizeyini artirdigi gdzlenmistir. Bunun
nedeni UV etkisi ile olusan oksitatif hasarin proteinlerin yapisim1 degistirmesidir. Bu
hipotezi dogrulayan Costa ve arkadaslar (120), S. cerevisiae’de yaptiklar ¢aligmalarla,
bazi anahtar metabolik enzimlerin H,O, tarafindan karbonilasyona tesvik edildigi
bulmustur. Tamarit ve arkadaslart (119), siiperoksit radikal ajan olan menadion
uygulanmis hiicrelerde EF-G ve ATPaz proteinlerin yiiksek oranda okside oldugunu ve
hasar gordiiglinii rapor etmislerdir.

Glutatyon, oksidatif hasara karsi hiicreleri korumaktadir. Bu g¢alismada UV
uygulanan tiim mikroorganizmalarda GSH diizeylerinin kontrol gruplarina kiyasla
onemli derecede arttig1 tespit edilmistir. UV ile GSH diizeylerinde izlenen artis en fazla
Fusarium proliferatum mantarinda go6zlenmistir. GSH hiicrelerde rediikte halde
bulunmaktadir ve oksitlenme sonucunda hizla okside GSH formuna doniismektedir. Bu
yolla rediikte ve okside glutatyon diizeyleri siirekli bir degisim halindedir. Izawa ve
arkadaglart (121) S. cerevisiae’de hiicre i¢i glutatyon diizeyinin H,0;’ye karsi
olusturulan oksidatif stres cevabindaki rolii arastirmislardir. Bu arastirmada y -
glutamilsistein sentetaz (GSH-I) inhibisyonu sonucunda H,0O’ye duyarliligin arttigi ve
H,0;’ye karsi olugturulan uyumluluk cevabinin baskilandigi belirlemislerdir.

MDA seviyesi lipid peroksidasyonun bir Olgiisii olarak kabul edilir. Bu
calismada kontrole gére UV uygulanmis mikroorganizmalarda MDA diizeyinin yliksek
oldugu goézlenmistir. UV uygulanmuis E. coli’"de MDA diizeyi 55.44 nmol.mL™ iken
kontrol grubu da bu diizey 15.26 nmol.mL1’dir. MDA diizeyindeki artis UV
uygulamasi sonucu hiicrelerde olusan radikalik bilesiklerin lipitlerde peroksidasyona
sebep olmasi ile agiklanabilir. Oksidatif ajanlar hiicre zarlarina saldirarak zarda yikima
ve lipid peroksidasyonuna sebep olmaktadir. Lipid hidroperoksitleri ile nihai yikim
tirtinii olan diisiik molekiil agirlikli MDA lipid peroksidasyonunun indeksi olarak kabul

edilmektedir. MDA hiicre diizeyinde metabolize edilmekte ya da diffiize olmakta ve
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diger hiicrelerde hasar yaratmaktadir. MDA pek ¢ok hiicrede membran biitiinligliniin
bozulmasina neden olmakta ve bunun sonucunda lizozomal membranlarda yirtilmaya,
hiicre membran biitiinliigiiniin kaybina neden olmaktadir. Ayrica MDA proteinlerin
amino gruplarina ataklar yaparak molekiil i¢i ya da proteinler arasi1 baglar olusturarak
protein yapisim bozmaktadir. Ozellikle zarda bulunan integral ya da periferal
olusturduklar1 hasarlar, bazi hiicrelerde permeabiliteyi artirarak hiicrenin oliimiine yol
acar (122). Bose ve arkadaslar1 (123) lizozomal membrana UV-A uygulamis ve
uygulamadan sonra da MDA diizeyinin doza bagli olarak arttifini rapor etmisler. Bu
sonu¢ UV-A’ nin olusturdugu lipid peroksidasyonu ile agiklanmistir.

Cevre sartlarindan en ¢ok etkilenen hiicre kompartimanlarindan biri hiicre
zaridir. UV 1gmlan hiicre zarinda ciddi etkilere sebep olmaktadir. Hiicre zarinin ana
komponenti lipidlerdir. Hiicre zarmin UV 1sinlarindan yiiksek oranda etkilenmesinin ana
nedeni yiiksek lipid orani ile agiklanmaktadir. Ciinkii UV 1smlan 6zellikle doymamis
lipidlerde parcalanmalara sebep olmaktadir. Bu veriler literatiirde pek c¢ok arastirict
tarafindan da dogrulanmaktadir. Bhandari ve Sharma (124) yapmis olduklari ¢alismada
Phormidium corium’da UV-B isginlarinin hiicrede glikolipid oranlarinda %56 oraninda

azalma oldugunu rapor etmislerdir.

UV  uygulamasi sonrasinda tiim  mikroorganizmalarda total lipid
komposizyonunda belirgin farkliliklar belirlenmistir. Ozellikle doymus yag asidi
oranlarinda belirgin azalmalar gézlenmistir. Fungal mikroorganizmalarda 18C’lu lipid
komoposizyonu baskinken, E. coli’de lipid komposizyonunda yiiksek cesitlilik
gbzlenmistir. Genel olarak UV uygulamasi sonrasinda 16:4 ve 18:3 doymamis lipid
seviyesinde onemli oranda azalmalar meydana geldigi gozlenmistir. UV’ nin etkisi ile
hiicre zarinda olusan lipid peroksidasyonu sonucu doymamis lipid oraninda azalmalara
neden olmaktadir. Caligmada doymamis lipid seviyesinde gozlenen bu azalma bu
fenomen ile agiklanabilir. Bu azalma hiicre zarinin akiciliginda ciddi degisimlere neden
olmaktadir. Pek c¢ok hiicre bu degisimi dengelemek i¢in doymus lipid oranini
arttirmaktadir. Bu dengelemenin bir 6rnegi ¢alismamizda da goézlenmistir ve UV
uygulamasi sonrasinda 16:0 ve 14:0 gibi doymus lipid oranlarinda istatiksel olarak

anlaml artiglar gozlenmistir. Literatiirde de benzer sekilde doymus lipidlerin varlig
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daha siki paketlenmis bir hiicre zarina, doymamais lipid varlig1 ise daha akici bir yapinin

varligina isaret ettigi belirtilmektedir (124).

Bu c¢aligmada UV i1sinlarinin mikroorganizmalar iizerine biyokimyasal etkileri ve
mikrobiyal cevaplar arastirilmistir. UV 1smlar1 mikroorganizmalara karsi sterilizayon
amacli olarak kullanilmaktadir. Bu kapsamda mikroorganizmalarin UV 1sinina adapte
olmasi ve zararl etkileri tolere edebilmesi sterilizasyon prosesini etkisiz kilmaktadir. Bu
kapsamda mikrobiyal diren¢ ve adaptasyon mekanizmalarinin aydinlatilmasi etkili bir
sterilizasyon i¢in elzemdir. Bununla birlikte UV’ye kars1 olusturulan mikrobiyal
adaptasyon ya da tolerans mekanizmasinin aydinlatilmasi, UV nin diger canlilar iizerine

zararli etkisinin giderilmesi i¢in alternatif bir yonteme 151k tutabilir.
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