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Onur Sozi

Doktora tezi olarak sundugum " Deinococcus radiodurans ve Rekombinantlarinin Uv-
C, Agir Metal Direngliligi ve Biyosorpsiyon Yetenegi " baslikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak
ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigimi ve
yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin icinde hem de kaynak¢a yontemine uygun

bi¢cimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Elif OZBEY



Her zaman yanmimda olan esim ve canim kizim
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96 + vii sayfa
2014

Damsman: Prof. Dr. Dilek ASMA

Son yillarda 6nem kazanan genetik miihendislikle ilgili ¢aligmalarin yani sira,
biyoremediasyonla ilgili ¢aligmalarla ciddi ¢evre problemlerine neden olan agir metallerin ve
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuyla ilgili yogun arastirmalar yapilmaya baglanmistir.
Ozellikle bu maddeleri daha zararsiz bilesiklere yikmak icin gerekli olan gen sistemleri ile
donatilmig bakteri tiirlerinin alternatif kullanim alani1 bulabilecegi saptanmistir. Bu amacla
calismamizda, yabanil D. radiodrans ile Vitreoscilla hemoglobin (vgb) geni klonlanmig
rekombinant1 ve kontrol olarak da vgb rekombinant susu kullanilmistir. Bu sayede D.
radiodurans' i Cd ve Cr gibi toksik metal biyosorpsiyon kapasitelerine ve UV radyasyon
direnci arastirilip bunlara ek olarak organizmaya daha fazla oksijenli ortam saglayarak daha
fazla biiylimesini saglayan vgb geninin, bakterinin biyosorpsiyon yetenegine ve UV direncine
yapacagi katkinin arastirilmasi planlanmistir. Ayni1 zamanda UV radyasyon uygulamalarinin
yabanil ve rekombinant D. radiodurans' in antioksidan savunma sistemleri (siiperoksit
dismutaz, katalaz ve karoten) iizerine etkisi arastirilip vgh' nin bu savunma sistemine etkileri

saptanmuistir.



Calismamizin sonunda, Vvgb geninin yiiksek dozlardaki UV-C uygulamalarinda
bakterinin iireme potansiyeli ve radyasyon sonrasi enzim aktivitelerindeki olumlu etkisi tespit
edilmistir. Ayrica Cd ve Cr' un hem bakterilerin lireme potansiyelleri lizerinde hem de bu
metallerin giderim g¢alismalarinda vgb geninin bakteriye daha fazla oksijenli ortam yaratip

daha fazla liremesini saglayarak meydana getirdigi olumlu etki gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Deinococcus radiodurans, agir metal stresi, Vitreoscilla hemoglobin,
UV-C radyasyon, antioksidan sistem, biyosorpsiyon



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

BIOSORPTION ABILITY and RESISTANCE
HEAVY METAL and UV-C of Deinococcus Radiodurans
WILD and RECOMBINANTS
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Department of Biology
96 + vii pages
2014

Supervisor: Prof. Dr. Dilek ASMA

In addition to studies concerning genetic engineering which has gained importance in
recent years, studies related to bioremediation of heavy metals causing serious environmental
problems and extensive research on detoxification of xenobiotics has been started. Especially
alternative new-use of bacteria species equipped with necessary genes that has the ability to
break down substances to harmless compounds has lately been identified. For this purpose,
with Vitreoscilla hemoglobin (vgb) cloned wild D. radiodrans gene recombinant and vgb was
used as control recombinant strains. In this way, D. radiodurans' s Cd and Cr as toxic metal
biosorption capacity and UV radiation resistance will be explored in addition, organisms will
be exposed to more oxygenated environment by providing higher growth capacity with vgb
gene,bacteria biosorption ability and UV resistance will be investigation is planned. At the
same time,the effect of application of UV radiation to wild-type and recombinant D.
radiodurans's antioxidant defense systems (superoxide dismutaz, catalase, and carotene) is
explored and the impact on vgb effect on the defense system has been identified. In
conclusion, aplication of high doses of UV-C treatment on vgb genes had a positive effect on

bacterial reproduction potential and on enzyme activity after irradiation was determined.



Also the effect of Cd and Cr 's on reproductive potential of bacteria and removal of these
metals and more oxygen environment provided by vgb gene causing a more positive growth

and reproduction effects were observed.

Anahtar Kelimeler: Deinococcus radiodurans, heavy metal stress, Vitreoscilla
hemoglobine, UV-C radiation, antioxidant systems, biosorption
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1. GIRIS

1.1. Stres

“Stres” kavrami bir canlinin normal halini tehlikeye sokan, kapasitesini azaltici
ve zorlayict olarak degerlendirilen, canli ve c¢evre arasindaki etkilesim olarak
tanimlanmaktadir. Stresin olugmasi i¢in, canlinin i¢inde bulundugu ya da yasamini
sirdiirdiigli ortam ve cevrede meydana gelen degisimlerin, canliy1 belli diizeyde
etkilemesi gerekmektedir. Birgok canlida stres yanitlari, stres etkenlerine kars1 koymak
ve onunla basa c¢ikmaya calismak amaciyla doku ve organ fonksiyonlarinda
degisimlerle baslamakta ve homeostasis siirecinden uzaklagma ile sonlanmaktadir.
Sozii edilen bu degisimler organizmadan organizmaya degisiklik gosteren ama benzer

karakteristige sahip fizyolojik yanitlardir (Dénmez vd., 2006).

Stres ilgili oldugu alana gore farkl sekillerde siniflandirilmaktadir;

Fiziksel Stresler: Is1, basing, elektrik akimi, ultrasonik dalgalar, 1sik/radyasyon

ve ozmotik sok,

Kimyasal Stresler; Asitler, tuzlar ve oksitleyiciler,

Biyoloiik Stresler; Mikrobiyal metabolitler, antagonizma ve yarismaci flora.

Ekosistemde 0Ozellikle organik Kkirleticiler ve agir metallerin yarattigi stres
kosullarindan birincil olarak etkilenen canli grubu bakteri ve fungus gibi
mikroorganizmalardir. Bu organizmalar cevresel stresle basedebilmek i¢in savunma
cevabinda 6nemli olan genlerin sentezini diizenleme gibi ¢esitli savunma mekanizmalari
gelistirilmektedirler. Bir mikroorganizma karsilasmis oldugu strese farkli yanitlar
verebilmektedir. Bakteriler zayif stres olarak adlandirilan sublethal bir stres ile
karsilastiklarinda, sayilarinda bir azalma meydana gelmemektedir. Fakat iireme

oraninda durma veya azalma ile sonug¢lanmaktadir (Dikici., 2009).



1.1.1. Agir Metal Stresi

Fiziksel o6zellikleri bakimindan yogunlugu 5 g/cm® ten daha yiiksek olan
metaller agir metal olarak adlandirilmaktadir. Bu gruba kursun, kadmiyum, krom,
demir, kobalt, bakir, nikel, civa ve ¢inko olmak tizere 60’tan fazla metal girmektedir
(Tirkman vd., 2001; Hu., 2000).

Endiistriyel devrimle baslayan hizli sanayilegsmenin bir sonucu olarak agir metal
kirliligi bugiin gelismekte olan bir¢ok iilkenin en 6nemli ¢evresel sorunlarindan biri
haline gelmistir. Baslica kaynagini fosil yakitlarin kullanimi, madencilik, agir sanayi
kuruluslart ve tarimda kullanilan fertilizerler ve kimyasal ilaglarin olusturdugu (Florea
ve Biisselberg, 2006) toksik metaller, biyolojik olarak ortadan kaldiritlamamasi ve canli
organizmalarda birikebilmelerinden dolay1 insanlarin da dahil oldugu birgok canli igin

onemli bir risk olusturmaktadir (Linde vd., 1996; Shukla vd., 2010; Hlijin vd., 2010).

Agir metalleri bilesimleri agisindan ¢esitli sekillerde siniflandirmak miimkiindiir.

Toksisitelerine gore metaller ii¢ sinifa ayrilmaktadir. Bunlar;

Toksik Metaller | civa, kursun, kadmiyum ve krom VI

Yiiksek Konsantrasyonda

Toksik Metaller bakir, nikel, kobalt ve ¢inko

Yuksek Oranda Toksik ve ‘

uranyum vb.
Radyoaktif Metaller

l (Vijayaraghavan vd., 2008)

Bazi toksik metallerin 6zellikleri ve organizmalar iizerindeki etki sekilleri

asagida verilmistir;



1.1.1.1. Kursun (Pb)

Kursun insan faaliyetleri ile ekolojik sisteme en ¢ok zarar veren ilk metal olma
ozelligi tagimaktadir. Kursun atmosfere metal veya bilesik olarak yayildigindan ve her
durumda toksik 6zellik tasidigindan (galisma ortaminda izin verilen sinir 0,1 mg/m3)
cevresel kirlilik yaratan en 6nemli agir metaldir. Ekolojik olarak kursun kati olarak
¢cokme egilimindedir ve 6zel durumlar disinda kompleks olusturmaz (Bigersson vd.,
1988). Genellikle dogaya salinan kursun zor ¢oziiniir bilesikler (Pb3(PO4)2, PbsO(POs)2,
Pbs(PO4)30OH, (PbCO3) (PbS) olusturur. Bu nedenle beslenme zincirinde yer alan
bitkilerden kursun alinimi sézkonusu degildir (Brim vd., 2000). Besin zincirinde
kursun yayillimi genellikle midye tiirii kalsiyumlu kabuklular tizerinden ve kalsiyuma
bagli olarak gerceklesir. Tek hiicreli canlilarin ve baliklarin 0,04 — 0,198 mg/l inorganik
kursun iceren sular1 tolere edebildikleri ancak daha diisiik miktarlarda kursunun besin
yoluyla alinmasinda akut zehirlenme gosterdikleri bilinmektedir (Duffus ve Worth,
1996).

Kursun, proteinler tizerindeki sulfidril, fosfat ya da karboksil gruplarina
baglanarak enzimleri etkisizlestirir, ayrica kalsiyum, ¢inko ve demir ile etkilesir.
Boylece hiicre zarlarini etkiler, sinirsel iletiyi bozar, hiicrenin redoks olaylarini etkiler

ve niikleotid metabolizmasini bozarak ¢oklu sistem hasari olusturmaktadir.

1.1.1.2. Kadmiyum (Cd)

Kadmiyum, Cd- Ni pillerin tiretiminde oldugu kadar belli boya ve plastikler igin
bir pigment olarak kullanimini da kapsayan ¢esitli endiistriyel proseslerde yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Kadmiyum, ¢esitli hiicresel zararlara neden olan ve biyolojik
olarak elzem olmayan iki degerlikli tehlikeli bir metaldir. Onemli bir gevresel kirletici
olan kadmiyum, muhtemel etkisini diger metallerin yerlerine gegerek ve esas
metaboliklerle rekabet ederek gostermektedir (Gregory., 1997). Cd toksisitesinin altinda
yatan molekiiler mekanizmalar ¢ok cesitli ve komplekstir. Diger iz elementlerin
(6rnegin Cr, Fe ve Cu) aksine Cd, aktif bir redoks metali degildir ve bu ylizden de
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimi i¢in elektron transfer reaksiyonlarimi direkt
olarak katalizlemez (McMurrey ve Tainer, 2003). Fakat Cd’nin indirekt olarak
glutatyon, metallotiyoninler ve proteine bagl siilfidril gruplar1 gibi serbest radikal

temizleyicilerin miktarindaki azalma ile protein ve membran lipitlerinin oksidasyonuna



ve DNA hasarina yol agmaktadir (Tang ve Enger, 1993; Ilijin vd.,.2010). Hiicre i¢i
Cd’nin, membran biitiinliglinii bozmasi ve DNA’da tek zincir kiriklarmma neden
olmasmin yaninda DNA mismacth tamir sisteminin, niikleik asit ve protein sentezinin
inhibitorii olarak bilinmektedir (Mikhailova vd., 1997). Cd’nin ¢evreye salimimindaki
artis ve canli sistemler tizerindeki toksik etkisi, g6z Oniine alindiginda organizmalarin
Cd’ye maruz kaldiklar1 durumda buna nasil cevap olusturduklarinin bilinmesi 6nem arz

etmektedir (Lijun vd., 2005).

1.1.1.3. Krom (Cr)

Krom periyodik tablonun IV B gurubunda bulunan bir gegis metalidir. Krom ¢ok
farkli formlarda bulunabilmesine ragmen en yaygin ve kararli formlari, ti¢ degerlikli Cr
(IIT) ve alt1 degerlikli Cr (VI) tiirleridir. Krom, ¢evrede dogal olarak trivalan (+3)
formuyla Cr203 seklinde bulunmaktadir (Muter vd., 2001). Cr (I11) yeralt: suyunda gok
az c¢oOziinmekte ve toprak tarafindan kuvvetlice tutulmaktadir. Cr (III)’lin
¢oziinlrligiiniin yok denecek kadar az olmasi, ¢evrede yaratacagi toksik etkiyi de en
aza indirmektedir. Buna ragmen Cr (VI) yiiksek derecede ¢oziiniir olmakla birlikte
oksijen ile birleserek kromat (CrOs2) veya dikromat (Cr.072) iyonu seklinde
bulunmaktadir. Taginabilirligi de Cr (l11)’e gére ¢ok daha fazladir. Cr (VI) ¢ok gii¢lii bir
oksitleyici ajandir ve organik madde varliginda Cr (IlI)’e indirgenmektedir. Bu
indirgenme asit igeren topraklarda oldugu gibi, asitli ¢evrelerde daha hizli olmaktadir.
Cr (VI), prokaryotik ve dkaryotik hiicrelerin membranlarindan kolayca gegebilmektedir
(Cervantes vd., 2001). insanlarda akciger kanserine, kromat iilserine, nazal septum
delinmesine ve bobrek hasarina neden olmaktadir (Bhide vd., 1996).

Krom (VI); biyolojik sistemlerde bulunan en toksik ve mutajenik metal
iyonudur. Bu toksisitenin nedeni; siilfat iyonu kanallar1 yardimiyla membran1 kolayca
gecebilen hekzavalent Cr iyonlaridir. Membrani gegen iyonlar rediiksiyon tepkimelerine
katilarak ¢esitli reaktif ara iirlinlerin olusmasina neden olurlar. Bu ara iirlinler de hiicre
organellerine, proteinlere ve niikleik asitlere zarar verirler (Ting ve Lawson, 1991).

Krom (III) proteinler ve niikleik asitlerle etkilesime girebilmektedir. Krom
kloriir (CrCls) ile yapilan ¢alismalarda, niikleik asit sentezinin baglamasinda gecikme ve
dolayisiyla niikleik asit igeriginde azalma belirlenmistir. Potasyum dikromat (K2Cr20y7)
ile yapilan deneylerde de hiicre boliinme siiresinin uzamasi ve hiicre boliinmesinde

azalma kaydedilmistir. Potasyum dikromat (K2Cr.07), DNA sentezini fazlasiyla



etkilemekte ve etkisini muhtemelen DNA polimerazi etkileyerek yapmakta, ikili sarmal
DNA ile etkilesime girmektedir. ikili sarmal DNA, bazlar arasindaki H baglar1 ve
buradaki negatif yiiklii fosfatlarin karsilikli olarak birbirini itme kuvveti ile kararli
formda tutulmaktadir. Krom kloriirdeki Cr (III), negatif yiiklii fosfat gruplarina
baglanmaktadir. Boylece negatif yiikli fosfatlar nétralize olmakta, Cr (III)‘lin
arttirilmasiyla DNA’daki bazlar arasindaki zayif H baglar1t kopmakta, DNA kararh

yapisini kaybetmekte ve erime sicakligi diismektedir (Cervantes vd., 2001).

Reduction
(e—donor)

—1—>

Cr(VI) Sorption —— — Cr(lll) Precipitation
Cr(VI) Cr(lln
— Cr(lll) Sorption

<

Oxidation (e~ acceptor)
(MnO,/Bacteria)

Sekil 1.1. Cr (VI) ve Cr (III) reaksiyonlar1 (Hawley vd., 2004).

1.1.1.4. Civa (Hg)

Civa oda sicakliginda sivi halde olan tek metal olup, kolayca
buharlasabilmektedir. Tepkimeye girmemis metalik civa (Hg®), inorganik ve organik
civa bilesikleri kagit, deri, boya endiistrisinde ve elektrikli aygitlar, pil, termometre gibi
olgim gereglerinde, antiseptik olarak, dis hekimliginde amalgam yapiminda
kullanilmaktadir. Civa, klorur ve yakici madde iiretiminde elektroliz basamaginda ve
altinin aritilmasinda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Civanin toksik etkisi kimyasal
bilesimine ve karsilagma yoluna gore degisir. Zehirlenme daha ¢ok metalik civa
buharinin solunmasi sonucu olur. Buhari renksiz ve kokusuz oldugundan varligi fark
edilmeyebilir. Civa organizmada sulfidril gruplariyla etkilesime girer, enzim etkinligini

bozar, hiicre 6liimiine neden olur (Amachi vd., 2010; Green vd., 2012)



1.1.2. Metallerin Ekosistem ve Mikroorganizmalar Uzerine Etkisi

Endiistriyel atik sularin birakilmast sonucu sudaki agir metal kirliligi, sucul
ekosistemleri tehdit eden en Onemli sorunlardan biridir. Endiistriyel aktivitelerinin
yaygin olarak kullaniminin artmasi ¢evredeki agir metallerin de hizla artmasina yol
acmaktadir. Agir metaller ¢evreye, hayvanlara ve insanlara ciddi toksik etkilerde
bulunmaktadir. Metaller diger toksik kirleticilerden farkli olarak biyodegrade olmazlar
ve canli dokular icersinde birikebilir ve sonug olarak da besin zincirinde yogun olarak
bulunabilirler.

Metaller, mikroorganizmalarin hiicre zarini, sitoplazmasini, metabolizmasini ve
yapisal islevlerini bozmak suretiyle olumsuz yonde etkilemektedirler. Metabolizma
tizerindeki etkileri ise transkripsiyonun inhibisyonu, hiicre membraniin bozulmasi,
translasyonun inhibisyonu, DNA tahribi, hiicre bdliinmesinin inhibisyonu ve protein
denatiirasyonudur. Mikroorganizmalar biinyelerine g¢esitli yollarla giren metallerin
toksisitesinden korunmak i¢in bazi savunma mekanizmalari gelistirmistir. Bu savunma
mekanizmalart arasinda; pozitif yiiklii iyonlarin negatif yiiklii hiicre yiizeyine (dis zar ya
da hiicre membranina) baglanmasi, bu metalleri hiicrenin ekzopolisakkarit (EPS) olarak
da bilinen hiicre dis1 polimerik maddelere baglamasi, volatilizasyon, hiicre iginde
indirgeme, molekiiler pompa, hiicre i¢inde alikoyma, sitoplazmada metallotiyonein gibi

proteinlerin liretimi, sitoplazmada metal tuzlar olarak presipite etme yer almaktadir.

Mikroorganizmalar metallere cesitli sekillerde direng gosterebilmektedir. Bu

diren¢ mekanizmalarindan bazilar1 asagida incelenmistir.

1.1.2.1. Ekzopolisakkarit Uretimi

Bazi mikroorganizmalarin hiicre yilizeylerinde metalleri baglayarak hiicreye
girmelerini engelleyen EPS olarak adlandirilan bir tabaka bulunur. Bu tabakanin pek
cok metal iyonunu bagladigi gosterilmistir. Baz1 bakterilerin metalli ortamda EPS
tiretimini arttirdiklar1 bilinmektedir. Ayrica ekstraselliiler (siderofor) selat bilesikler de
metalleri hiicre disinda baglayarak detoksifiye ederler. Siyanobakterilerde bakir
toksitesinin hiicreden salgilanan siderophore ile azaltildig: gosterilmistir (Madigan vd.,
1997).



1.1.2.2. indirgeme

Bazi metaller sifir degerlikli hale indirgenerek detoksifiye edilirler. Ornegin iki
degerlikli civa Gram negatif Pseudomonas aeruginosa bakterisinin plazmidinde
bulunan mer operonu olarak adlandirilan genlerle sifir degerlikli hale indirgenir.
Periplazmik Hg*? baglayict MerP proteini civayr membranda transport proteini olan
MerT’ye verir. Sitoplazmada bulunan civa rediiktaz enzimi (MerA) civayi indirger. Bu
sekilde olusan sifir degerlikli civa buharlasarak hiicreyi terk eder. Indirgeme krom
detoksifikasyonunda da goriliir. Kromat rediiktaz olarak adlandirilan enzim alti
degerlikli ¢6ziinebilir formdaki toksik kromu, ¢6ziinemez ti¢ degerlikli forma indirger.
Enzim hiicre i¢inde ise krom hiicre iginde biriktirilir. Enzim hiicre membraninda ise
krom hiicreye girmeden hiicre disinda indirgenir. Sonugta olusan ti¢ degerlikli krom
¢cOziinemedigi i¢in hiicrelere girip toksik etki gosteremez ve c¢okerek ortamdan

uzaklastirilmaktadir (Madigan vd., 1997).

1.1.2.3. Biyobirikim

Bazi mikroorganizmalar metalleri hiicre iglerinde biriktirirler. Okaryot
mikroorganizmalar ~ vakuollerinde biriktirebilir. Bazi  hiicreler sentezledikleri
Metallothionein benzeri proteinlerle hiicre iginde metalleri baglarlar. Metal bulunan
ortamlarda bazi mikroorganizmalar tarafindan {iretilen metallothioneinler, kiigiik
molekiiler agirlikli sisteince zengin proteinlerdir. Bazi hiicreler metal tuzlari seklinde

hiicrede metalleri ¢oktiiriirler (Aksu ve Donmez, 2000a).

1.1.2.4. Hiicre Disina Pompalama

Bazi metaller hiicre disina membran tasiyict proteinleri yardimiyla

¢ikarilmaktadir (Madigan vd., 1997).

1.1.3. Biyosorpsiyon

Bazi metaller hiicre dis membranindaki ya da hiicre duvarindaki karboksil,
amino, tiyol ya da hidroksil gruplarina baglanarak pasif olarak hiicre disinda tutulur
(Kapoor ve Viraraghavan, 1995). Bir hiicre metalli ortamda yukaridaki mekanizmalarin

bir ya da daha fazlasini kullanarak agir metalleri detoksifiye edebilir.



Biyotransformasyon
Biyoakiimiilasyon N Biyomineralizasyon

Biyosorpsiyon
Biyodegredasyon

oziimleme N

Kemisorpsiyon

Sekil 1.2. Mikroorganizmalarin metallerle iliskilerine gére biyoremediasyon teknikleri
(Prakash vd., 2013).

Agir metallerin gerek endiistriyel atik sulardan ve gerekse agir metal ile
kirlenmig/kirletilmis ¢evresel su kaynaklarindan uzaklastirilmasinda c¢esitli kimyasal ve
fiziksel siirecler kullanilmaktadir. Ancak bu yontemlerin ekonomik olmayislar1 ve elde
edilen aritim diizeyinin yeterli olmamasi nedeniyle bu alanda 6énemli bir potansiyele
sahip mikroorganizmalarin etkin bir sekilde kullanildig: ve tercih edildigi goriillmektedir
(Volesky, 1990; Gadd, 1990a; Gadd, 1990b; Matheickal ve Yu, 1997). Bu amagla
cesitli bakterilerin, funguslarin ve alglerin kullanildig1 bilinmektedir (Fourest ve Roux,
1992; Sag vd., 1998; Aksu, 2001; Veglio ve Beolchini, 1997; Akar vd., 2006; Cabuk
vd., 2006; Tunali vd., 2006; Brady ve Duncan, 1994). Bu mikroorganizmalarin sahip
olduklar1 biyomolekiiller gerek canli ve gerekse 6lii biyokiitlelerin yiiksek bir metal
ilgisine sahip olmasini saglamakta ve dolayisiyla ¢ok yiiksek bir biyosorpsiyon

kapasitesi sunmaktadirlar.



Cizelge 1.1. Geleneksel metal uzaklastirma yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari

Kimyasal ¢oktiirme ve Basit Yiksek konsantrasyonlarda
filtrasyon zor ayrilma
Ucuz
Etkin degil

Aktif camur olusumu
Elektrokimyasal yontemler Metali geri elde etme Pahali olmasi

Sadece yiiksek

konsantrasyonlarda etkin olmasi

Kimyasal oksidasyon ve inaktivasyon Ortam hassasiyeti
indirgenme
iyon degisimi Etkin aritim ve saf atik Partikiillere hassas ve reginelerin

pahali olmasi
Metalin geri kazanimi

Buharlastirma Saf atik elde etme Fazla enerji gereksinimi
Pahal1 olmast
Aktif camur tiretimi
Ters 0zmoz Geri doniisiim i¢in saf atik eldesi  Yiiksek basing
Membran boyutu

Pahali olmasi

Biyosorpsiyon, endiistriyel atiklarin giderimi i¢in umut verici alternatif bir
yontemdir, bunun baglica nedeni diigiik maliyetinin olmasi ve yliksek metal baglama
kapasitesidir. Biyosorpsiyon, metabolizma yoluyla aktif olarak veya bazi fiziksel ve
kimyasal proseslerle pasif olarak meydana gelebilmektedir. Biyolojik materyaller
kullanilarak atik sulardan ya da topraktan agir metallerin metabolizmalar araciligr ile
biriktirilmesi ya da fizikokimyasal yollarla alimi olarak tanimlanan, biyosorpsiyon i¢in
yaygin olarak kullanilan biyosorbentler ise algler, bakteriler ve mayalardir (Fourest ve
Roux, 1992; Volesky, 1986; Vijayaraghavan, 2008).



1.1.3.1. Biyosorpsiyon Mekanizmalari

Biyosorpsiyon mekanizmalari mikroorganizma yapilarinin kompleks olmasi
nedeni ile gesitlilik gostermektedir. Bu mekanizmalar iki ana baglik altinda toplamak
miimkiindiir. Sekil 1.3’de bakteriyal biyomaslarda biyosorpsiyon mekanizmalari
Ozetlenmektedir.

Hiicre metabolizmasina dayali biyosorpsiyon;

* metabolizmaya bagl

* metabolizmaya bagli olmayan
Metalin uzaklastirildig1 bolgeye dayali biyosorpsiyon;

* ekstraselliiler akiimiilasyon / presipitasyon

* hiicre ylizeyi sorbsiyonu

* intraselliiler (hiicre i¢i) akiimiilasyon

Metal ve hiicre ylizeyindeki fonksiyonel gruplar arasindaki fizikokimyasal
etkilesim sirasinda fiziksel adsorpsiyon, iyon degisimi ve kompleks olusumu gergeklesir
ve buna hiicre yiizeyinde sorpsiyon denir ve metabolizmadan bagimsizdir. Mikrobiyal
biyokiitlenin hiicre duvar1 biiyilk oranda polisakkarit, protein ve yaglar1 igeren c¢ok
sayida metal baglama fonksiyonel gruplarina sahiptir. Bu gruplar; karboksilik, hidroksil,
stilfat, fosfat ve amino gruplaridir. Bu fizikokimyasal metal biyosorpsiyonu,
metabolizmadan bagimsizdir ve nispeten hizhidir. Alglerle 5-10 dakika igerisinde
gerceklesir (Zhang ve Majidi, 1994; Stevenson vd., 1996) ve metaller geri kazanilabilir
( Kuyucak ve Volesky, 1988; Veglio ve Beolcini, 1997).

a)
Biyosorpsiyon
mekanizmas1
Metabaolizmaya Metabolizmaya
bagh bagh olmayan
Hiicre igi (Cokelme Fiziksel fyon Komplekslesme
tasinim adsorpsiyon degisimi
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b)

Biyosorpsiyon
mekanizmasi

Hiicre i1 Hiicre yiizey1 Hiicre dis1
akiimiilasyon adsorpsiyonu/¢okelme akiimiilasyon/cékelme
Hiicre membranindan Tyon Komplekslesme Fiziksel (6kelme
tagmim degisimi adsorpsiyon

Sekil 1.3. Biyosorpsiyon mekanizmasi (a) Hiicre metobolizmasina gore siniflandirilmig

(b) Metal aliminin gergeklestigi bolgelere gore siniflandirilmis

Metal baglama siireci iki basamakta gerceklesmektedir. Birinci basamak, hiicre
duvarinda metal ve reaktif kimyasal gruplar arasinda sitokiometrik etkilesimdir, ikincisi
ise artan metal miktarlarinin inorganik birikimidir. Bakteri hiicre duvari, metal iyonlar
ile temasta bulunan ilk bilesendir. Olii veya inaktif hiicre ile metal sorpsiyonunun tipi
ekstraselliller oldugu i¢in hiicre duvarinin kimyasal fonksiyonel gruplar
biyosorpsiyonda onemli rol oynamaktadir. Bakteri hiicre duvarinda bulunan fonksiyonel
gruplar karboksil, fosfonat, amin ve hidroksil gruplaridir (Vijayaraghavan, 2008).

Bakteri ve siyanobakterilerin hiicre duvarlari temelde peptid zincirleri ile birlikte
N-asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik asit (NAM) disakkaritlerini igeren
peptidoglikan tabakadan meydana gelmistir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvari,
Gram pozitiflere nazaran daha ince olup, kuvvetli ¢apraz baglara sahip degildir. D1s zar
lipopolisakkarit (LPS), fosfolipid ve protein tabakalarindan olugmaktadir.

Cd?* biyosorpsiyonu acisindan Gram pozitif ve Gram negatif bakterileri
karsilastirmislar ve Gram pozitif bakteri hiicre duvarlarinda bulunan glikoproteinlerin,
LPS ve fosfolipidlerden daha fazla Cd?*’u baglama bolgesine sahip oldugunu, ayrica her
iki grubun da metal baglama acisindan farkli kapasitelere sahip olduklar1 rapor
edilmistir. Bakteri hiicre duvarlarin yapisinda sadece bu yapilar metal baglama gorevi
yapmazlar, bundan baska Gram pozitiflerde teikoik asit ve teikronik asitte metal

baglamada 6nemli rol oynamaktadir. E. coli dis zarinda bulunan fosfolipid ve LPS’nin
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sahip oldugu fosforil gruplar1 da metal katyonlarinin baglanabilecegi muhtemel bolgeler

arasinda yer almaktadirlar ( Gourdon vd., 1990; Saglam ve Cihangir, 1995)

Yuzey b Difuzyon
adsorpsiyonu R
() =)
—/ —c  — | — -

U ﬂ ’ TRAN.:i RT
| | GO & | | a0

BivOMAS I

- - g -
<§6_> CP:I.Ol.!> \I\D Fonkslyonel Gruplar Q > |O|

- Con,SA.ocu, . ("’.) G)

o S
EXO g

BE™ - Biomaolccules with -Br

Exchangzcable wos L-Biyomasin

M- Metal ions. aglanan bolgeleri
BAL - Biomolecules with

metal lons

Sekil 1.4. Bakteriyel biyomaslarda biyosorpsiyon ¢alismalar1 (Sud vd., 2008)

1.1.3.2. Biyosorpsiyon Uzerine Etki Eden Faktorler

Ozellikle biyolojik olarak pargalanmasi zor olan kirleticilerin (metal ve boya)
sudan uzaklastirilmasi icin kullanilan bu teknikte kirleticiler bakteri, fungus ve algler
gibi biyolojik materyallere baglanmaktadir. Giinlimiiz ¢alismalar1 kesikli denemelerde
stireci etkileyen faktorler lizerine odaklanmistir. Bu faktorler arasinda; solusyon pH’1,
sicaklik, iyonik kuvvet, biyosorbent miktar, biyosorbent boyutu, ilk solut
konsantrasyonu, ¢alkalama hiz1 yer almaktadir.

Solusyon pH’s1 biyosorpsiyonda onemli rol oynamaktadir. Yiiksek solusyon
pH’inda metal komplekslerinin ¢6ziinebilirligi presipitasyonu takiben azalir, bu da
prosesi komplike hale getirmektedir. Ornegin bakteriyel biyokiitle ile metal iyonlarinin
biyosorpsiyonu siiresince iyon degisim mekanizmasi ile metal katyonlarinin
baglanmasindan sorumlu negatif yiiklii karboksil gruplarindan (pKa=3-5) dolay1

biyosorpsiyon pH’1nin 3-6 olmasi uygun bulunmustur (Vijayaraghavan, 2008).
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Metal aliminin pH’ya bagli olmasi, sorpsiyon ortaminin yiizeyindeki protonlar
ve metal katyonlar1 arasindaki rekabetle iliskilidir. Diisik pH’da H™ iyonu
konsantrasyonu fazla olacagindan metal katyonundan ziyade hiicre yiizeyine daha ¢ok
H* iyonu tutunacaktir. Hiicre ylizeyleriyle metal arasindaki bu farkli kimyasal
etkilesmeler sonucunda metal iyonlar1 i¢in ¢esitli pH’larda farkli tutma kapasiteleri
olabilmektedir. Solusyonun kimyasi bakteriyel yiizey kimyasini da etkilemektedir. pH
arttikca solusyondaki metal iyonlar1 hidrolize ugramaktadir (Kogberber ve Donmez,
2008).

Metal alimin1 etkileyen faktorlerden bir digeri ise sicakliktir. Biyosorpsiyon 20-
35°C arasindaki degerlerden daha az etkilenmektedir. Yiiksek sicaklik, sivinin kinetik
enerjisini ve ylizey aktivitesini artirdig1 i¢in biyosorpsiyonu da artirmaktadir. Ancak
yiiksek sicakliklarda da biyosorbent fiziksel zarar gorebilmektedir. Agir metal
iyonlarinin mikroorganizmalara zayif baglarla baglanmasi pasif veya fiziksel
adsorpsiyonun bir sonucudur. Yiiksek sicakliklarda bu baglar kopar ve adsorpsiyonun
tersinir olmasindan dolay1r desorpsiyonun Onemi artarak hizi azaltict bir etki
gostermektedir (Vijayaraghavan, 2008).

Iyonik gii¢ de biyosorpsiyon iizerinde etkili bir faktordiir, drnegin klor gibi baz1
inorganik iyonlar bazi metal iyonlar1 ile kompleks olusturarak biyosorpsiyon prosesine
etki etmektedirler. Diisiik biyosorbent miktari, yiiksek biyosorpsiyon iriinlerini
vermektedir. Biyokiitle konsantrasyonundaki artis biyosorbentin yiizey alaninin
artmasina neden oldugu ic¢in genellikle biyosorplanacak soliitiin miktarim1 da
artirmaktadir. Boylelikle baglanma bolgelerinin sayis1 da artmaktadir. Buna karsin
biyosorbentin birim agirlik basina sorbe edilen soliit miktari, biyosorbent miktar: ile
azalmaktadir.

Kiigtik boyutlu partikiiller daha iyi biyosorpsiyon yapma yetenegine sahip olup,
daha kisa siirede dengeye ulasmaktadirlar. Yiiksek soliit konsantrasyonunda
biyosorpsiyon verimi daha iyi olmaktadir, diisiik soliit konsantrasyonun da ise ilk
konsantrasyondan bagimsiz olarak fraksiyonel sorpsiyon meydana gelmektedir. Bu
nedenle biyosorbentin maksimum doygunluk potansiyelinin oncelikli olarak

tanimlanmas1 gerekmektedir (Vijayaraghavan, 2008).
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1.2. Radyoaktif Stres

Radyasyon; giines sisteminden ya da yeryliziindeki dogal kaynaklardan salinan
elektromanyetik dalgalar ve pargaciklar bigimindeki enerji emisyonu (yayimi)
aktarimidir. Baslica kaynagi giines olan elektromanyetik radyasyon, diinyay1 siirekli
etkilemektedir. Elektromanyetik radyasyon; gama 1sinlari, X 1sinlari, ultraviyole (UV)
isinlary, gOriiniir 151k, infrared 1sinlar, mikrodalgalar ve radyo dalgalarindan

olusmaktadir.
1.2.1. Ultraviyole Radyasyon

UV, giines tarafindan yayilan ve goz tarafindan algilanmayan radyasyon tipidir.
Giines, elektromanyetik spektrum olarak bilinen bir dizi enerji yaymaktadir ve bu
enerjinin degisik sekillleri dalga boylarma goére smiflandirihir. UV radyasyonu farkli

dalga boylarma gore {ig tipte incelenebilmektedir;

UV-A 315-380 nm
UV-B 280-315 nm
UVv-C 190-280 nm dalga boylar1 arasindadir.

Dalga boylar1 ile radyasyonun enerjisi arasinda ters bir iliski bulunmaktadir. Bu
nedenle dalga boyu en az ve dolayisiyla enerjisi en yiiksek olan UVC’ nin daha agir
hiicresel hasarlara neden olabilecegi séylenebilmekte ve yine dalga boyu en yuksek ve
enerjisi en az olan UVA’ nin da hiicresel zararlarinin tolere edilebilecek duzeyde
oldugundan bahsedilebilmektedir. Ozon tabakasi, UVC’nin neredeyse tamamini ve
UVB’ nin de % 90 nim1 absorbe edebilmektedir. UVB’ nin % 10’ luk kism1 ve UVA ise
tamamiyle yeryiiziine ulagsmaktadir. UV radyasyonu, deride yanma, immun baskilanma,
ekstraseluler matrikste degisiklikler ve deri yaslanmasini igine alan bir takim etkiler
yaratmaktadir. UV radyasyonun etkileri Sekil 1.5 de sematize edilmistir.(Leena ve
Marikki, 2005)
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Sekil 1.5. UV radyasyonu ve Hiicresel etkileri
1.2.2. Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Radyasyonun atomik diizeydeki etkisi elektronlarin eksitasyonu yani € nin bir
iist yoriingeye gecmesi seklinde olmaktadir. Radyasyonun giiciine gore e- ya tist
yoriingede kalacak ya da e“nin salinimi sonucu geriye iyonize olmus bir atom
kalacaktir ki bu da biiyiik gogunlugu sudan olusan bir hiicrede radyasyonun dozuna gore
cesitli hasarlara sebep olacaktir. Radyasyonun atom {iizerinde neden oldugu eksitasyon
ve 1iyonizasyonun ardindan bir st yoriingeye gecen e hiicrede o6zellikle
makromolekullerde ve DNA’da hasarlar meydana getirmektedir. Serbest e- etkisini
direk ya da indirek olarak meydana getirmektedir. Serbest kalan bu e direkt etkisini,
DNA’ da fosfodiester baglar1 ya da H baglar1 tizerinde gostermekte ve bu baglardaki
atomlara afinite gostererek baglarmn kirilmasina sebep olmaktadir. Ozellikle fosfodiester
baglarinmn kirilmast DNA’ da tek ya da ¢ift zincir kiriklarina sebep olmaktadir. Indirek
etkide ise serbest kalan bu e- hiicredeki su molekulleri ile etkilesime girerek suyun
radyolizisine neden olmaktadir. Burada meydana gelen reaksiyon su sekildedir:

(Caspari, 2000)
H-O-H — H* + OH OHO + OHO — H20- ( hidrojen peroksit)

H-O-H — HO*OHO OHO+RH —RO0+HOH ( radikal transferi)
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Bir serbest radikal, elektriksel olarak, orbitalinde paylasilmamis bir elektrona
sahiptir. Radikal elektrofiliktir ve yiiksek oranda reaktifdir. Serbest radikallerin DNA ile
etkilesimi ile DNA” da baz degisimleri, ¢ift ve tek zincir kiriklart gibi bir takim hasarlar
meydana gelmektedir (Lakin ve Jackson, 1999).

UV-C radyasyon kisa dalga boyu ve yliksek enerjisi nedeniyle her c¢esit
mikroorganizmayi Oldiirebilir. UV 1s1mnimin en biiyiik antimikrobik etkinligi 250-260 nm
(253.7 nm) dalga boyu bolgesindedir. Bu dalga boyu, DNA tarafindan en etkin sekilde
absorbe edilen dalga boyudur. Hiicresel DNA’larca absorbe edilen UV radyasyon
enerjisi, bitisik timin bazlar1 arasinda kimyasal kovalent baglar olusturarak timin
dimerleri meydana getirir (Sekil 1.6). Ortaya ¢ikan bu timin dimerleri hiicresel UV
hasarinin baslica mekanizmasini olusturur. Bu UV nedeniyle olusan timin dimerleri,
DNA iplikgiklerinde katlanmalara neden olur, DNA’nin dogal helikal yapis1 bozulur.
Bu durum hiicre boliinmesi oncesi kromozom replikasyonunu giiclestirir, genlerin
transkripsiyonu ve ekspresyonu yapilamaz. Kromozom replikasyonu yapilabilse bile
iireyemeyen mutant hiicreler ortaya ¢ikacaktir. Timin dimerleri yasamsal fonksiyonlari
olan genlerde goriildiigiinde, DNA replikasyonunu engellediginde oldiiriiciidiir. Belli
kosullarda bazi organizmalar DNA hasarint onarabilir ve iiremenin tekrar miimkiin
olabilecegi aktif bir duruma doénebilir. UV 1sminin siddetinin ¢ok yogun oldugu
durumlarda hasar ¢ok yaygin olur ve bu durumda onarim olanaksizdir. Onarim
mekanizmalarindan ilki, ¢ogu mikroorganizmalarin sahip oldugu 1sikla harekete gegen
onarim sistemidir. Fotoreaktivasyon denilen bu sistem, timin dimerlerini ayirarak etki
gosterir. Fotoreaktivasyon goriilebilir dalga boyundaki giines 1s181n1n katalizor etkisinin
sonucudur. Bazi mikroorganizmalarda 1s183a gereksinim duymayan karanlik
reaktivasyon (darkreactivation) denilen diger bir onarim sistemi bulunur. Bu sistemde
timin dimerleri tasiyan kisa DNA zincirleri kesilip atilir. Onarim belli bir siirede
yapilabilir, bu siire icinde onarim olmazsa, hasar geri doniigsiiz olmaktadir.

UV radyasyonun antimikrobik etki mekanizmalarindan bir digeri de niikleotid
bazlarina hidroksil gruplarinin eklenmesidir. 290 nm’nin altindaki dalga boylarinda ¢ok
az UV radyasyonun yer yilizeyine ulagmasina ragmen, 325-400 nm arasindaki dalga
boyuna sahip UV radyasyon da mikroorganizmalara zarar verebilir. UV radyasyonun
germisidal etkisi doza bagimhidir. Isima siiresi arttikga veya 1sima siddeti arttikca

(yiiksek voltaj veya 151k kaynagina yakinlik) 6len vejetatif hiicre sayis1 da artar.
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Sekil 1.6. DNA' da UV ve IR' nin neden oldugu hasarlar

Ekosistemde basta agir metaller olmak lizere g¢evrede stres olusturan biitiin
kirletici unsurlar, yasadigimiz c¢evreyi ve bu g¢evredeki organizmalari olumsuz yonde
etkilemeye devam etmektedir. Ornegin; siv1 atiklardan agir metallerin uzaklastiriimasi
icin ¢ok sayida metot gelistirilmistir ancak bu metotlar 6ngoriilmeyen metal giderimi,
yiiksek reaktif ihtiyact ve toksik ¢amur liretimi gibi ¢esitli dezavantajlara sahiptir. Bu
baglamda, yeni c¢evre dostu, ekonomik ve etkili metal adsorbenti i¢in arastirmalar
bakteriyal ve algal biyomas gibi biyomateryaller {izerinde odaklanmistir. Zaten bu
kirleticiler ve agir metaller gibi stres kosullarindan birincil olarak etkilenen canli grubu
bakteri ve fungus gibi mikroorganizmalardir. Bu nedenle mikroorganizmalarin bu
kirleticilerle bas edebilecekleri sistemlerin gelistirilmesi ¢aligmalart da Onem
kazanmistir. Ayrica molekiiler tekniklerin potansiyel kullanilabilirligi arastirtlmis ve
ozellikle bu maddeleri daha zararsiz bilesiklere yikmak icin gerekli olan gen sistemleri
ile donatilmig bakteri tiirlerinin alternatif kullanim alan1 bulabilecegi saptanmistir.

Deinococcus radiodurans bu amaglar dogrultusunda etkin bir sekilde kullanilan
bakterilerden biridir. D. radiodurans, yiiksek seviyede iyonize radyasyon ve UV
radyasyon, kuraklik ve DNA’ ya zarar veren kimyasallar gibi bir ¢ok ajan ve kosula
olan direnciyle iyi bilinen bir ekstremofildir. Ayn1 zamanda c¢esitli agir metalleri ve

radyoaktif metalleri yikabilme 6zelligine sahip bir bakteridir.
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1.3. Deinococcus radiodurans
1.3.1. Genel Ozellikleri

Deinococcus radiodurans (Yunanca : deinos: gii¢lii, siradis1 ve coccus tanecikli
meyve) aerobik, kirmizi pigmentli, spor olusturmayan, patojenitesi olmayan ikili ya da
dortlii hiicre kiimeleri seklinde bulunan Gram (+) bir bakteridir. Ortalama bir hiicre ¢ap1
lum (0.5-3.5 pm) kadardir (Murray, 1986). 32° C' de zengin TGY (%0.5tripton, %
0.1glukoz, % 0.15maya Oziiti) besi ortaminda optimum iireyen mezofil bir bakteri
olmasima ragmen sicaklik sinir1 39 © C 'nin iizerindedir. Bakterinin jenerasyon siiresi
yaklasik olarak 100 dakika oldugu ig¢in kolonilerin yeteri kadar gelisimesi 3 giin
stirmektedir. D. radiodurans RNA sentezini (6r: aktinomisin D), protein sentezini
(kloramfenikol, streptomisin, neomisin, kanamisin ve eritromisin) ve hiicre duvar

sentezini inhibe eden (penisilin, basitrasin ve vankomisin) antibiyotiklere karsi

duyarlidir (Hawiger ve Jeljaszewic, 1967).

kI lv

Sekil 1.7. Deinococcus radiodurans

D. radiodurans' i 3.28 mb'lik genomu; 2,648,638 ve 412,348 bp'lik iki
kromozom ve 177,466 ve 45,704 bp' lik iki plazmitten olusmustur (White, 1999).
Genom 3,187 okunabilir bolge (ORFs) ve % 66.6 yiiksek GC igerigine sahiptir.
(Moseley ve Schein, 1964) D. radiodurans DNA 'sinda metil ya da metillenmis baz ve
DNA metiltransferaz aktivitesi (Dam_ Dcm_) (Schein, 1972) eksikliginin oldugu
diistintilsede Prasad ve arkadaslar1 (Prasad, 2005 ), D.radiodurans genomunda adenin
metiltransferaz gibi aktivite gosteren N®-metiladeninin varliginimi saptamislardir. D.
radiodurans' in eksponensiyel fazindaki hiicrelerinin ortalama DNA igerigi 3.4 x 10’
bazdir ve her hiicre, genomunun 10 kopyasini igerir (Driedger, 1970). Genomdaki
kopya sayis1 iiremenin hangi asamada olduguna ve kiiltiir ortamina bagli olarak

degismektedir. (Gutman vd., 1994; Harsojo, 1981) Son yapilan ¢alismalar zengin TGY
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besi ortaminda {reyen hiicrelerin DNA igeriginin minimal ortamda iireyen

hiicrelerinkinin yaklasik olarak 2 kat1 oldugu gosterilmistir (J. R. Battista, baskida).
1.3.2. D. radiodurans’ in Ekolojisi

D. radiodurans, ilk kez Anderson ve arkadaslar1 tarafindan Oregon' da gama
1sinlar1 uygulanmis konserve etten izole edilmistir (Anderson vd., 1956). Morfolojik ve
fizyolojik 6zelliklerine bakilarak bu bakteriye Micrococcus radiodurans adi verilmistir
(Raj, 1960). M. radiodurans' in, daha sonra Canada Ontario ‘da bir hastanede havadan
izole edilen Sark soyu ile morfolojik olarak benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Fakat
16S rRNA analizleri M. radiodurans' in bakterilerin benzersiz bir filogenetik grubunu
olusturdugunu ortaya koymustur (Woese ve Stackebrandt, 1981). Bundan dolay:
Deinococcus radiodurans, Deinococcaceae adi verilen yeni bir familyada
smiflandirilmistir (Brooks ve Murray, 1981). Su ana kadar termofil, mezofil ve psikrofil
tiyeleri bulunan 43 Deinococcus tiirii tespit edilmistir (Sanders ve Maxcy, 1979). Bu
tirler hayvan bagirsagi, kaplicalar, coller, alpler ve Antartika gibi c¢ok g¢esitli
habitatlardan izole edilmistir. Diger bakteri sporlarinin (6r: Bacillus subtilis) tersine
kurutulmus D. radiodurans yiiksek nemi tolere etmez ve tiim Deinococcus tiirleri,
ozellikle iyonize radyasyon ve UV radyasyon gibi DNA' ya zarar veren ajanlarin

oldiiriicii etkilerini tolere edebilme yetenegine sahiptir (Battista, 1997).
1.3.3. D. radiodurans’ in Fiziksel Yapisi

D. radiodurans Gram (+) olmasina ragmen hiicre ortiisiiniin ¢ok tabakal1 yapisi
(Lancy ve Murray, 1978; Thornley, 1965) ve lipit kompozisyonundan (Knivett, 1965;
Work, 1964) dolayr Gram (-)' leri animsatmaktadir. Gram (+) hiicreler genellikle bir
sitoplazmik membran ve bir mukopeptid ya da peptidoglikan igeren bir tabakaya
sahiptir. Halbuki Gram (-) bakteriler lipopolisakkarit igeren bir dis membrana da
sahiptirler. D. radiodurans' in hiicre ortiisii, kalinligi 150 nm' dir ve en az 5 tabakadan

meydana gelmistir.
* I¢ membran
* Peptidoglikan igeren holey tabaka
* Bolmeli tabaka

* Sitoplazmik membran
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* Hegzagonal paketlenmis alt unitelerden olusan S-layer (Lancy ve Murray,
1978; Work ve Griffiths, 1968).

N ¥

Sekil 1.8. D. radiodurans' in hiicre duvarinin gok tabakali yapisi

Holey tabaka, glukozamin, muramik asit ve 4 asil amino asitten ( glutamik asit,
alanin, glisin ve ornitin) olusmaktadir (Work ve Griffiths, 1968). Hegzagonal
paketlenmis S- layer tabakasi, karetenoidleri, lipitleri, proteinleri ve polisakkaritleri
icermektedir. Polisakkaritler ramnoz ve mannoz izlerini tasiyan glukoz ve galaktoz
icerir. Membran lipitlerinin % 43' i alkilamin igerigine sahip fosfoglikolipitlerden
olusmaktadir (Anderson ve Hansen, 1985). Genel olarak fosfatidiletanolamin,
fosfatidilserin, fosfatidilkolin, ve fosfatidilinositol gibi bakteriyel fosfolipitler
bulunmamaktadir (Thompson vd., 1980). Lipoproteinler esas olarak, ¢ift sayili, diiz
zincirli, baskin olarak palmitoleat iceren doymus yag asitlerinden olusmaktadir (Girard,
1971 ). Fakat 6nemli miktarda bakterilerde yaygin olarak goriilmeyen tek sayili doymus
yag asitleri ve tekli doymamis yag asitlerine de sahiptirler (Knivett, 1965). Hiicre
membraniin akigkanligini arttiran doymamis yag asitleri kuraklik boyunca meydana
gelebilecek hacim degisikliklerine karst uyum saglamayr kolaylastirmaktadir. Coklu

doymamuis yag asitleri, siklopropil ve dallanmis zincirli yag asitleri tespit edilmemistir.
1.3.4. D. radiodurans ' in Metabolik Ozellikleri

D. radiodurans, proteolitik yasam stiline sahip organotrofik bir bakteridir
(Makarova, 2007; Murray, 1986). D. radiodurans' in verimli bir sekilde liremesi igin,
bir karbon kaynagi, nikotinik asit, siilfiir kaynagi, azot kaynagi ve mangan kaynag gibi
minimal besinsel ihtiyaglara gereksinim duymaktadir. Amino asitler oncelikli karbon

enerji kaynagi olarak tercih edilmektedir (He, 2009). Karbohidratlar ise fruktoz >
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piruvat > laktat > glukoz > okzaloasetat > gliserol sirasi ile kullanimaktadir
(Venkateswaran, 2000 ). Karbohidratlar muhtemelen megaplasmid tizerinde kodlanmis
bir fosfoenolpiruvat fosfotransferaz sistemi yoluyla alinmaktadir (White, 1999). D.
radiodurans, NAD biyosentezi i¢in anahtar enzim olan ekzojen nikotinik asite

bagimlidir (Venkateswaran, 2000).

D. radiodurans ' in

* Proteoliziz ve ekzojen peptid ve amino asitlerin alinmasi, D. radiodurans
enerjisinin biiylik bir kismin1 amino asit ve peptidlerin proteolizinden saglanmaktadir.

*  Glukozun deoksinukleotit trifosfat (dANTPs) oOnciillerine doniismesi
Trikarboksilik asit dongiisiiniin (TCA) glioksilat bypassinin indiiksiyonu ve Fe- S
iceren enzimlerle solunum enzimlerinin sayisinin rediiksiyonu ile ROT iiretiminin
baskilanmasi

* Metabolik bozukluklar hiicrede metabolit birikimiyle sonuglanir.

* Karbohidrat ve polifosfatin graniiler halde depolanmasi
gibi ¢esitli metabolik Ozellikleri onun oksidatif strese olan direncine katki

saglamaktadir.
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B Glucose-6-phosphate

K NADP
NADPH
} Nucleotides

Ribose-5-phosphate

Phosphate Carbohydrate
granules granules

Sekil 1.9.A: Ekstraseliiler proteolizis, B: Glukozun dNTPs' e déniisiimii i¢in Pentoz
fosfat yolu(PPP) C: Karbohidrat ve polifosfat graniilleri
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1.3.5. D. radiodurans ' in Filogenisi

16S rRNA (Weisburg vd., 1989; Hensel vd., 1986; Woese, 1987) ve 5S rRNA
dizi analizleri (Bakeeva vd., 1986) isaretli protein dizileri ve gesitli korunmus
proteinlerin filogenetik analizleri (Gupta, 1998) sonucunda D. radiodurans’ in Thermus
thermophilus ile iliskili oldugu tespit edilmistir (Omelchenko, 2005). D. radiodurans ve
T. thermophilus benzer GC igerigine sahiptir, her ikisi de dogal olarak transforme
olabilir, krimiz1 pigmentli, spor olusturmayan, aerobik ve her ikisinde de A3 murein-tip

peptidoglikana sahiptir.

Deinococens radiaphifus
F—: Deimscocens protealyticus
Deinoeirecus grands

| [ Deinpeocens radiodurans

L Deinseoccur radiapugnans
Deinpenects prurrayi

| Detnococcus peothermalis

— Meiothermus ruber

;(_l L Meiothermus cerbereus
Metothermus chliarophilus
Meforhernus silvanus
Tharmus aqualicus
_I_: Thermus seotoductus
Thermus thermophilus

Thermus filiformis

Sekil 1.10. 16S rDNA - rRNA analizlerine gore filogenetik dendrogram (Battista vd.,
1997).

Deinococcus-Thermus filumunun ortak atasinin, bir mezofil ya da ilimli bir
termofil oldugu tahmin edilmekedir (Omelchenko, 2005; Makarova, 2001). Ortak
atalardan ayrildiktan sonra Thermus arke ve termofilik bakterilerden horizontal gen
transferiyle yiiksek sicakliklara adapte olmus, D. radiodurans ise ¢esitli bakterilerden
stres cevap genlerini elde etmistir. Deinococcus- Thermus filumuna 6zgii olan 65,
sadece Deinococcaceae iiyelerinde 206 protein (6r: PprA and DdrB), ve D.
radiodurans’ a 6zgii 399 protein bulunmustur (Griffiths ve Gupta, 2007)
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1.3.6. D. radiodurans’ in Genetigi

D. radiodurans dogal yapilari nedeniyle eksponensiyel iireme fazinda genetik
manipiilasyona uygundur. Transformatlarin siklig1 diger bakterilerde sadece duragan
faza girmeden maksimum diizeydeyken, (Ravin, 1961). D. radiodurans' da duragan faz
stiresince azalmaktadir ( Moseley ve Setlow, 1968; Tirgari ve Moseley, 1980). CaCl> (30

mM) transformasyon sikligin1 40 kez arttirmaktadir.
1.3.7. D. radiodurans' in DNA Zarar Direnci ve Tamir Mekanizmasi

D. radiodurans, Iyonize radyasyon ve kurakligin neden oldugu cift zincir
kiriklar1 (DSBS), tek zincir kiriklart (SSBS) ve baz zarar1 gibi DNA ' ya farkli sekillerde
zarar veren ¢esitli ajanlara kars1 direng gostremektedir. MMC, DNA zincirleri arasinda
capraz baglara neden olmaktadir. UV radyasyon, cesitli primidin dimerlerine ve
hidrojen peroksit, metil metan siilfonat (MMS) N-metil-N-nitro-N-nitrozoguanidin
(MNNG), nitroz asit, ve hidroksiamin gibi {iriinlerin olusumuna ve bu firiinlerde
nukleotid zararini tetiklemektedir. D. radiodurans' i dayanabildigi DNA zararinin

cesitliligi kullandig1 tamir yolunun se¢imiyle orantilidir.

* Zarari direkt tersine ¢evirme
* Baz ve niikleotid eksizyon tamiri
* Mismatch tamir

* Rekombinasyonel tamir (Moseley ve Evans, 1983).

Fotoreaktivasyon ve translasyon sentezi bulunmaz. iyonize radyasyon, D.
radiodurans genomunu ¢ift zincir kiriklar: ile bir¢ok fragmente ayirmakla kalmaz hem
de 10 kat daha fazla SSBs ve bir ¢ok bolgede baz hasarina neden olmaktadir. Etkili bir
eksizyon tamir sistemi, genis substrat 6zgiilliigli ile baz ve nukleotit hasarini tamir
edebilmektedir. En onemli DNA hasar1 olarak bilinen DSB’ler,, iki mekanizma ile
ardigik olarak yamanir (Makarova, 2001).

*Uzun sentez bagimli iplik¢ik baglanmasi (ESDSA).

*Homolog rekombinasyon (Zahradka, 2006 ).

D. radiodurans, iyonize radyasyona E. coli' den 30 kat ve insandan 1000 kat

daha dayaniklidir. Ayrica genom bagina yaklagik 200 DSBs ya da 190 capraz bagi
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canlilik kaybi olmaksizin tamir edebilmektedir (Battista, 1997; Harsojo vd., 1981;
Kitayama, 1982; Moseley ve Copland, 1975).

D. radiodurans, DNA' ya zarar veren ajanlara kars1 sigmoidal hayatta kalma
egrileri gostermektedir. Bu organizmanin DNA zarar direncinde, DNA tamir
kapasitesine katkida bulunmaktadir. Su ana kadarki genomik ve genetik analizler
Deinococcal DNA tamir enzimolojisinin ¢ok da olaganiisti olmadigint gostermistir.
Arastirmalar DNA tamir sistemlerinin E. coli ya da Shewanella oneidensis' den daha az
kompleks oldugunu gostermistir (Daly, 2009; Daly, 2004; Makarova, 2001; Makarova,
2007) ve D. radiodurans' daki radyasyona duyarlit DNA tamir mutantlari tamemen ya
da kismen E. coli genleriyle baglantihidir. Fakat D. radiodurans' da DSB' lerin tamir
mekanizmasi maya hiicreleriyle benzerlik gostermektedir. (Daly vd., 1994; Daly ve
Minton, 1995; Daly ve Minton, 1997; Slade, 2009; Zahradka, 2006). Fakat diger
organizmalarda bulunmayan ve Deinococcus' daki islevi tam olarak tespit edilemeyen
spesifik DNA tamir enzimlerinin evrimsel avantajlari tam olarak bilinmemektedir.
(Groot, 2009; Griffiths ve Gupta, 2007), D. radiodurans, 11 DNA glioksilaz, 2 UV
tamir yolagi (UvrABC and UV zarar endonukleaz [UVDE]), 2 farkli SSB protein
(Norais vd., 2009) ve niikleozit trifosfat pirofosforilazi igeren Nudix ailesine ait 23 gen
kodlamaktadir. Yine de, Deinococcus alanindaki son Qelismeler bakterinin DNA
zararina gosterdigi direng diizeyinin oksidatif stresle miicadelede gorevli enzimlerle

iliskili oldugunu ortaya koymustur (Daly, 2009; Daly, 2007).

1.3.8. D. radiodurans' in UV-C Radyasyona Direnci

D. radiodurans, UV-C radyasyona (190- 280 nm) son derece direngli bir
organizmadir ve UV-C' nin tetikledigi siklobiitan, primidin dimerleri (CPDs) ve
primidin-(6-4) primidon (6-4 PPs ) gibi biprimidin 1s1k triilerini (BPPs) etkili bir
sekilde tamir edebilmektedir (Setlow ve Duggan, 1964). UV-C' e maruz kalmis D.
radiodurans' in en 6nemli primidin {irtinleri primidin dimerleridir (Moeller, 2010). UV-
C' nin tetikledigi DNA zarar1 iki nukleotit eksizyon tamir mekanizmasi. UvrABC ve
UVDE (Minton, 1994; Moseley ve Evans, 1983) ve bir genetik rekombinasyon
mekanizmasi ile tamir edilmektedir (Moseley ve Copland, 1975; Moseley vd., 1972) D.
radiodurans' da UV-duyarli DNA tamir mutantlari: recA, recO, polA, uvrA ve uvsE
mutantlaridir (Earl vd., 2002; Tanaka, 2005; Xu, 2008). Halbuki UV' e maruz kalmis
E.coli' de eksponensiyel canlilik kayiplar1 gériilmektedir. D. radiodurans, 500 J/m?lik
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radyasyon dozuna dayanabilmektedir (Battista, 1997). D. radiodurans 'm E. coli‘e gore
20 kat daha dayanikli olmasi hem DNA' sin1 BPPs' lere koruyabilmesinden hem de UV
nin tetikledigi oksidatif zarara karsi proteinlerini koruyabilmesinden ileri gelmektedir
(Krisko ve Radman, 2010). D. radiodurans ve E. coli' nin 500 J/m?' lik doz uygulamas1
sonucunda iyonize radyasyonun tetikledigi DSBs' ler gibi UV' nin tetikledigi BPPs'
lerde benzerdir., 14,000 iiriin, 19,500 BPPs/ 107 baz meydana gelmektedir. Aradaki bu
fark, E.coli'deki daha yiiksek genomik primidin dinukelotit siklig1 ve daha diisiikk GC
icerigi ile agiklanabilir (Moeller, 2010; Setlow ve Duggan, 1964).

ESDSA
BER
NER

DNA REPAIR

Sekil 1.11. D.radiodurans' da iyonize radyasyon direncine katkida bulunan faktorler

(hiicresel temizlik, antioksidan savunma ve DNA tamiri).

1.3.9. D. radiodurans' da Antioksidan Koruma

Genel olarak D. radiodurans' daki oksidatif protein zarari, radyasyona maruz
kalmis veya kalmamis organizmada bulunan karbonilasyon diizeyi ile belirlenmektedir
(Daly, 2007). Radyasyona direngli D. radiodurans ve radyasyona duyarli E. coli
bakterilerinin her ikisinde de UV radyasyon dozuna bagli olarak karbonillenmis
proteinlerin miktar1 artis gostermekte ve canli kalma oranlari azalmaktadir (Krisko ve

Radman, 2010). Karbonilasyon, oksidatif streste bir biyolojik belirte¢ olarak kullanilan
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proteinlerin en yaygm oksidatif modifikasyonudur. Oksidatif zarara ugramis
proteinlerin birikimi onlarin katalitik aktivitelerini ve etkilesimlerini degistirerek
hiicresel fonksiyonlarinin bozulmasina ve hiicre dliimlerine neden olmaktadir. DNA
tamir proteinlerinin oksidasyonu, DNA mutasyonlariyla sonuglanan hataya agik
faaliyetlere neden olmaktadir (Daly, 2007). Yiiksek oranda gesitlilik gosteren
antioksidan savunma sistemleri, protein oksidasyonuna engel olur ve Reaktif Oksijen
Tiirlerini temizleyerek D. radiodurans' daki oksidatif stresi hafifletmektedir. D.

radiodurans' daki antioksidan savunma makinesi, genel olarak 3 reaktif oksijen tiiriine
kars1 etkili olmaktadir.

* hidroksil radikali (OH)  (Dunford, 1987; Mello ve Meneghini, 1984)
* siiperoksit radikali (O2-)
* hidrojen peroksit (H202) (Imlay, 2006)

D. radiodurans' in H202, "‘OH, O2- gibi reaktif oksijen tiirlerini temizleme

kapasitesi, E.coli' den sirasiyla 30 kat, 17 kat ve 6 kat daha yiiksektir (Tian 2004).
Enzimatik ROT temizleyicileri; 3 katalaz, 4 siiperoksit dismutaz ve 2 Dps proteini ile

enzimatik olmayan iki degerlikli mangan kompleksleri ve Kkaretenoid araciligiyla
gerceklestirilmektedir.
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S Oy w g‘ Deinoxanthin
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Sekil 1.12. D. radiodurans ' da Enzimatik (A) (Tian, 2004) ve Enzimatik olmayan (B)
(Tian vd., 2007) antioksidan savunma.
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D. radiodurans oldukga yiiksek katalaz ve SOD aktivitesine sahiptir. (Lipton,
2002). Katalazlar ve peroksidazlar H20.' i uzaklagtirirken SOD' lar hiicrelerden
stiperoksit radikallerini elimine etmektedirler. D. radiodurans, katE katalazlart DR1998,
DRAO0259 ve okaryotik tip DRA0146 olmak iizere 3 tip katalaz, Mn-bagimli DR1279,
Cu/Zn-bagimli DR1546, DRA0202 ve DRO0644 olmak iizere 4 tipte SOD 'u
kodlayabilmektedir. Ayni zamanda sitokrom-c peroksidaz (DRA0301) ve bir Fe-
bagimli peroksidaz (DRAO0145) bulunmaktadir (Makarova, 2001). D. radiodurans
katalaz (DR1998) ve siiperoksit dismutaz (DR1279) mutantlar1, H,O and paraquata 16
kGy' dan daha diisiik radyasyon dozlarinda nispeten daha duyarhdir.(Markillie vd.,
1999).

D. radiodurans ayrica glutaredoksin, tiyoredoksin, tiyoredoksin rediiktaz ve
alkil  hidroperoksit rediiktaz gibi diger oksidatif savunma proteinlerini
kodlayabilmektedir. ~Glutatyon, Glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz
bulunmamaktadir (White, 1999).

D. radiodurans, sadece % 14 dizi 6zdesligine sahip Dpsl (DR2263) ve Dps2
(DRB0092) olmak iizere 2 tip Dps homologunu kodlayabilmektedir. Dimerik yapidaki

Dpsl proteini DNA' y1 ‘OH radikallerine karsi korumaktadir (Grove ve Wilkinson,

2005), bu 6zellik Dps 2 i¢in de gegerlidir. Ciinkii Dps2 mutantlarinin H2O>' e duyarli
olduklart goriilmistiir (Yan vd., 2007). Dpsl ve Dps 2 ' nin iyonize radyasyon sonrasi
tiretimi artmaktadir. (Lin, 2003; Tanaka, 2004) E.coli Dps proteinleri, Nuleoit
biitiinliigii yaninda DNA' ya baglanarak DNA"1 oksidatif zarardan korumaktadir. Fe *2
iyonlarmi selatlar ve H2O2'i H2O' a indirgemektedir (Almiron vd., 1992; Martinez ve
Kolter, 1997).

1.4.. Vitreoscilla Hemoglobin ve Oksidatif Stres

Hemoglobinler, 1986 yilina kadar Okaryotik orjinli proteinler olarak
bilinmekteydi. Ancak Dr. Webster ve arkadaglar1 Gram (-) bir bakteri olan Vitreoscilla
stercoraria’ nin dogal olarak hemoglobin icerdigini tespit etmislerdir (Wakabayashi
vd.,1986). Beggiatoaceae familyasinda bulunan Vitreoscilla zorunlu aerob, Gram (-) ve
kemoorganotrof flamentli bir bakteridir. Zorunlu aerob olmasina ragmen dogal yasam
alan1 oksijeni diisiik ortamlardir ve bu kosullarda yasamini siirdiirebilmek icin

hemoglogin (vgb) genini sentezlemektedir (Woose vd., 1984).
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C temini

N wemmini

Sekil 1.13. Vitreoscilla hemoglobininin yapisi

V. stercoraria’ dan alinan bakteri hemoglobin geni, hipoksik kosullarda yasayan

bakterilere aktarildiginda bu bakterilerin gelisimini, protein sentezini, metabolit

iiretimini strese direncini gelistirmekte ve bakteri i¢in faydal dirlinlerin retimini

arttirmaktadir (Zhang, 2007; Khosla ve Bailey, 1988). Ayrica zararli bilesiklerin

etkisinin azaltilmasinda da Onemli

etkisinin olmasi

nedeniyle biyoteknolojik

uygulamalar i¢in ¢ok biiyiik Onem tasimaktadir (Stark vd., 2011). Vitreoscilla

hemoglobin teknolojisinin ¢esitli biyoremediasyon uygulamalar1 Tablo 1.3’

verilmistir.

de

Cizelge 1.2. vgb/VHb teknolojisinin biyoremediasyon uygulamalari

Organizma
Pseudomonas aeruginosa

Burkholderia cepacia

Enterobacter aerogenes
Gordonia amarae

Rhodococcus erythropolis

Pseudomonas putida

Pseudomonas diafieldii

Biyoremediasyon
Benzen, toluen, ksilen

2-klorbenzoat

Cd
Biyosiilfaktan

Dibenzotiofen, siilfiir (dizel

yagindan)
Benzen,toluen, klorobenzen

stlfiir (dizel yagindan)
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Vitreoscilla hemoglobininin (VHb) okaryotik hemoglobinlerle yiiksek homoloji
gostermekte olup molekiil blytikligi 15,775 Dalton' dur. 146 amino asitten olusan VHb
benzer iki alt iiniteden olusmaktadir. Farkli yapisal organizasyonu ve konformasyonu
durumlarinda  kalma  yetenegi  gOsterebilmesi onun birden fazla islevi

gergeklestirebilmesine imkan saglamaktadir ( Liu, 2008).

Hipoksik kosullar altinda

Kimyasal hiicre biiyiimesinde artis

iiretiminde artig

Protein liretiminde

t artig
Antibiyotik : . . Transgenik
. - Vitreoscilla Hemoglobin - .
iiretiminde artig (VHb) bitkilerde uygulama
Biyoremediasyonda Fizyolojik gelisme

gelisme

Sekil 1.14. Vitreoscilla hemoglobininin potansiyel uygulamalar1 (Wei ve Chen, 2008)

Yapilan son ¢alismalarda VHb ve transkripsiyon faktorii OxyR (oksidatif streste
gerekli bir regiilonu kontrol etmektedir) arasinda bir iliski oldugu rapor edilmistir. VHb
hem endojen oksidatif tiirlerin tiretimine hem de eksojen H2O>' e kars1 bir savunma giicii
olusturdugu ayni1 zamanda siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerinin

seviyelerini arttirdigt belirtilmistir (Akbas vd., 2011).
1.5. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, pro-oksidanlarla, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) ortamda
artmasina engel olan antioksidanlarin savunma yetenegi arasindaki dengesizligin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. (Wells vd., 1997). Oksidatif stres bir oksidatif
patlama ya da siiperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, singlet oksijen ve
hidrojen peroksit radikali gibi ROT 'nin yiiksek oranda hizli ve gegici liretimi olarak da
tanimlanabilmektedir. (Halliwell ve Gutterdige, 2007). ROS iretimi, c¢esitli dis
faktorler tarafindan tetiklenen dogal bir olgudur ve (Rijstenbil vd., 1994) genellikle
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organizmanin normal biiyiime kosullarinda indirgenmistir (Ferrat vd., 2003). Oksidatif
patlama direkt olarak cesitli kirletici unsurlarla ya da dolayli olarak bunlarin
metabolizmasi sonucu indiiklenmektedir (Droege, 2002). Organik bilesiklerin ve gecis
metallerinin  pro-oksidant olabiecegi ve oksijen radikallerinin  olusumunu
hizlandirabilecegi  gosterilmistir. (Halliwell ve Gutterdige, 2007), Bu osijen
radikallerinin artig1, lipit peroksidasyonunda ve membran biitiiniigiiniin kaybinda da
artisa neden olmaktadir (Rijstenbil vd., 1994).

1.5.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri terimi, oksijen radikallerini ve oksitleyici ajan ya da
radikallere doniisebilen bazi radikal olmayan tiirleri (HOCI, HOBr, O3, ONOO", 10,,
H20,) icermektedir. Tiim oksijen radikalleri reaktif oksijen tiirleridir ancak reaktif
oksijen tiirlerinin tiimii oksijen radikali degildir. ROT'nin tiimii 3 temel mekanizma ile

olusmaktadir;

1.5.1.1. Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi

Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik (500 - 600 °C)
kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirllma sirasinda bag yapisindaki iki
elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kaliyorsa, bu tiir kirllmaya homolitik
kirilma denir ve her iki atom lizerinde de paylasilmamis elektron kalir. Paylasilmamis

elektron tasiyan tiirler radikalik 6zellik gosterirler.

1.5.1.2. Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi
Radikal ozellik gostermeyen bir molekiilden elektron kaybi sonucu dis

orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa, radikal formu olusur.

1.5.1.3. Normal Bir Molekiile Elektron Transferi
Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylasilmamis elektron olusturuluyorsa, bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden

olabilir.
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Cizelge 1.3. Reaktif oksijen tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Radikaller Nonradikaller

Stiperoksit, O, Hidrojen perokstt, H,0,

Hidroksil, OH' Hipoklordz Asit, HOCI
Hipobroméz Asit, HOBr

Peroksil, RO, Ozon, O3

Alkoksil, ROe Singlet Oksijen, Ag O,

Hidroperoksil, HO,’

Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler
oksijenin kendisi, siiperoksit (O2"), hidrojen peroksit (H20>) ve hidroksil radikali (OH™)

dir (Halliwell ve Gutteridge, 1984).

Q0 fee;
Oxygen Superoxide anion
O, 'Oy
H:Q:Q:H 'OH
Hydrogen Peroxide  Hydroxyl radical
Hy0,5 - OH

Sekil 1.15 Reaktif oksijen tiirleri
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1.5.2. Siiperoksit Radikali (O2™)

Hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu, siiperoksit anyonu meydana gelmektedir. Siiperoksit radikali hidroksil
radikalinden daha az reaktiftir. Sulu ¢6zelti halindeyken biyolojik molekiillerin ¢oguyla
reaksiyona girmez ancak diger radikaller ya da radikal olmayan tiirlerle reaksiyona

girmektedir ve diger radikallerin olusumunu tetiklemesi agisindan énemli bir kaynaktir.

O2+e — 0"

Siiperoksit radikali, ksenobiyotikler gibi ajanlarla, ksantin oksidaz’in rol aldig
enzimatik tepkimelerle, bazi oksidaz tepkimelerinde, fagositoz sirasinda, elektron
transport sistemi sirasinda endojen eksojen kaynaklarla olusmaktadir. Siiperoksit
radikali, SOD ile katalizlenen enzimatik dismutasyon reaksiyonu ile temizlenmektedir
(Halliwel vd., 1992).

1.5.3. Hidrojen Peroksit (H20z2)

Hidrojen peroksit serbest radikal olarak degerlendirilmemesine karsin biyolojik
membranlara penetre olabilme oOzelliginden dolayr olduk¢a o6nemlidir. H2O2, daha
reaktif ROT molekiillerinin tiretiminde bir araci rol oynamaktadir. Molekiiler oksijenin,
cevresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya siiperoksitin bir elektron almasi
sonucu peroksit olugmaktadir. Peroksit molekiilii iki hidrojen atomuyla birleserek
hidrojen peroksiti (H202) meydana getirir. H202 membranlardan gecebilen, uzun
Oomiirli bir oksidandir. Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil {iretimi,

stiperoksitin dismutasyonu ile olmaktadir (Halliwel vd., 1992).

202"+ 2H" — H0;2 + O2

1.5.4. Hidroksil Radikali ("OH)

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin ge¢is metallerinin  varliginda

indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu) meydana gelir.
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Fe*? + H,0, — Fe*+ OH™ + OH-

Son derece reaktif ve zararli bir oksidan molekiildiir. Yarilanma omrii ¢ok
kisadir. Olustugu yerde biiyiikk hasarlara neden olur. Tioller ve yag asitleri gibi gesitli
molekiillerden bir proton kopararak yeni radikallerin olusmasina yol agar (Halliwel vd.,
1992). Hidroksil radikalinin diger bir kaynag ise iyonize radyasyondur. Yiisek enerjili
radyasyona maruz kalinmasi, suyun homolitik fizyonuyla hidroksil radikallerinin
olugsmasiyla sonuglanmaktadir. Bu radikaller hiicrede DNA, protein ve lipitlere zarar

vermektedir (Betterigde, 2000).

1.6. Serbest Radikallerin Etkileri

Mitokondrial, endoplazmik ve niikleer elektron transport sistemlerinde (Sitokrom
p450) peroksizomlarda, monosit ve noétrofillerin fagositozu gibi normal metabolik
olaylar sirasinda bol miktarda serbest radikal iiretilir. Bir anlamda serbest radikaller,
solunum ve sindirim gibi normal viicut faaliyetlerinin zehirli atiklari durumundadir.
Aragtirmacilar, insan viicudundaki her hiicrenin giinde ortalama 10.000 serbest radikalin
hiicumuna ugradigin1 belirtmektedirler. Eger serbest radikaller noétralize edilmezse;
hiicre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri 61diirmek, membran lipit ve proteinlerini
yok ederek hiicre membranini sertlestirip hiicre fonksiyonunu engellemek, niikleustaki
genetik kodu i¢inde tasiyan, hiicrenin liretimini ve biiylimesini saglayan niikleik asite
(DNA) etki edip, DNA’y1 kirllma ve mutasyonlara agik hale getirmek, bagisiklik
sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sistemini zorlamak, yaslanma ve kanser
gibi olaylara neden olabilirler (Akkus, 1995; Diindar ve Aslan, 2000).

1.7. Antioksidan Savunma Sistemleri ve Elemanlari

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar
onlemek igin viicutta birgok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar “antioksidan
savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen tiirlerini
toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar, dogal (endojen
kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere baslica iki ana gruba

ayrilabildigi gibi serbest radikalin meydana gelisini Onleyenler ve mevcut olanlari
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etkisiz hale getirenler seklinde de gruplandirilabilirler. Ayrica enzim ve enzim
olmayanlar seklinde de siniflandirilirlar. Hiicrelerin hem sivi hem de membran
kisimlarinda bulunabilirler (Akkus, 1995).

Cizelge 1.4. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar Dogal Sentetik

Superoksit dismutaz (SOD)  Vitamin C Biitillenmis hidroksianisol
(BHA)

Selenyum bagimli glutatyon a-tokoferol Biitillenmis hidroksitoluen

peroksidaz (GPx) (BHT)

Glutatyon-S-transferaz Polifenolik bilesikler Gallik asit tiirevleri

(GST)

Katalaz Karotenoidler Tersiyer biitilhidrokinon
(TBHQ)

Glutatyon rediiktaz (GR) Nordihidroguareyetik — asit
(NDGA)

1.7.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit Dismutaz, dismutasyon reaksiyonu ile siiperoksit anyon radikallerini
dismutasyonunu molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite katalize eden, molekiil agirlig
17-85 kDa araliginda olan metalloenzimlerdir. SOD enzimi oksijeni metabolize eden
tim hiicrelerde bulunur. Oksijen toksisitesine karst 6nemli bir defanstir. SOD’un
fonksiyonu aerobik organizmalari siiperoksitin zararli etkisine karsi korumaktir.
Stiperoksit radikallerinin, H2O2 ve oksijene hizlica dismutasyonunu katalize eder. SOD
katalitik aktivitesi ¢ok yiiksek olan bir enzimdir (Fridovich, 1973; Lavelle vd., 1973,;
Petkau vd., 1975; Sheng vd., 2004). Kofaktor olarak icerdigi metal iyonuna gore ii¢

simif dismutaz enzimi vardir:
1.7.2. Katalaz
Katalaz, peroksizomlarda lokalize ve yapisinda 4 “hem” grubu bulunan bir

hemoproteindir. Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir. SOD aracilig1

ile olugsan hidrojen peroksit bir radikal olmamasina karsin en reaktif tiir olan HO-
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radikalinin Onciili olmasi nedeniyle en fazla oksidatif hasara sebep olur. Katalaz

hidrojen peroksiti su ve oksijene parcalar:

2H,0, —»2H.0 + O,

1.7.3. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve biiylik molekilli lipid
hidroperoksitlerinin indirgenmesinden sorumludur. GPx, asir1 hidrojen peroksit
varliginda glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfiir)
oksidasyonunu katalize ederken, hidrojen peroksiti de suya donistiiriir (Demirsoy vd.,
2003).

H202 + 2GSH —GSSG + 2H;0

ROOH +2GSH ——» GSSG + ROH + H,0O

1.7.4. Glutatyon rediiktaz (GR)

GPx tarafindan H20; ve diger lipid peroksitlerin indirgenmesi esnasinda
glutatyon okside glutatyona doniismektedir. Bu okside halin tekrar rediikte GSH’a
doniistiiriilmesi  gereklidir. Ciinkii organizmanin glutatyon deposu siirhdir. GR,

NADPH varliginda glutatyon disiilfiti (GSSG) tekrar rediikte glutatyona (GSH) gevirir:

GSSG + NADPH + H —2GSH + NADP+

1.7.5. Glutatyon-S-transferaz (GST)

Lipid hidroperoksitlere (ROOH) karst GST’lar Se-bagimsiz glutatyon

peroksidaz aktivitesi gosterirler:

ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H20
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1.7.6. Karoten

Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda yer alan Kkaroten, yagda
¢cOziinebilen dogal antioksidanlardir. 600°den fazla karotenoid ¢esidinin var oldugu
bilinmektedir. Karatenoidlerin ¢ogunun temel yapist poliizoprenoidden olusmaktadir.
Basta singlet oksijen ve peroksi radikalleri (ROO") olmak iizere ROT tiirlerine karsi
etkili bir savunma mekanizmasi olusturmaktadir (Stahl ve Sies, 2003; Tatsuzawa vd.,
2000). Karotenoidler, DNA' y1 oksidatif zarardan, proteinleri karbonilasyondan ve
membran lipitlerini lipit peroksidasyonundan korumaktadir (Stahl vd., 1998; Zhang ve
Omave, 2000). D. radiodurans "in hiicre igi karetenoidleri, (OH , Oz -, H202, ve 10,)
gibi ROT (Zhang vd., 2007; Tian vd., 2007) ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil gibi RNT
(Reaktif Nitrojen Tirleri)ni ortamdan temizleyebilmektedir. Karotenoidlerin
antioksidan aktivitesi, yapisindaki konjuge c¢ifte baglardan ileri gelmektedir. Sekil
1.16°da B-karotenin kimyasal yapis1 goriilmektedir. D. radiodurans bakteriye turuncu
rengini veren ¢ok miktarda karoten sentezlemektedir. Carbonneau vd., D.radiodurans'in
renksiz mutant soyunun indiklenmis oksidatif stres sonucu olusan reaktif oksijen

tiirlerine yabanila oranla daha duyarli oldugnu tespit etmislerdir.

Sekil 1.16. - Karotenin molekiiler yapisi (Tian vd., 2007)
1.7.6.1. Deinoksantin

D. radiodurans' da karetenoid biyosentezinde gorevli 13 gen bulunmaktadir.
Deinoksantin, karetenoid sentez yolagindaki énemli bir iiriindiir. Deinoksantin, likopen
ve [-karoten ya da ksantofiller (zeaksantin ve lutein) gibi diger karotenlere gore daha

giiclii bir radikal temizleyicisidir. H2O2 temizleme kapasiteleri,
Deinoksantin > Likopen > Lutein > Zeaksantin > 3- Karoten olarak siralanmustir.

Deinoksantin aym1 zamanda diger karetenoidlere gore daha yiiksek 'O
temizleme kapasitesine sahiptir. Deinoksantinin yiiksek antioksidan aktivitesi diger

karetenoidlerden farkli olan kimyasal yapisindan kaynaklanmaktadir. Yapilarindaki
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konjuge ¢ift baglarin uzunlugu ve baglanti bolgeleriyle fonksiyonel gruplarin varligi bu
yiiksek antioksidan aktivitesini desteklemektedir (Albrecht vd., 2000). Karotenlerin
ROT temizleme aktiviteleri, konjuge ¢ift bagli molekiiler orbitallerinin uzunlugu ve

maksimum Ortiismesine bagli olarak degismektedir.

Sekil 1.17. Deinoksantin' in molekiiler yapisi (Tian vd., 2007)

Deinoksantinin diger bir gorevi de, plazmit DNA' s1 lizerinde OH- iyonlarinin
meydana getirdigi slipersarmal plasmid olusumunu enegellemek amaciyla koruyucu rol
iistlenmesidir.(%20'). Bu sayede plazmitte meydana gelecek kiriklar engellenmektedir
(Tian vd., 2007).

Bu c¢alismada, yabanil D. radiodrans ile Vitreoscilla hemoglobin (vgb) geni
klonlanmis rekombinanti ve kontrol olarak da vgb rekombinant susu kullanilmistir. Bu
sayede D. radiodurans' in Cd ve Cr gibi toksik metal biyosorpsiyon kapasitelerine ve
UV radyasyon direnci arastirilip, bunlara ek olarak organizmaya daha fazla oksijenli
ortam saglayarak daha fazla biiylimesini saglayan vgb geninin, bakterinin biyosorpsiyon
yetenegine ve UV direncine yapacagi katkinin arastirilmasi planlanmistir. Ayni
zamanda UV radyasyon uygulamalarinin yabanil ve rekombinant D. radiodurans' in
antioksidan savunma sistemleri (stiperoksit dismutaz, katalaz ve karoten) iizerine etkisi
arastirtlip, vgb' nin bu savunma sistemine etkileri saptanacaktir. Ciinkii hem toksik
metallerin giderimi hem de UV' nin hiicresel zararina karsi antioksidan savunma
mekanizmalarinda, oksijen gerektiren ¢esitli oksijenaz ve deoksijenazlarla katalizlenen,
etkin bir oksijen alimi ve kullanimmi saglayan vgb geni aktarilmis rekombinant
bakterinin daha etkili olacag: diisiiniilmektedir. Bu baglamda radyasyona direngliligiyle
Guiness rekorlar kitabina girmig D. radiodurans’ m vgb/VHb sisteminin rekombinant
suslarinda UV-C direnci ve metal biyosorpsiyon kapasitesine etkisi ve organizmanin

bundan nasil etkilenecegi ilk kez bu ¢alismada arastirilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. D. radiodurans ‘mn Agir Metal Giderimine Yonelik Calismalar

Metal baglama kapasitesine sahip biyokiitle tiirleri {izerindeki ¢aligmalar 1985’
ten beri hiz kazanmistir. Baz1 biyokiitle tiirleri gercekten agir metal akiimiilasyonunda
cok etkilidirler. Aritma amaciyla kullanilan biyokiitlelerin se¢iminde kolay elde
edilebilirlik 6nemli bir faktordiir. Biyokiitlenin dogada kolay bulunabilen hatta atik
maddelerde bulunan tiirleri tercih edilmelidir. Bazi biyosorbentler herhangi bir 6ncelik
olmaksizin agir metalleri baglayabilmesine ragmen bazilar1 sadece belli tip metalleri
baglayabilmektedir.

Metal biyosorpsiyonunda kullanilacak biyokiitleler segilirken goz Oniinde
bulundurulmasi gereken en 6nemli faktor biyokiitlenin kdkenidir. Endiistriyel atiklardan
veya dogadan elde edilebilen, ve hizli ireyen mikroorganizmalar se¢ilmelidir.

Frederickson ve arkadaglarinin 2000 yilinda yaptiklart bir c¢alismada D.
radiodurans R1 soyunun Fe (1I1), Cr (V1), U (VI) ve Tc (VII) gibi metalleri indirgeme
kapasitelerini aragtirmak amaciyla anaerobik kosullarda kiiltiir ortamlarina bu metalleri
indirgeyici bazi elektron alict ve verici substratlar (Piruvat, laktat, siiksinat, asetat,
AQDS (anthraquinone-2,6-disulfonate) ilave etmislerdir. D.radiodurans bu
substratlardan laktatin varligin da laktat1 CO>' e oksiteleyerek Fe (I11)' i de Fe (1) " e
indiregeyebilmistir. Yine piruvat Fe' in rediiksiyonunda laktat kadar iyi sonug¢ vermistir.
U (VI) ve Tc (V1) gibi metallerin indirgenmesi i¢in de ortama AQDS ilave edilmis ve
sonugta % 95-100 oraninda bir indirenme saglanmigtir. D. radiodurans Cr (VI) ' i
ortama herhangi bir substrat eklemeden direkt olarak % 72 oraninda Cr (III)' e
indirgeyebilmistir ve AQDS varliginda bu indirgeme kapasitesi daha da artmistir. Bu
sonuclar metal ve radyoaktif metal kirliliginin oldugu alanlarda metal remediasyonunun

potansiyel uygulanabilirligi kanitlanmistir (Frederickson vd., 2000).

Joe vd., 2011' in c¢alismasinda, D. radiodurans’in  Cd‘ un subletal
konsantrasyonunun (100 pM) etkisini tam-genom mikroarray yontemi kullanarak
karekterize etmislerdir. Genel gen ifade profili , toplam 3.116 ORFs geninin haricinde
1.505 genin varh@imi gostermistir. Bu genlerin Cd uygulamasina cevapta ¢ok kisa bir
siire icinde 2 kattan daha fazla sayida sentez edilmislerdir. Bu genlerin biiyiikk bir

cogunlugu Fe alimimi, sistein biyosentezi protein disiilfit stresi ve ¢esitli DNA tamir
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sistemleriyle ilgilidir. Sistein biyosentezinde ve disiilfit stresinde genlerin sentezinin
artmasi, Cd’n siilfiir bilesiklerine yiiksek affiniteye sahip oldugunu gostermistir. Demir
destegi ile Cd ile uygulanan hiicrelerin demir eksikligi ve yeniden biiylimeye
baglamasmin tesviki, [Fe-S] kiimeleri gibi demir-siilfiir iceren proteinlerde CdS
formlarinin varligin1 da gostermislerdir. Baz eksizyon, missmatch, ve rekombinasyonel
tamir sistemlerinin indiiklenmesi, ¢esitli tipteki DNA hasarlarii1 6zellikle de Cd
uygulamasi ile artan baz eksizyonunu ortaya c¢ikarmistir. Subletal Cd uygulamasi,
hiicrelerin lireme oranini azaltti1 gibi hiicre membrani, translasyon ve transkripsiyon
gibi hiicre biiyiimesiyle ilgili genlerin sentezinide baskilar. 52 diizenleyici genin farkli
sentezi, Cd uygulamasinda kompleks diizenleyici bir sistemin varligimi géstermektedir.
Bu sonuglar D. radiodurans’mm Cd maruz kalma etkisini ve ilgili genlerin bu stres

durumunda nasil sentezlendigini ortaya ¢ikarmistir.

Yapilan bir ¢alismada iyonik civa igeren radyoaktif atiklarin temizlenmesinde
radyasyona direngli D. radiodurans kullanilmistir. Minton vd. (2000) Escherichia
coli’den merA geni transfer edilmis D. radiodurans’in radyoaktif alanlardaki Hg’i
indirgeyebilme kapasitesini arastirmislardir. Bu amagla yiliksek oranda karekterize
edilen merA geni E coli’ den D. radiodurans’a klonlanmistir. merA geni tarafindan
kodlanan Civa rediiktaz enzimi, yiiksek oranda toksik ve tiyol reaktifi Hg (II)’i daha az
toksik olan, elementsel olarak kararli ve ugucu Hg (0) formuna doniistiirmektedir. D.
radiodurans’da merA geninin dort farkli sentez sistemi gelistirilmis ve cesitli hiicresel
gen diizeylerinde regulasyonlart saglanmistir. MerA sentezleyen D. radiodurans
soylarinin 6000 rad/saat dozda ve 30— 50 uM Hg (II) varliginda civanin bakteriosidal
etkisine kars1 direng gosterdigi saptanmustir. Elde edilen bu soylarin yiiksek diizeyde Hg
ve radyasyonlu atik alanlarinda gelisebildigi gosterilmis ve Hg II ‘yi etkili bir sekilde
daha az toksik olan, buharlasabilen Hg (0) elementine doniistiirdiigii tespit edilmistir.

Vido ve arkadaslart (2001) Saccharomyces cerevisiae mayast ile yaptiklar
calismada, Cd (II) stresine maruz biraktiklar1 maya hiicrelerinin bu stres kosuluna
hiicresel yanitini proteom analizi ile belirlemiglerdir. Aragtirmada, S. cerevisiae
hiicreleri agir metal stresine cevap olarak 54 proteinin sentezini arttirirken, 43 proteinin
sentezini azaltmistir. Calismada, 6zellikle siilflir igeren aminoasitlerin biyosentezi ile
ilgili enzimlerin yapiminin arttigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda arastiricilar, glutatyon
sentezi ile antioksidant &zellige sahip bazi proteinlerin Cd (II) iyonlar1 ile muamele
edilen maya hiicreleri tarafindan daha fazla sentezledigini géstermislerdir. Calismada,
tiyoredoksin ve tiyoredoksin rediiktaz gibi proteinlerin yapimi da agir metal iceren
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ortamda artmustir. Arastiricilar sentezi artan bu proteinlerin S. cerevisiae mayasinin Cd
(IT) 1iyonlarmma kars1 hiicresel savunma mekanizmasinda esansiyel oldugunu
bildirmiglerdir

Brim vd. (2006), toluen ve diger hidrokarbonlarin yikimini tamamlamak igin
agir metaller igeren bu ortamlardan Cr (IV)’un indirgemesinde D. radiodurans’i
kullanmistir. D. radiodurans Cr (IV)’u daha az toksik olan Cr (III)’ e dogal olarak
indirgeyebilmektedir. Toluenin yikimi i¢in Pseudomanas putida’dan tod ve xyl genleri
bakteriye klonlanmig ve rekombinant Tod/xyl soyunun “C etiketli toluenin karbon
dioksite ve hiicresel makromolekiillerle birlestigi gosterilmistir. Bakterinin kronik
iyonize radyasyon varliginda veya yoklugunda kompleks besi veya minimal ortamlarda
tolueni okside edebildigi ve Cr (IV)’u indigeyebildigi ve Cr (III) ‘e doniistiirebildigini
saptamiglardir.

Ozer ve Ozer tarafindan (2003) vyapilan calismada, S. cerevisiae
mikroorganizmas1 ile Cr (VI)*nin giderimi i¢in en uygun ortam kosullarim
aragtirmislardir. Biyosorpsiyon i¢in en uygun pH degeri 1 olarak bulunmustur. Sicaklik
deneylerinde 15-25 °C arasinda biyosorpsiyonun belli bir sicakliga kadar arttig1 fakat
sicaklik artmaya devam ettikce artan sicaklik ile azaldig1 bunun sebeninde artan sicaklik
ile biyokiitle aktif sitelerin zarar gérmiis olmasindan kaynaklandigi belirtilmistir. Bu
kosullara gore optimum sicaklik 25 °C olarak belirlenmistir. Calismada basglangi¢ metal
iyonu konsantrasyonu 200 mg/L, biyokiitle miktar1 da 1g/ L kullanilmis ve elde edilen
deneysel veriler Langmuir izotermine uygulandiginda Qmax degeri 32,6 mg/g olarak
bulunmustur. S. cerevisiae iizerine Cr (V1) biyosorpsiyonun tek tabakali gergeklestigi ve
hesaplanan entalpi degerine gore de (-2,890 kcal/mol) biysorpsiyonun egzotemik ve
fiziksel olarak gerceklestigini belirtmiglerdir.

Nakiboglu Kang ve ark. (2007), Pseudomonas aeruginosa biyokiitlesi ile Cr (IIT)
ve Cr (VI) iyonlar1 biyosorpsiyonunu aragtirmislardir. Biyosorpsiyon kapasitesini ve
izoterm modellerini elde edebilmek igin kesikli sistemde ¢esitli baslangig
konsantrasyonlari ile ¢aligma yapmislardir. Buna gore P. aeruginosa ile Cr (VI) i¢in
Freundlich modelleri uygun bulunurken Cr (III)*iin en iyi Langmuir izoterm modeli
tarafindan agiklanacagi bulunmustur. FT-IR analizi sonuglart bakteri hiicre yiizeyindeki
krom baglayic1 bolgelerin biiyiik olasilikla karboksil ve amin gruplari oldugunu ve bu

gruplara krom iyonlarinin baglanmasinda kompleksmenin etkin oldugunu gostermistir
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2.2. D. radiodurans ‘im UV-C Direncine Yonelik Calismalar

Chen vd., 2000 D. radiodurans genomunun 60 kDa biiyiikliigiinde bir otoantijen
olan ve Ro olarak adlandirilan bir RNA baglayict protein igerdigini tespit etmislerdir.
Onceleri yalnizca yiiksek yapili dkaryotlarda oldgu diisiiniilen bu protein, Y RNA
olarak bilinen RNA 'larin kiigiik alt iinitesine baglanmaktadir. Ro proteininin ortologu
Rsr D. radiodurans' mm UV radyasyona olan direncine katkida bulunmaktadir. Rsr,
RNA'" nin ¢esitli kiigiik alt iinitelerini baglar ve rsr ' 1 kodlamaktadir, UV radyasyonun
akabinde bu rsr sentezlenerek birikmeye baslar. Bu sonuglar Ro RNPs ' nin hiicrede UV
radyasyonu takiben hiicresel savunmada rol oynadigini ortaya koymustur.

D. radiodurans ' in gama (y) radyasyonun akut dozlarindan etkilenmemesi, DNA
¢ift zincir kiriklarini tamir eden etkin bir homolog rekombinasyonu igeren bifazik bir
mekanizma ile gosterilmistir. Fakat bazi bakterilerde DNA zincir kiriklarini tamir eden
enzim (RecBC ) mutantinin, E. coli ' den daha duyarli oldugu gosterilmistir.
Rekombinant Deinococcus' da, E. coli’ nin recBC genini ifade edildiginde UV
toleransinin 3 kat daha arttigi tespit edilmistir. D. radiodurans’ in radyasyona olan
cevabinda RecBC 'nin asir1 ifadesi RecD' den bagimsizdir. y radyasyon toleransinin
eksikligi in vivo degredasyon oraninin artmasina katkida bulunmaktadir. Deinococcus
hiicrelerinin UV maruziyetine bagli olarak RecBC sentezleyebildigi gosterilmistir. Bu
sonuglar, RecBC' nin asir1 {iretiminin gama radyasyonun zarar verdigi DNA tamir

mekanizmasiyla rekabet i¢inde oldugunu desteklemektedir (Khairnar vd., 2008).

2.3. D. radiodurans ‘in Antioksidan Enzim Kapasitesine Yonelik Calismalar

Sheng vd., 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada radyasyonun neden oldugu reaktif
oksijen tiirlerine direng gosterebilen D. radiodurans’ da reX (drl310) geninin
mutansyonu ile reaktif oksijen tiirlerine karst savunma mekanizmasi arttirilmistir.
Ayrica reX' in bu bakteride agir1 ifadesi antioksidan aktiviteyi Onemli Olciide
baskilamistir. Radyasyona maruz birakilmayan hiicrelerde mutant D. radiodurans
yabanila gore 2.16 kat ROT siipiiriicii etkiye sahiptir. Diger taraftan recX+/DR1 soyu
yabanila gore daha diisiik ROT siipiiriicii etkiye sahiptir. Radyasyondan sonra mutant
soyda radikal siipliriicii etki tetiklenmemistir. Hiicrelerdeki iki Onemli antioksidan
proteinler olan siiperoksit dismutaz ve katalaz analizleri sonucu reX ' in antioksidan
enzimlerin {iretimini baskiladigi ve D. radiodurans' da ROT savunma sistemini negatif

olarak regiile ettigini ve bu etkinin radyasyon ile azalabilecegini ortaya ¢ikarmislardir.
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Yun ve Lee (2001) yaptiklar1 bir ¢alismada, elektroforetik 6zellikleri ve metal
kofaktorlerine bagli olarak yiiksek UV-direngli bakteriler olan D. radiodurans
D.grandis ve D. proteolyticus gibi Deinococcus tiirlerinde siiperoksit dismutaz (SOD)'
in elektroforetik ayristirmasi ile birden fazla siiperoksit dismutaz (SODs) formunu
ortaya ¢ikarmustir. D. radiophilus ve D. radiopugnans' da tek tip SOD, Deinococcus
radiodurans' da MnSOD, FeSOD ve Mn / FeSOD bulunmaktadir. metal kofaktor
yapilarina bagli olarak ¢esitlilik gosteren her bir mezofilik Deinococcus tiiriindeki SOD

profili, Deinococcus tiirlerinin belirlenmesinde 6nemli olmaktadir.

Tian vd., (2007), reaktif oksijen tiirlerine yiliksek diren¢ gosteren D.
radiodurans' da karotenin bu direngteki katkisi arastirilmigtir. Bunun igin D.
radiodurans' da mutasyonla karetenoid sentez yolagini fitoen sentaz geni bloke edilerek
cevresel stres altinda hiicrelerin hayatta kalma dereceleri degerlendirilmistir. D.
radiodurans'in renksiz mutanti R1AcrtB, karotenoid sentezinde basarisiz olmustur ve
yabanil tipe gore iyonize radyasyon, hidrojen peroksit ve kuraklik gibi kosullara daha
duyarli oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar D. radiodurans karotenoidlerinin gevresel
stresle miicadelede bakteriye katkisinin oldugunu diisiindiirmektedir. Kemiliiminesans
analizleri, karotenoid sentez yolunda 6nemli bir iiriin olan deinoxanthin' in H2O> ve
singlet oksijene savunmada karoten (likopen ve B-karoten) ve iki ksantofil (zeaksantin
ve lutein) 'den Onemli Ol¢lide daha giiclii bir savunma yetenegine sahip oldugunu
gostermistir. Deinoksantin' in ayn1 zamanda DNA iizerinde koruyucu bir etki gosterdigi
tespit edilmistir. Elde edilen bulgular deinoksantinin gii¢lii bir antioksidan etkisinin
oldugunu ve D. radiodurans' in direng mekanizmasina direncine katkida bulundugunu

desteklemektedir.

Hua vd., 2003 yaptiklar1 ¢alismada, D. radiodurans' da DNA tamirinde ve
antioksidan savunmada anahtar rol oynayan pprl genini tanimlamislar ve bu genin bir
transpozonla inaktive edilmesi sonucu bakterinin yabanilina goére daha duyarli hale
geldigini saptamiglardir. Yapilan analizler sonucunda pprl geninin katalaz enzim
aktivitesini arttiran recA ve pprA geninin sentezini aktive ettigini tespit etmislerdir.
Yine bu genin bloke edilmesi D. radiodurans ' n antioksidan savunmasinda 6nemli
payt oldugu disiiniilen karetenoidlerin sentezinde de azalmaya neden oldugu

gosterilmistir.

Yapilan bir ¢calismada Song vd. (2000) D. radiodurans’ da stiperoksit dismutaz

ve katalaz enzimlerinin indiiklenme durumlarini arastirmiglardir. Enzimlerin
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indiiklenme durumlarii saptamak amaci ile D. radiodurans, artan dozlarda (6.10%° ile
iyon /cm? - 8.10 * iyon/cm? ) N* isinlarma maruz birakilmis ve buna bagl olarak
hiicrelerdeki SOD ve CAT enzimi arasindaki degisim Karsilagtirilmislardir. Buna gore
N* 1smm1 ile maruz birakilan Orneklerde enzim aktivitelerinde bir artismn oldugu
saptanmistir. Ozellikle hiicrelerin Mn-SOD aktivitesinde artislar tespit edilmistir. Bu
sonuglar bakterinin, oksidasyonun zararli etkisine karsi etkin bir savunma
mekanizmasina sahip oldugunu ve Mn-SOD ‘un indiiklenebilir bir enzim oldugunu
gostermistir. Ayni1 ¢alismada bakterilerin biiyiime ortamlarina bir protein sentezi
inhibitorii  olan kloramfenikol eklenerek enzim aktivitelerindeki — degisimler
arastirilmistir.  Sonugta kloramfenikol igeren ortamlardaki bakterilerin  enzim
aktivitelerinde bir artis gézlenmemistir. Bu da D. radiodurans’in oksidatif strese adapte
olmak i¢in de-novo protein sentezine ihtiya¢ duydugunu gostermistir.

Katalaz, reaktif oksijen tiirlerine karsi hiicreleri korumada anahtar rol oynayan
bir enzimdir. Kobavashi vd., 2006 yaptiklar1 bir calismada, radyasyona direngli D.
radiodurans bakterisinden Kat A (DR1998)" karekterizasyonunu, saflastirilmasini ve
klonlanmasini arastrimislardir. Saflastirilan D. radiodurans Kat A monomerinin
molekiil biiyiikligiinin 65 kDa, enzimin biyiikliginiin 240 kDa oldugu tespit
edilmistir. Homotetramer yapidaki Kat A min spesifik aktivitesi 68800 U/mg proteindir
ve aktivitesi sodyum azid, sodyum siyanid ve 3-amino-1,2,4-triazol gibi kimyasallarla
bloke olmaktadir. Kat A' nin absorpsiyon spektrumu 408 nm' de max absorbans
vermistir. Peroksidaz aktivitesi bulumamaktadir. Bu sonuglar D. radiodurans Kat A' nin
tipik bir tek fonksiyonlu oldugunu ve hem grubu icerdigini gdstermistir. hiicrelerde bol
miktarda buunan Kat A tipik olarak H202 ' ye kars1 hiicresel savunmada gorev alarak
bakterinin oksidatif zarara karsi canli kalma stratejisinde anahtar rol oynamaktadir.

Yapilan bir ¢alismada Melin vd. (1997) D. radiodurans’in farkli soylarinin
oksidatif zarara kars1 duyarliliklarin1 aragtirmiglardir. Bu amagla kiiltiir ortamina farkli
konsantrasyonlarda hidrojen peroksit, bakir siilfat, ve askorbik asit gibi oksidanlar
eklenmistir. D. radiodurans in kirmizi pigmentli (yabanil) ve renksiz mutant soylarinda
antioksidan enzimleri ve vitamin diizeylerindeki degisimler karsilastirilmistir. Buna
gore farkli oksidanlarin yiiksek konsantrasyonlarina bagli olarak pigmentli bakterinin
SOD ve CAT aktivitesinin renksiz mutant soydan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ayrica pigmentli bakterilerle renksiz mutant soylarin, radikallerin letal etkisine karsi

yiiksek koruma saglayan A ve E vitamini diizeyleri karsilastirildiginda pigment iceren
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bakterinin, A ve E vitamini diizeylerinin renksiz bakteriden daha yiiksek oranda
bulundugu saptanmustir.

Markille vd., 1999 D. radiodurans’ in R1 susunda basit ve genel hedef
mutasyonlar yaparak katalaz (KAT A) ve siiperoksit dismtaz (SOD A) mutantlarini
olusturmuslardir. Yabanil ve mutant kiiltiirlere 8000-32000 Gy arasi1 farkli dozlarda
iyonize radyasyon uygulanmistir. Yabanil ve KAT A mutant1 diisiik dozlara benzer
sekilde cevap verirken yiiksek dozlarda KAT A mutantinin, yabanila gore 2-15 kat daha
duyarli hale geldigi goriilmiistiir. SOD A mutant: ise, yiiksek dozlarda yanabil ve KAT
A mutantina gore 3-90 kat daha duyarl hale gelmistir. Bu sonuglar siiperoksit dismutaz
ve katalaz proteinlerini igermeyen her iki mutantinda iyonize radyasyonun neden
oldugu oksidatif stresle basa ¢ikmada yabanila gore daha hassas oldugu ve bu iKi
enzimin bakterinin radyasyona karsi gelistirdigi diren¢ mekanizmalarina katkida

bulundugunu ortaya koymustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calismamizda, farkli doz ve siirelerdeki UV radyasyon ve agir metal
uygulamalar1 gibi stres faktorlerinin etkilerini saptamak amaciyla bakterilerdeki
adaptasyon mekanizmalariyla iliskili oldugu diisiiniilen ¢esitli biyobelirteclerin tesbiti

su sekilde planlanmistir;

3.1 Cahismada kullamilan Deinococcus radiodurans ve rekombinantlari

Bu c¢alismada, oksidatif zarara, genotoksik kimyasallara, iyonize ve UV
radyasyonun yiiksek seviyelerine ve kurumaya karsi ekstrem olarak diren¢ gosteren
Deinococcaaceae familyasina ait Gram (+) bir bakteri olan Deinococcus radiodurans
R1 (ATCC BAA-816), bu bakterinin vgb geni klonlanmig rekombinanti ve kontrol
olarak da vgb rekombinant susu kullanildi. Deinococcus radiodurans® in iKi
rekombinantindan puc8 plazmitini tastyan Dr[pUCS] olarak, ayni plazmitin vgb geni
tagtyan formu ise Dr[pUCS:15] olarak adlandirilmaktadir.

Sekil 3.1. D. radiodurans ve rekombinantlari

3.2. Arastirmada Kullanilan Besi Yerleri

Calismamizda D. radiodurans‘ i biiyiime ortami olarak bu bakterinin kendi
0zel besi ortam1 olan TGY agar (Tripton Glukoz Yeast Agar) ve TGY broth ( Tripton

Glukoz Yeast broth) (pH:7,5) kullanildi. Besiyerinin igerigi Cizelge 3.1 ‘de verilmistir.
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Besiyerleri 100 ml kapasiteli erlenlerde 20 ml besiyeri olacak sekilde 20 dakika
121°C’de 1 atm basing altinda otoklavlandi.

Cizelge 3.1. TGY Broth Besiyerinin Igerigi (g L™?)

Tripton 10
Maya oziitii 5
Glikoz 1

Bu s1v1 besi yerlerinin i¢ine 15g L™ agar ilave edilerek kati besiyerleri elde edilmistir.

3.3. Arastirmada Kullanilan Kimyasallar ve Ayiraclar

Bu ¢alismada kullanilan TGY agar besiyeri, Ksantin, ksantin oksidaz, sitokrom-
¢, BSA (Bovine Serum Albumin), SOD (Siiperoksit Dismutaz) ve NaOH Sigma’dan
KH2POs4, KoHPO4, NaH2PO4, EDTA (Etilen daimintetraasetik asit) ve H>O» ise Merck
firmasindan temin edildi. Agir metal uygulamalarinda kullanilan Cd(NO). Alfa Aesar
firmasindan CrCls ise Aldrich firmasindan temin edilmistir. Yine SOD ve CAT
enzimlerinin protein elektroforezi igin gerekli kimyasallar ve standartlar1 Sigma

firmasindan temin edilmistir.

3.4. Bakteri Stoklarimin Hazirlanmasi

Bu caligmada kullanilan bakterilerin uzun siireli stoklar1 % 20 gliserol (V/v)
iceren TGY sivi besiyerinde hazirlanarak -20 °C ‘de muhafaza edildi. Ancak her
calismada kullanilan bakterilerden D. radiodurans ve rekombinantlart TGY agar igeren
petrilerde tretilmis ve +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Buzdolabinda
saklanan bakterilerden steril sartlar altinda 6ze ile alinarak Boliim 3.2.” de anlatildig:
gibi hazirlanan TGY broth (20 mI/100ml) igeren erlenlere ekimi yapilmistir. Yabanil ve
rekombinant bakteriler 32 °C’de ve 150 rpm’de galkalamali olarak iiretildi. Uretilen bu
stok kiiltlirler bir gece inkiibasyonun sonunda alinarak TGY broth besiyeri igeren
erlenlere 1ml/20ml olacak sekilde ekimleri yapilmistir. Daha sonra bu kiiltiirler deneyin

sonraki asamalarinda amaca uygun olarak kullanildi.
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3.5. vgb Klonlari

Bu c¢alismada kullanilan D. radiodurans’in Dr[pUC8] ve Dr[pUC8:15]
rekombinantlar1 Inonii Universitesi Molekiiler Biyoloji béliimiinde Hikmet Gegkil' in
laboratuarindan temin edilmistir. pUCS8 plazmiti 2.7 kb biiyiikliigiinde olup islevsel bir
lacZ geni tasimaktadir. pUCS:15 plazmiti ise, 5 kb biiyiikliigiindedir ve 2.3 kb

uzunlugundaki multi klonlama bdlgesine vgb geni yerlestirilmistir.

puUC8:15
5086 bp

Sekil 3.2. pUC8 ve pUCS:15 plazmitlerinin fiziki haritasi

3.6. Bakterilerin Ureme Egrilerinin Cikartilmast:

Bu ¢aligmada iireme potansiyelleri bilinmeyen rekombinant bakterilerin tireme
egrilerini saptamak amaciyla TGY broth besiyeri hazirlandi, otoklavlandi ve steril
kosullar altinda bakterilerin ekimi yapilarak stok kiiltiirler olusturuldu. Bu stok
kiiltiirlerden taze hazirlanan besi yerlerine 1/50 ml olacak sekilde ve her bakteri icin ii¢
tekrarli olmak kosuluyla ekimler yapildi ve 0. saatten itibaren baslayarak 12. saate kadar
her saat basi, daha sonra da 24.saat, 48.saat ve 72. saatte kadar 600 nm‘de absorbanslar
okundu. Bu absorbans degerlerine bagli olarak her iki bakteri susu igin elde edilen
sonuglara gore tireme egrileri saptandi. Ayni1 zamanda her iki bakteri susu i¢in canl
hiicre sayim1 da yapilarak iireme egrisi igin elde edilen absorbans degerleri desteklendi.
3.7. Bakterilerin UV-C Radyasyona Maruz Birakilmasi ve Canh Hiicre Sayiminin

Yapilmasi

Bakterilerin ultraviyole radyasyona olan direncini saptamak amaciyla, her ii¢
bakteri i¢in siv1 stok kiiltiirler hazirlanmis ve bunlarin TGY broth igeren 20/100 ml ‘lik
erlenlere ekimi yapilarak belli siirelerde (30, 60, 90, 120, 180, 240 ve 360 dk.) UV-C’e
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maruz birakilmigtir. UV radyasyona maruz kalan bir organizmanin canli kalma
yetenegi, tipik olarak UV uygulanmis kiiltiirlerin uygun dilliisyonlar kullanilarak agar
iceren plaklarinda canli kalan hiicrelerin sayilmasiyla belirlenmektedir. Canli hiicre
sayiminda kullanmak {izere seri sulandirma i¢in de % 0,09 NaCl igeren serum fizyolojik
ve yine her bakteri i¢in steril kosullarda TGY agar dokiilmiis plaklar hazirlandi.
Hazirlanan serum fizyolojik 15 ml’lik tiiplere, her tiipe 10ml olacak sekilde aktarildi.
Seri sulandirma 5 tiip iizerinden yapilmistir. Her {i¢ bakteri i¢in stok kiiltlirlerden belli
miktarlarda alinarak 6nce 1. tiipe sonra bu tiip karistirildiktan sonra 2. tiipe, 2. tiipten 3,
4 ve 5. tiiplere aktarilmis ve canli hiicre saymmi 3. 4. ve 5. tiiplerden 2 farkli
konsantrasyonda (50 ul ve 100 ul) alinip plaklara ekimi yapilarak 32 °C’de 1 gece
inkiibasyona birakildi. Gozle goriilebilir biiyiikliige erisen koloniler sayilarak kiiltiir
ortamindaki canli hiicre sayilar1 tespit edildi. Kat1 besiyerinde yapilan sayim

sonuclarinin verilmesinde koloni olusturan birim esas alindi (kob/ ml).

kob/g (ml) = iki paralel plagin ortalamasi x Diliisyon faktorii

Bu ¢alismada Philips TUV 15 Watt/G15 T8 254 nm dalga boyuna sahip 45 cm
boyunda UV-C lambasi kullanilmistir. Ornekler Sekil 3.3’deki gibi lambadan 11 cm
uzakliga yerlestirilmistir. UV-C radyasyon kaynagi tavana 6 cm mesafe ile
yerlestirilmistir. Isinlama ig¢in 90 X 60 X 70 cm boyutlarindaki aliiminyum ile kapli tahta
bir kabin kullanilmistir. Lamba ile Ornekler arasi isimmlama mesafesi 11 cm’dir.
Lambanin ylizeyinden 1 cm mesafede 15 w’lik bir giic var oldugundan dolayr 11
cm’deki uygulanan giiciin degeri 0,124 wattir. 11cm ‘lik mesafeden yapilan bu 1sinlama

46 X 13 cm’lik bir yilizey alanin1 kapsamaktadir.
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Sekil 3.3. Bakterilerin UV-C radyasyona maruz birakilmasi

Canli hiicre sayimi i¢in UV-C uygulama siiresine bagli olarak uygulanan doz

miktarlar1 asagidaki ¢izelgedeki gibidir.

UV-Cuygulama siiresi Doz miktari ( j/ cm?)
30 dk (1800 sn) 0,37
60 dk (3600 sn) 0,75
90 dk (5400 sn) 1,12
120 dk (7200 sn) 1,49
180 dk (10800 sn) 2,23
240 dk (14400 sn) 2,98
360 dk (21600 sn) 4,47
12 saat (43200 sn) 8,94
24 saat (86400 sn) 17,88
48 saat (172800 sn) 35,76

3.7.1 Bakterilerin UV-C Radyasyona Maruz Birakilmasi ve Enzim Aktivite Tayini

Icin Uygulamasi Sonrasi islemler

Bakterilerin belli siirelerdeki UV-C radyasyon uygulamasi sonrasi enzim
aktivitelerinde meydana gelen degisiklikleri saptamak amaciyla yine her ii¢ bakteri i¢in
siv1 stok kiiltiirler hazirlanmistir. Bunlarin TGY broth igeren 20 ml/100 mI’lik TGY
iceren erlenlere ekimi yapilarak siiperoksit dismutaz ve katalaz enzim tayinleri i¢in 6,

12, 24 ve 48 saat UV-C’e maruz birakilmustir.

Enzim aktivite tayini i¢in UV-C uygulama siiresine bagli olarak uygulanan doz
miktarlart asagidaki ¢izelgedeki gibidir.
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Siiresi biten orneklere sirastyla asagidaki islemler uygulanmistir.

h Tiplere UV’e maruz birakilmis kiiltiirlerden koyuldu. q
h 10000 devirde 15 dakika siiresince santrifiij edildi. H

h iﬁﬁematan dokiilerek hiicreler tamponla yikandi. H

|

Tekrar 10000 devirde 15 dakika santrifiij edildi. |

Siipernatan dokiiliirek peletin agir:
agirliktan tiiplerin bos agirliklari ¢gikarilarak
hesaplandi.

Pelet, agirliginin 4 kati
homojenizasyon tamponuyla sulandirildi

=7,4 PBS tamponu)

Homojenat buz i¢inde 30 sn

araliklarla 3 kez sonikasyon yapildi.

15000 devirde/ 15 dk/ +

Siipernatan alinarak,
ependorflara konuldu.
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3.8 Enzim Aktivite Tayini

Enzim aktivitesi tayin islemlerinde, spektrofotometre (SHIMADZU UV-visible
Spectrophotometer UV-1601) kullanildi. Biitiin enzimlerin aktiviteleri her bakteri igin

ti¢ tekrarl1 olarak olctildii.

3.8.1 Katalaz Enzimi Tayini

Katalaz enziminin aktivite tayini Luck (1963) yontemine gore yapildi. Katalaz
enziminin aktivite tayini i¢in pH=7 olan 1/15 M’lik Sodyum—Potasyum ( KH2PO4 —
NaHPO,) tamponu hazirlandi. Tamponun 100 ml’ sine 270 ul H20. eklendi. Katalaz
aktivite tayininde kullanilacak olan kor i¢in sadece tampon + H20, karisimi kullanildi.
Enzim aktivitesinin 6l¢timii i¢in yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan tampon + H202
¢oOzeltisine uygun miktarda 6rnek eklendi ve 240 nm’ de 1 dakika boyunca absorbans
degisimi belirlendi. Absorbans belirlendikten sonra ml’ deki enzim iinite sayisi
spektrofotometrik olarak hesaplandi. Elde edilen degerler siipernatanin mililitresindeki

miligram proteine boliinerek spesifik aktivite tespit edildi ( Luck., 1963).

3.8.2. Siiperoksit Dismutaz Enzim Tayini

Ksantin-Ksantin oksidaz sisteminde iretilen siiperoksit radikallerinin sitokrom
¢’ y1 indirgemesinin SOD tarafindan inhibisyonu temeline dayanan enzim aktivite tayini
Mc Cord ve Fridovich 1969 yontemine gore yapildi. Enzim aktivite tayini igin pH =
7,8’lik 50 mM K2HPO4 tamponu ( 0,1 mM EDTA igeren fosfat tamponu) , 0,2 U/ ml
ksantin oksidaz, 10 mM Ksantin ve 1 mM sitokrom-c ¢ozeltileri hazirlandi. Bu
cozeltiler kullanilarak A ve B ¢ozeltileri hazirlandi.

A ¢ozeltisi i¢in; 0,76 mg (5 mol) ksantin’in 10 ml 0,001 N NaOH’ daki ¢o6zeltisi
ve 24,8 mg ( 2 mol) sitokrom c¢’nin 100 ml 50 mM pH = 7,8 ve 0,1 mM EDTA iceren
fosfat tamponundaki ¢ozeltisi karistirildi.

B ¢d6zeltisi i¢in, taze olarak hazirlanan ksantin oksidazin ( 0,2 u/ml) 0,1 mM
EDTA ‘daki ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra kor hazirlamasi ve
ornek okumasi su sekilde yapildi; 3 ml’ lik spektrofotometre kiivetine 2,9 ml A ¢ozeltisi
ve 50 pl Ornek ilave edildikten sonra tepkime 50 pl B ¢ozeltisinin eklenmesiyle
baslatildi. B ¢ozeltisi eklendikten ve hizli bir sekilde karistirildiktan sonra 550 nm’ de 1

dakikalik absorbans degisimi okundu. Kor okumasi yapilirken 6rnek yerine 50 ul distile
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su kullanildi. Kalibrasyon grafigi ¢cizmek igin belli konsantrasyonlardaki (5.10"M) SOD
¢ozeltilerinin 5 pl, 10 pl ve 15 pl” deki bilinen degerlerine karsilik elde edilen %
inhibisyon degerleri grafige gecirildi. Bu islem saf SOD enzimiyle yapilarak %
inhibisyon hesaplandi.

3.9. Karotenoid Tayini

6, 12, 24 ve 48 saat UV-C radyasyon uygulanan orneklerin karoten tayini
spektrofotometrik olarak yapilmistir. Bunun igin, 1 ml kiiltiirii 5000 rpm devirde 10 dk.
santrifiij edilip, siipernatant dokiildii. Bakteri peleti tizerine 1 ml % 9’luk NaCl ilave
edilip tekrar 5000 rpm' de 10 dk. santrifiij edilip, Stipernatan dokiildii. Daha sonra da

pelet lizerine;
* 1ml DMSO
* 1 ml aseton
* 1 ml petrol eteri ve % 20’lik NaCl c¢ozeltisi ilave edildi.

Karistirma sonunda iistte toplanan petrol eteri katmani ayr1 bir tiipe alinarak 452

nm’de dl¢lim yapildi.

A@452) *D * V

Toplam karotenoid (ug/ ml) =
0,268

A (452) = Absorbans degeri

D = Spektrofotometre dncesi yapilan dillisyon orani
V = Petrol eter hacmi

0,268 = Spesifik absorpsiyon katsayisi

3.10. Total Protein Tayini

Total protein tayini Bradford vd. (1980) yontemine gore yapilmistir. 5 pl

supernatan mikroplakalara pipetlenip ve tlizerine 250 pl Bradfoard reaktifi eklenerek
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reaksiyon karisimi oda sicakliginda 15 dakika karanlikta inkiibe edildi. Renk degisimine
bagli olarak 595 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu sistemi kullanilarak
absorbanslar1 6l¢iildii. Protein miktarlar1 saptanirken BSA standart egrisi degerleri ile

karsilastirma yapilarak ornekteki total protein degerleri hesaplandi (Bradford., 1980).

3.11 Bakterilere Agir Metal Uygulamasi.
3.11.1. Cd Uygulamasinin Ureme potansiyeli Uzerine Etkisinin Saptanmasi

D. radiodurans ve rekombinantlarinin Cd varligindaki {ireme potansiyellerini
saptamak amaciyla her li¢ bakteri i¢in TGY sivi besiyerleri ve Cd uygulamasi i¢in de
50000 ppm’lik Cd stogu hazirlanmistir. Yapilan 6n denemeler sonucunda Cd i¢in doz
araligimiz 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm ve 1500ppm olarak kararlastirilmistir.
Hazirlanan besi yerlerine belirlenen dozu saglamak amaciyla belli miktarlarda Cd
eklenmis (100 pl, 200 ul 400 ul, 600ul) ve stok kiiltiirlerden bakteri ekimleri yapilarak
0.saatten itibaren 1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat, 5. saat, 6. saat, 12. saat ve 24. saat‘lerde

spektrofotometrede absorbanslari dlgiilerek, tireme potansiyelleri saptanmustir.
3.11.2. Cr Uygulamasinin Ureme potansiyeli Uzerine Etkisinin Saptanmasi

D. radiodurans ve rekombinantlarinin Cr varligindaki ireme potansiyellerini
saptamak amaciyla her ii¢ bakteri icin TGY siv1 besiyerleri ve Cr uygulamasi i¢in de
50000 ppm’lik Cr stogu hazirlanmistir. Yapilan 6n denemeler sonucunda Cr i¢in doz
araligimiz 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm, 1500 ppm ve 2000 ppm olarak
kararlagtirllmistir. Hazirlanan besi yerlerine belirlenen dozu saglamak amaciyla belli
miktarlarda Cr eklenmis (100 pl, 200 ul, 400 pl, 600 ul ve 800 ul) ve stok kiiltiirlerden
bakteri ekimleri yapilarak 0.saatten itibaren 1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat, 5. saat, 6.
saat, 12. saat ve 24. saat‘ lerde spektrofotometrede absorbanslari Olgiilerek, lireme

potansiyelleri saptanmustir.
3.11.3. Agir Metal Biyosorpsiyonu

Yabanil ve rekombinat D. radiodurans suslarinin agir metal giderim
kapasitelerini belirlemek icin; sulu ortamda baslangicta ve biyosorpsiyon sonrasi kalan
metal derisimi Perkin EImer AAnalyst 800 Atomik Absorpsiyon spektrofotometresinde

hava-asetilen alevinde tayin edildi.
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Biyosorpsiyon, sulu ortamlardan metal iyonlarinin biyokiitle tarafindan
alinmasidir. Biyosorbent yiizeyinde tutulacak ¢6ziinmiis maddelerin biyokiitle etrafini
saran ¢oziicii sivi film igerisinden gegmesi gerekmektedir. Biyosorpsiyon sartlarinin
gerceklesebilmesi icin bazi optimal kosullarin olugmasi gerekmektedir. Biyosorpsiyon
yontemi metal iyonu tiirii, biyokiitle tiiri ve miktari, konsantrasyon, sicaklik, ¢cozelti

pH’s1 gibi fizikokimyasal faktorlerden etkilenmektedir.

3.8.3.1. Optimum Doz ve Siirenin Belirlenmesi

En iyl agir metal biyosorpsiyonunun oldugu doz ve siireyi saptayabilmek
amaciyla Cd (IT) i¢in 250 ppm , 500 ppm, 1000 ppm ve 1500 ppm, Cr (I1l) igin 250
ppm, 500 ppm, 1000 ppm, 2000 ppm ve 5000 ppm araliginda metal dozlari, 30 dk, 60
dk, 90 dk, 120 dk ve 180 dk' lik siirelerde deneyler yapilmistir. Bunun igin, TGY besi
ortamina belirlenen metal dozunu saglamak amaciyla stok metal ¢ozeltilerinden metal
ilavesi ve 1 ml yabanil ve rekombinant suslar1 eklenerek belirlenen siirelerde etiivde
inkiibasyona birakilmistir. Siiresi biten 6rnekler 4500 rpm' de santrifiij edilmis ve elde
edilen siipernatan biyosorpsiyon kapasitesini tespit etmek amaciyla AAS' de tayin
edilmistir. Bu sekilde elde edilen besi yerinde kalan metal miktar1 hesaplanarak

bakterilerin biyosorpsiyon kapasiteleri tespit edilmistir.

3.8.3.2. Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Sicaklik biyosorpsiyonun gergeklestigi reaksiyonlarda énemli bir parametredir.
Yabanil ve rekombinant suslarin en iyi doz ve siiredeki biyosorpsiyon kapasiteleri
saptandiktan sonra belirlenen doz ve siirede hazirlanan 6rnekler sicaklik optimizasyonu
icin 10, 20, 30 ve 40 °C 'deki sicakliklarda inkiibasyona birakilmis ve siiresi biten
ornekler 4500 rpm' de santrifiij edildikten sonra siipernatan AAS' de Olgiilerek

biyosorpsiyon kapasiteleri hesaplanmustir.

3.8.3.3. Optimum pH' nin Belirlenmesi

pH optimizasyonu i¢in 6rneklerin pH' s1 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 olarak ayarlanmistir.
Bu pH derecelerini ayarlayabilmek amaciyla 0.1 M NaOH ve 0.1 M HCI kullanilmustir.

Calismada farkli pH’larda hazirlanan besiyerlerine belirlenen metal konsantrasyonlari
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eklenerek diger optimum kosullar da saglandiktan sonra inkiibasyona birakilmis ve
siiresi biten ornekler alinarak 4500 rpm' de santrifiij edilip siipernatanlar AAS' de

Olciilerek biyosorpsiyon kapasiteleri hesaplanmustir.

3.8.3.4. Optimum Karistirma Hizinin Belirlenmesi

Metal biyosorpsiyonuna etki eden faktorlerden birisi yontemin gergeklestigi
ortamdaki karistirma hizidir. Bakterilerin  biyosorpsiyon kapasitesinin en iyi oldugu
calkalama degeri 50, 100, 150, 200 ve 250 rpm' lerde denenmistir. Bunun ig¢in besi
yerlerine belirlenen metal konsantrasyonlar1 eklenerek diger optimum kosullar da
saglandiktan sonra farkli ¢calkalama degerlerinde inkiibasyona birakilmis ve siiresi biten
ornekler 4500 rpm' de santrifiij edilip, siipernatan AAS' de oOl¢iilerek biyosorpsiyon

kapasiteleri hesaplanmustir.

3.9. Bakterilerin metal uygulamasi oncesi ve sonrast SEM fotograflarinin

saptanmasi

D. radiodurans ve rekombinantlari, agir metal uygulamasi Oncesi ve sonrasi
bakterilerin hiicresel yapilarindaki degisimleri saptamak amaciyla inénii Universitesi
Bilimsel ve Teknoloji Arastirma Laboratuvari, blinyesinde bulunan Leo evo 40 marka
Scaning Elektron Mikroskobu kullanilmistir. Taramali elektron mikroskobu Kkati
yiizeyler hakkinda morfolojik ve topografik bilgi saglayan, yiizeylerin davranislarinin
anlasilmasii kolaylastiran bir yontemdir (Newbury et al. 1990). Bir lam iizerine
yayilip kurutularak hazirlanan preparatlarin {izeri altin-paladyum ile kaplanarak SEM’

de incelenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. D. radiodurans ve Rekombinantlarinin Ureme Egrileri

D. radiodurans' in yabanil ve vgh* ve vgb™ rekombinant suslarinin tireme egrileri
hem ODesoo' de absorbanslar1 alinarak hem de direkt canli hiicre sayimi yapilarak tespit

edilmistir.
4.1.1. ODeoo ile Ureme Egrilerinin Cikartilmasi

D.radiodurans ve rekombinantlarinin absorbans degerlerine bagl olarak elde
edilen tireme egrileri Sekil 4.1' de gosterilmistir. Buna gére rekombinant bakteriler
birbirine yakin iireme potansiyellerine sahipken, yabanil bakteri jenerasyon siiresinin

daha uzun olmasi sebebiyle farkli ireme dilimlerine sahiptir.
0,7 -

==e==D.r (vgh)
—a— D.r (puc8)

== [.r (Yabanil)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 S 10 11 12 24 48 72
Zaman (saat)

Sekil 4.1. D. radiodurans yabanil (W), vgh*(pUC 8:15) ve vgb (pUC8) suslarinin

zamana bagl lireme grafikleri
4.1.2. Canh Hiicre Saymm ile Ureme Egrilerinin Cikartilmasi

D. radiodurans ve rekombinantlarinin absorbans degerlerine paralel olarak
yapilan canli hiicre sayimlarina gore elde edilen ireme egrileri Sekil 4.2' de

gosterilmistir.
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100

80 -
3
x 60 —a—D.r (vgh)
£
< 40 = & =D.r( puc8)
-
20 === D.r(Yabanil)
0

0] 2 4 6 8 10 12 24 48 72

Zaman (saat)
Sekil 4.2. D. radiodurans yabanil (W), vgb*(vgb) ve vgb (pUCS) bakterilerinin canli
hiicre sayilarina bagli iireme grafikleri (Yabanil bakteriye ait canli hiicre sayilari

grafikte kiyaslanabilir olmasi i¢in 1000 ile ¢arpilarak elde edilmistir.)

Buna gore ODeoo degerleriyle canli hiicre sayilart birbirine paralel olup

bakterilerin tireme fazlar1 asagidaki gibi tespit edilmistir.

Tablo 4.1. Bakterilerin tireme fazlari

Lac fazi Loc fazi Sekonder faz Litik faz
D. radiodurans (yabanil) 0-8 10-12 24-48 48-72
D. radiodurans (vgb) 0-4 4-8 6-12 12-72
D. radiodurans (pUC8)  0-6 6-8 8-12 12-72

4.2. UV-C Uygulamasi Sonrasi1 Canh Hiicre Sayilari

Yabanil ve rekombinant suslar 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 12, 24 ve 48 saat siiresince
UV-C radyasyona maruz birakilmistir ve buna bagli olarak {ireme potansiyellerindeki
degisimler saptanmigtir. Buna gére D. radiodurans (yabamil)' m 1,5 saat UV-C
uygulamasina kadar radyasyondan etkilenip canli hiicre sayisinda bir diisiisiin meydana
geldigi goriilmiistiir. Ancak 1.5 saatten 6. saatte kadar ki uygulamada bakteri, radyasyon
uygulanmamis gruplarla paralel bir ireme potansiyeline sahip oldugunu gostermistir.
Ancak 6 saatlik uygulama sonrasi bakterinin doz artigina bagli olarak radyasyondan
etkilenip canli hiicre sayisinda bir azalma goriilmistiir. Bu disiis, 24 saatlik uygulama
sonrast bakterinin sahip oldugu diren¢ ve tamir mekanizmalar1 sayesinde yeniden

yiikselise gecmistir.
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20 -
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E —e—[Kontrol
~ |
= 10
£ ==UV-C
5 -
0

0,5 1 1,5 2 3 4 6 12 24 43

Zaman (saat)

Sekil 4.3. D. radiodurans (yabanil) ' in UV-C uygulamasinin lireme potansiyeli lizerine

etkisi

D. radiodurans (vgb)' i UV-C uygulanmigs ve uygulanmamis gruplarla
kiyasladigimizda bakterinin canli hiicre sayisinda uygulama dozuna bagli olarak bir
diisiis meydana gelmistir. En diisiik canli hiicre sayis1 6 saatlik UV-C uygulanan
orneklerde kaydedilmistir.

120 -
100 A

80 A

—&—Kontrol
60 -

==]V-C

kob/ml x102

40 -

20 4

05 1 15 2 3 4 6 12 24 48
Zaman (saat)
Sekil 4.4. D. radiodurans (vgb) ' in UV-C uygulamasinin tireme potansiyeli lizerine

etkisi

D. radiodurans (pUC8)' in UV-C uygulanan orneklerini kontrol gruplariyla
kiyasladigimizda bakterinin uygulanan radyasyon dozuna bagli olarak canli hiicre

sayisinda bir diisiisiin oldugu ve radyasyondan (vgb*)' den daha fazla etkilendigi
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gorilmistir. En disiik canli hiicre sayis1 6 saatlik radyasyon uygulanan orneklerde

tespit edilmistir.

120 4
100 A
80 1

60 1

kob/mlx 108

—&— Kontrol

40 | e YV/-C

20 1

Zaman(saat)

Sekil 4.5. D. radiodurans (pUC8)" in UV-C uygulamasinin {ireme potansiyeli tizerine

etkisi.
4.3. UV-C Uygulamasi Sonras1 Enzim Aktivitesi

D. radiodurans yabanil ve rekombinant bakterilerde ultraviyole radyasyonun bu
bakterilerde 6nemli antioksidan sistem elemenlar1 olan SOD ve KAT gibi enzimler
tizerine olan etkilerini saptamak amaciyla bakteriler 6, 12, 24 ve 48 saat UV-C
uygulanmis ve elde edilen sonuglar radyasyon uygulanmayan kontrol gruplartyla

kiyaslanmistir.
4.3.1. UV-C Uygulamasi Sonras1 SOD Aktivitesi

D. radiodurans (yabanil) ve rekombinant bakterilerinde UV-C radyasyona
maruz birakilan ve birakilmayan gruplarda siiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri
saptanmig Ve sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir. Buna gore D. radiodurans (yabanil)'
da ilk 6 saatlik UV-C uygulamasi sonrast SOD enzim aktivitesi kontrol grubuna gore
diigmiis, 12 ve 24 saatlik uygulamalarda ise kontrole gore bir artis saptanmakla birlikte
en yiiksek enzim aktivitesi de 24 saat UV-C uygulanan 6rneklerde (939,04 umol/ml/mg
protein) tespit edilmistir. 48 saatlik yiiksek UV-C doz uygulamasi sonrasinda ise en
diisiik enzim aktivitesi (19,2 umol/ml/mg protein) gozlenmistir.

D. radiodurans (vgb)' de UV-C uygulamasina bagli olarak kontrol gruplariyla

karsilagtirildiklarinda SOD enzim aktivitesinde genel olarak bir artis gézlenmistir. En
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diisiik enzim aktivitesi 12 saatlik UV-C uygulanan orneklerde 372,5 umol/ml/mg
protein, en yiiksek enzim aktivitesi ise, 48 saat UV-C uygulanan 6rneklerde 1427,07
umol/ml/mg protein olarak kaydedilmistir.

D. radiodurans (pUC8)' in UV-C uygulanan orneklerini kontrol gruplariyla
kiyasladigimizda SOD enzim aktivitesinde bir artis oldugu goézlenmistir.En diisiik
enzim aktivitesi 12 saat UV-C uygulanan 6rneklerde 370,13 2 umol/ml/mg protein, en
yiiksek enzim aktivitesi ise 48 saat UV-C uygulanan 6rneklerde 579,19 2 pmol/ml/mg
protein olarak kaydedilmistir.

4.3.2. UV-C Uygulamasi Sonras1 KAT Aktivitesi

D. radiodurans ve rekombinant suslarinda UV-C radyasyona maruz birakilan ve
birakilmayan gruplarda katalaz (KAT) aktiviteleri saptanmis ve sonuglar Cizelge 4.2°de
verilmistir.

Buna goére D. radiodurans (yabanil)' da ilk 6 saatlik UV-C uygulamasi sonrasi
KAT enzim aktivitesi kontrol grubuna gore diismiis, 12 ve 24 saatlik uygulamalarda ise
kontrole gore bir artig saptanmakla birlikte en yiiksek enzim aktivitesi de 24 saat UV-C
uygulanan 6rneklerde (278,66 umol/ml/mg protein) tespit edilmistir. 48 saatlik yiiksek
UV-C doz uygulamasi sonrasinda ise en diisiik enzim aktivitesi (1,77 pmol/ml/mg
protein) gézlenmistir.

D. radiodurans (vgb)' de UV-C uygulamasina bagli olarak kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda 24 saatlik UV-C uygulanan 6rneklerdeki KAT enzim aktivitesi kontrol
grubundan yiiksek olmasina ragmen 6 saatlik 151n uygulanan 6rneklerden daha diisiik
tespit edilmistir. Bunun disinda diger 6rneklerde doza bagl olarak bir artig gdzlenmistir.
En diisiik enzim aktivitesi 6 saatlik UV-C uygulanan 6rneklerde 102,24 pumol/ml/mg
protein, en yiikksek enzim aktivitesi ise, 48 saat UV-C uygulanan 6rneklerde 237,4
pumol/ml/mg protein olarak kaydedilmistir.

D. radiodurans (pUC8)' in UV-C uygulanan orneklerini kontrol gruplariyla
kiyasladigimizda 12 saatlik UV-C uygulanan drneklerdeki KAT enzim aktivitesi kontrol
grubundan yiiksek olmasina ragmen 6 saatlik 151n uygulanan 6rneklerden daha diisiik
tespit edilmistir. En diisiik enzim aktivitesi 12 saat UV-C uygulanan 6rneklerde 149,74
umol/ml/mg protein, en yiiksek enzim aktivitesi ise 48 saat UV-C uygulanan 6rneklerde

178,10 umol/ml/mg protein olarak kaydedilmistir.
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Cizelge 4.3. Farkli dozlarda UV-C radyasyon uygulanan D. radiodurans

rekombinant suslarda siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT) aktivitesi

Bakteri

D. radiodurans (yabanil)

D. radiodurans (vgb)

D. radiodurans (pUC8)

UV-C Uygulama Siiresi

6 saat (kontrol)

6 saat (UV-C)

12 saat (kontrol)

12 saat (UV-C)

24 saat (kontrol)

24 saat UV-C

48 saat (kontrol)

48 saat (UV-C)

6 saat (kontrol)

6 saat (UV-C)

12 saat (kontrol)

12 saat (UV-C)

24 saat (kontrol)

24 saat UV-C

48 saat (kontrol)

48 saat (UV-C)

6 saat (kontrol)

6 saat (UV-C)

12 saat (kontrol)

12 saat (UV-C)

24 saat (kontrol)

24 saat UV-C

48 saat (kontrol)

48 saat (UV-C)

SOD Aktivitesi (nmol/ml/mg

protein)

124,3+10,1

79,06 +7,5

229,4+ 8,6

235,06 +9,3

252,93 +15,5

939,04 + 14,2

216,07 +7,6

192+23

139,27 + 4,7

534,8 + 26,4

265,1+8,7

3725+9,6

2015+6,3

1002,2 + 18,5

330,2+124

1427,07 £ 19,6

223,3+11,3

563,27 + 10,4

310,3+9,6

370,13 +11,2

2525+89

569,32 + 11,2

2106 £7,8

579,19 + 13,2
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KAT Aktivitesi
(nmol/ml/mg protein)

158,66 + 8,5

53,34+ 6,4

189,21 + 10,4

197,15+ 8,6

178,36 £ 9,4

278,66 +11,2

166,34 +£9,3

1,77+0,9

52,94+42

102,24 £ 5,3

52,27 +4,5

155,66 + 8,7

57,18 £ 5,6

118,06 £ 9,2

60,81 +6,3

237,4+123

38,58 +11,2

165,27 £ 9,7

41,74+ 6,7

149,74 £ 8,9

60,57 +7,2

172,11 +£9,7

65,90 £4,5

178,10 + 6,6
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4.5. . UV-C Uygulamasi Sonras1 Karotenoid Miktarindaki Degisimler

6, 12, 24 ve 48 saatlik UV-C uygulamasi sonrasi toplam karetenoid miktarindaki
degisimler, D. radiodurans (yabanil) ve rekombinantlari i¢in tespit edilmistir. Buna
gore 6 saatlik UV-C uygulanan orneklerle konrol gruplarmi kiyasladigimizda D.
radiodurans (yabanil)'a turuncu rengini veren karotenin kontrol gruplarinda,
rekombinant bakterilerden yaklasik olarak 1,5 kat daha fazla oldugu goriilmistiir. Ayni
zamanda UV-C uygulamasi sonrasi bu fark yaklasik 4,5 kata ¢ikmustir. 6 saatlik UV-C

uygulamasi sonrasi bakterilerin karoten miktarindaki degisimler Sekil 4.6' da

verilmigtir.
. 60
E uv-C
=
E 50
5
£ 40
s Kontrol
=
© 30
T Kontrol
o Kontrol
= 20
= uv-Cc Uwv-C
g
= 10
(=]
[
0}
D. r ( yabanil) D.r (vgb) D.r (pucCs)
6 saatlik UV-C Uygulamasi

Sekil 4.6 D. radiodurans (vabanil) ve rekombinantlarinin 6 saatlik UV-C uygulamasi

sonrasi toplam karetenoid miktarindaki degisimler

12 saatlik UV-C uygulanan &rneklerle konrol gruplarini kiyasladigimizda D.
radiodurans (vabanil)in  kontrol gruplarinda, rekombinant bakterilerden yaklagik
olarak 3,5 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda UV-C uyglamas1 sonrasi
bu fark yaklagik 6 kata ¢ikmugtir. 12 saatlik UV-C uygulamasi sonrasi bakterilerin

karoten miktarindaki degisimler Sekil 4.7' de verilmistir.
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D.r (yabaml) D.r(vgb) D. r (pUC8)

12 saat UV-C Uygulamasi

Sekil 4.7 D. radiodurans (vabanil) ve rekombinantlarinin 12 saatlik UV-C uygulamasi

sonrast toplam karetenoid miktarindaki degisimler

24 saatlik UV-C uygulanan orneklerle konrol gruplarini kiyasladigimizda D.
radiodurans (yabanil)in  kontrol gruplarinda, rekombinant bakterilerden yaklasik
olarak 3,5 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayni zamanda UV-C uyglamasi
sonrast bu fark yaklasik 8 kata cikmistir. 24 saatlik UV-C uygulamasi sonrasi

bakterilerin karoten miktarindaki degisimler Sekil 4.8' de verilmistir.

140 UV-C

120 Kontrol

100
80

60

Kontrol

40 Kontrol

uv-Cc

M |

D.r(yabanil) D.r(vgb) D.r (pUCS8)

20

Toplam Karetenoid Miktari (pg/ml})

24 saatlik UV-C Uygulamasi

Sekil 4.8 D. radiodurans (vabanil) ve rekombinantlarinin 24 saatlik UV-C uygulamasi

sonrasi toplam karetenoid miktarindaki degisimler

48 saatlik UV-C uyguladigimiz gruplarla kontrol gruplarini kiyasladigimizda D.

radiodurans (yabanil)) m kontrol gruplarindaki karoten miktarinin rekombinant
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bakterilerden yaklagik 3,5 kat daha fazla oldugu ortaya ¢ikmistir. UV-C uygulamasina
bagl olarak bu fark 4,2 kata ¢itkmustir. 48 saatlik UV-C uygulamasi sonrasi bakterilerin

karoten miktarindaki degisimler Sekil 4.9' de verilmistir.

180 | Kontrol UV
T 160
g 140
;:3 120
s 100
B 80
5 Kontrol Kontrol
g 60 UV-C I uv-C
v 1
G 40
»
£ 20
0
3 0
= D.r {yabaml) D.r{vgb) D.r(pUC8)

48 saatlik UV-C Uygulamasi

Sekil 4.9 D. radiodurans (yabanil) ve rekombinantlarinin 48 saatlik UV-C uygulamasi

sonrast toplam karetenoid miktarindaki degisimler.
4.6. Bakterilerin Cd (II) Varh@indaki Ureme Potansiyelleri

D. radiodurans ve rekombinantlarinin tireme ortamlarna Cd (II) eklenmis ve

bakterilerin bu toksik metal varligindaki lireme potansiyelleri Sekil 4.10' da verilmistir.

Bir mikroorganizma karsilagmis oldugu strese, farkli yanitlar verebilir.
Bakteriler zayif stres olarak adlandirilan sublethal bir stres ile karsilastiklarinda,
sayllarinda bir azalma meydana gelmemektedir. Fakat iireme oraninda durma veya
azalma ile sonu¢lanmaktadir. D. radiodurans (yabanil)' da Cd toksisitesine, Cd dozuna
bagli olarak iireme oranindaki diislisle karsilik vermistir. Buna goére 250 ppm Cd
uygulanan Orneklerle 1000 ppm Cd uygulanan 6rnekler neredeyse ayni derecede bu

toksisiteden etkilenmistir.
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Sekil 4.10. D. radiodurans ve rekombinantlarinin Cd varliginda tireme potansiyelleri a)

D. radiodurans (yabanil), b) D. radiodurans (vgb ), ¢) D. radiodurans (pUC8)
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D. radiodurans vgb* ve vgb - bakterilerinde ise, besi ortamindaki Cd
toksisitesine benzer cevaplar vermislerdir. Her iki bakterininde uygulanan Cd dozuna
bagli olarak {ireme potansiyellerinde meydana gelen azalma 1000 ppm' lik Cd
uygulamasinin yapildig1 oérneklerde daha belirgin bir sekilde gozlenmistir. 250 ve 500
ppm Cd uygulanan 6rnekler, kontrol gruplarina daha yakin bir {ireme yogunlugu tespit

edilmistir.
4.7. Bakterilerin Cr (IIT) Varhgindaki Ureme Potansiyelleri

D. radiodurans (yabanil) ve vgb+ vgb~ rekombinantlarinin besi ortamina farkli
dozlarda eklenen Cr varligindaki iireme yogunluklar1 Sekil 4.11' de verilmistir. Buna
gore D. radiodurans (yabanil)' in 250 ve 500 ppm gibi daha diisiik Cr uygulamasinin
yapildig1 6rneklerde kontrol gruplari da dahil daha iyi bir iireme potansiyeli sergiledigi
gozlenmistir. 1000 ve 1500 ppm' lik Cr uygulamasinin yapildigir 6rnekler ise benzer
iireme egrilerine sahip olup diger gruplardan daha diisiik bir lireme potansiyeline

sahiptirler.

D. radiodurans (vgb) rekombinanti, besi ortamina farkli dozlarda eklenen Cr
varliginda kontrol gruplarina yakin iireme yogunluklari sergilemistir. Bakteride doz
artisina paralel olarak iiremelerinde de bir gerileme tespit edilmistir. En diislik tireme

potansiyeli 1500 ppm ' lik Cr uygulanan 6rneklerde gortilmiistiir

D. radiodurans (pUC8), uygulanan Cr dozuna bagli olarak kontrol grubuyla
benzer ilireme yogunluguna sahiptir. En iyi lredigi doz 250 ppm ve Cr' un

toksisitesinden en ¢ok etkilendigi doz ise 1500ppm’ dir.
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Sekil 4.11. D. radiodurans ve rekombinantlarinin Cr varliginda iireme potansiyelleri a)

D. radiodurans (yabanil), b) D. radiodurans (vgb ), ¢) D. radiodurans (pUC8)
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4.8. Bakterilerin Cd (11) Biyosorpsiyonu

D. radiodurans ve rekombinantlar1 ile en uygun Cd*? iyonu giderim
kosullarinin belirlenmesi amaciyla, doz ve siire, sicaklik, pH, c¢alkalama hiz1 gibi
biyosorpsiyon parametreleri incelenmistir. pH c¢alismasi icin 4.0-9.0 araliginda,
baslangig Cd*2 iyon konsantrasyonu i¢in 250-1500 mg/1 araliginda ve 0-180dakika siire
ile degisen araliklarda ornekler alinarak Cd*? biyosorpsiyon kapasiteleri 6lgiilmiistiir.

Biitiin ¢alismalar 250 ml’lik erlenlerde 50 ml ¢alisma hacminde gerceklestirilmistir

4.8.1. Doz- Siire Optimizasyonu

Biyosorpsiyon ¢aligsmalarinda en iyi Cd gideriminin oldugu doz ve siireyi tespit
etmek i¢in, her ii¢ bakteri 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppmve 1500 ppm' lik Cd dozlarinda
0.5, 1, 1.5, 2, 25 ve 3 saat boyunca 32 °C' de muamele edilmistir. Buna gore

bakterilerin Cd biyosorpsiyon yetenekleri Cizelge 4.1' de verilmistir.

D. radiodurans (yabanil)' in belli doz ve siirelerdeki biyosorpsiyon kapasitelerini
inceledigimizde bakterinin en 1yi Cd biyosorbe ettigi doz ve siirenin 250 ppm ve 60 dk.
oldugu tespit edilmistir (% 86,4). En diisiik biyosorpsiyon kapasitesi ise 500 ppm' de
15.dk'da tespit edilmistir ( % 28,82)

D. radiodurans (vgb)' nin belli doz ve siirelerdeki biyosorpsiyon kapasitelerini
inceledigimizde en iyi Cd biyosorpsiyonunun oldugu doz ve siire 250 ppm ve 60 dk.
olarak tespit edilmistir (% 76,5). En diisiik biyosorpsiyon kapasitesi ise 1000 ppm ve 60
dk' da gozlenmistir (% 39,23)

D. radiodurans (pUC8)' in belli doz ve siirelerdeki biyosorpsiyon kapasitelerini
inceledigimizde bakterinin Cd biyosorpsiyon yeteneginin diger bakterilere oranla ¢ok
daha diisik diizeyde oldugu gozlenmistir. Degerlerin birbirinden ¢ok farkl
olmamasindan dolay1 bakterinin en iyi Cd biyosorbe edebildigi doz ve siire yine 250
ppm ve 60 dk. olarak kabul edilmistir (% 30,4). En diisiikk biyosorpsiyon kapasitesi ise
500 ppm ve 90 dk' da gdzlenmistir (% 9,22)

69



b)

Cizelge 4.3. D. radiodurans yabanil ve rekombinant bakterilerin Cd(II)' i belli doz ve

slirelerde biyosorbe etme %' leri a) D.radiodurans (yabanil) b) D.radiodurans (vgb) ve

¢) D.radiodurans (pUC8)

Cd doz miktar1 (ppm)

Zaman(dk)
250 500 1000 1500
15 45,92 28,82 38,48 47,96
30 61,65 37,14 37,13 50,99
60 86,4 40,6 41,34 51,3
90 79,9 40,06 40,48 47,09
120 76,1 40 39,13 47,7
180 75,25 39,82 41,34 50,9
Cd doz miktar1 (ppm)
Zaman(dk)
250 500 1000 1500
15 49,56 41,6 42,35 53,6
30 48,72 54,32 41,35 52,9
60 76,5 48,4 39,23 56
90 66,44 47,46 46,31 54,77
120 69,75 41,98 40,67 55,9
180 63,04 40,14 39,53 55,7
Cd doz miktar1 (ppm)
Zaman(dk)
250 500 1000 1500
15 11,36 9,76 32,59 28,7
30 11,72 9,44 32,73 28,86
60 30,4 9,26 33,68 28,06
90 10,04 9,22 34,92 24,73
120 10 14,86 33,51 27,1
180 9,28 13,98 32,88 27,93
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4.8.2.. Sicaklik Optimizasyonu

Biyosorpsiyonun ger¢eklesmesi i¢in 1stya ihtiyaci olup olmadigini belirlemek ve
ortam sicakliginin biyosorpsiyon {izerine etkisini tespit etmek amaciyla D. radiodurans
(yabanil) ve rekombinant bakterilerin farkli sicakliklardaki biyosorpsiyon kapasiteleri

arastirilmis ve Sekil 4.12' deki gibi bulunmustur.
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Sekil 4.12 D. radiodurans (yabanil) ve rekombinant suslarin farkli sicakliklardaki Cd

biyosorpsiyon %' leri

Buna gore D. radiodurans (yabanil) ve D. radiodurans (vgb) 'nin farkli
sicakliklardaki biyosorpsiyon kapasitesinin birbirine ¢ok yakin oldugu ve en iyi Cd
biyosorpsiyonunun gergeklestigi sicakligin 30 ‘C oldugu tespit edilmistir. D.
radiodurans (pUCS) ise diger bakterilere oranla daha diisiik biyosorpsiyon kapasitesine
sahip olmakla birlikte en iyi Cd biyosorpsiyonunun 30 ‘C' de gergeklestigi saptanmistir.

4.8.3. pH Optimizasyonu

Cozeltinin pH' s1 sollisyondaki metal iyonlarimin ¢oziintirliigiinii ve hiicre
duvarindaki fonksiyonel gruplarin iyonizasyon durumunu etkiledigi icin Onem
tasimaktadir. Bu pH degisimlerinin D. radiodurans ve rekombinant bakterilerdeki
biyosorpsiyon yetenegi lizerine etkisini tespit etmek amaciyla bakterilerin farkli pH'
lardaki biyosorpsiyon yetenekleri karsilastirilmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.13' da

verilmistir.

71



90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20
10

«++>++ D.r{yabanil)

—— [} 1 (vgh)

% Cd Giderimi

== r(pUC8)

pH

Sekil 4.13 D. radiodurans ve rekombinant suslarin farkli pH' lardaki Cd biyosorpsiyon

kapasiteleri

Buna gore D. radiodurans (yabanil) ve D. radiodurans (vgb) 'nin farkli pH'
lardaki biyosorpsiyon kapasitesinin birbirine ¢ok yakin oldugu ve en iyi Cd
biyosorpsiyonunun pH=6' da gerceklestigi tespit edilmistir. D. radiodurans (pUCS) ise
diger bakterilere oranla daha diisiik biyosorpsiyon kapasitesine sahip olmakla birlikte en

iyi Cd biyosorpsiyonu yine pH= 6'da tespit edilmistir.
4.8.4. Karistirma Hizi Optimizasyonu

Metal biyosorpsiyonuna etki eden faktorlerden biri olan ortamin karigtirma
hizinin D. radiodurans ve rekombinantlarinin biyosorpsiyon yetenegine etkisini tespit
etmek amaciyla bakteriler farkli karistirma hizlarinda ve diger optimum sartlarda
birakilarak biyosorpsiyon kapasiteleri tespit edilmistir. Elde edilen veriler Sekil 4. 14'

da verilmistir.
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Sekil 4.14 D. radiodurans (yabanil) ve rekombinantlarinin farkli karistirma hizlarindaki

biyosorpsiyon kapasiteleri

Buna gore D. radiodurans (yabanil) ve D. radiodurans (vgb) 'nin farkl
karistirma hizlarindaki biyosorpsiyon kapasitesinin birbirine ¢ok yakin oldugu ve en iyi
Cd biyosorpsiyonunun 150 rpm' lik karistirma hizinda goriildiigi tespit edilmistir. D.
radiodurans (pUCS) ise daha diisiik bir biyosorpsiyon kapasitesine sahip olup yine en
1yi giderim 150 rpm' lik 6rneklerde kaydedilmistir.

4.9. Bakterilerin Cr (I111) Biyosorpsiyonu

D. radiodurans ve rekombinantlar1 ile en uygun Cr(lll) iyonu giderim
kosullarinin belirlenmesi amaciyla, doz ve siire, sicaklik, pH, calkalama hizi gibi

biyosorpsiyon parametreleri incelenmistir.

4.9.1. Doz- Siire Optimizasyonu

Biyosorpsiyon ¢alismalarinda en iyi Cr gideriminin oldugu doz ve siireyi tespit
etmek igin, her li¢ bakteri 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm, 1500 ppm ve 2000 ppm' lik
Cr dozlarinda 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 ve 3 saat boyunca 32 ‘C' de muamele edilmistir. Buna

gore bakterilerin Cr biyosorpsiyon yetenekleri Cizelge 4.2' de verilmistir.
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Cizelge 4.4. D. radiodurans yabanil ve rekombinant suslarmm Cr (II1)" i belli doz ve
slirelerde biyosorbe etme %' leri a) D.radiodurans (yabanil) b) D.radiodurans (vgb) ve
¢) D.radiodurans (pUC8)

a) Zaman(dk) Cr Doz Miktar:

250ppm 500ppm 1000ppm 1500ppm 2000ppm
15 56,96 78,04 89,09 92,77 94,58
30 57,12 77,94 88,95 92,21 94,55
60 56,52 77,76 88,92 92,68 94,53
90 56,12 77,58 88,82 92,63 94,46
120 57,24 78,08 89,09 92,8 94,63
180 57,6 78,28 89,23 92,83 94,65

b) Zaman(dk) Cr Doz Miktan
250ppm 500ppm 1000ppm 1500ppm 2000ppm
15 57,16 78,04 89,06 92,72 94,59
30 57,04 77,9 88,99 92,69 94,35
60 56,64 77,8 88,95 92,65 94,51
90 56,4 77,54 88,92 92,6 94,49
120 57,36 78,18 89,11 92,78 94,63
180 57,76 78,3 89,21 92,8 94,64
C) Cr Doz Miktari
Zaman(dk) 250ppm 500ppm 1000ppm 1500ppm 2000ppm

15 57,36 78 89,1 92,8 94,6
30 56,96 77,94 89 92,71 94,55
60 56,68 77,72 88,93 92,65 94,52
90 56,04 77,66 88,88 92,64 94,51
120 57,76 78,14 89,14 92,8 94,62
180 57,6 78,3 89,2 92,82 94,67

D. radiodurans (yabanil), (vgb) ve (pUC8)' in belli doz ve siirelerdeki Cr
biyosorpsiyon kapasitelerini inceledigimizde bakterilerin doz ve siire artigina paralel
olarak Cr biyosorpsiyon oranininda arttig1 ve birbirine yakin sonuglar verdikleri tespit

edilmistir. Buna gore her li¢ bakteri i¢in de en 1yi Cr biyosorpsiyonunun gerceklestigi
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doz ve siire yaklasik olarak 2000 ppm ve 15 dk. olarak kaydedilmistir. Yabanil i¢in %
94,58, vgb i¢in % 94,59 ve pUCS i¢in % 94,6).

4.9.2.. Sicaklik Optimizasyonu

Ortam sicakliginin biyosorpsiyon iizerine etkisini tespit etmek amaciyla D.
radiodurans (yabanil) ve rekombinant bakterilerin farkli sicakliklardaki biyosorpsiyon

kapasiteleri arastirilmis ve elde edilen veriler Sekil 4.15' deki gibi sematize edilmistir.
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Sekil 4.15 D. radiodurans (yabanil) ve rekombinant suslarin farkli sicakliklardaki Cr

biyosorpsiyon %' leri

Buna gore D. radiodurans (yabanil) ve rekombinant bakterilerin 30 ‘C' ye kadar
sicaklik artigina paralel olarak Cr biyosorpsiyon kapasitelerinin de arttigini, 30 ‘C'den
sonra ise azalmaya basladig1 tespit edilmistir. Bu nedenle her {i¢ bakteri i¢in de

optimum sicaklik araligimiz 30 “C olarak kaydedilmistir.
4.9.3. pH Optimizasyonu

pH degisimlerinin D. radiodurans (yabanil) ve rekombinant bakterilerdeki
biyosorpsiyon yetenegi lizerine etkisini tespit etmek amaciyla bakterilerin farkli pH'
lardaki biyosorpsiyon yetenekleri karsilastirilmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.16' de

verilmistir.
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Sekil 4.16 Yabanil ve rekombinant suslarin farkli pH' lardaki Cr biyosorpsiyon

kapasiteleri

Buna gore D. radiodurans (yabanil) ve rekombinant bakterilerin pH=5' e kadar
pH artisina paralel olarak Cr biyosorpsiyon kapasitelerinin de arttigini, pH= 5'den sonra
ise azalmaya basladig1 tespit edilmistir. Bu nedenle her {i¢ bakteri i¢in de optimum pH

araligimiz pH= 5 olarak kaydedilmistir.
4.9.4. Karistirma Hiza Optimizasyonu

Karistirma hizimin D. radiodurans ve rekombinantlarinin biyosorpsiyon
yetenegine etkisini tespit etmek amaciyla bakteriler farkli karistirma hizlarinda ve diger
optimum sartlarda birakilarak biyosorpsiyon kapasiteleri tespit edilmistir. Elde edilen

veriler Sekil 4. 17' de verilmistir.
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Sekil 4.17. Yabanil ve rekombinant suslarin farkli karistirma hizlardaki Cr

biyosorpsiyon kapasiteleri
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Buna gore D. radiodurans (yabanil) ve rekombinant bakterilerin 150 rpm' e
kadar karistirma hizindaki artisina paralel olarak Cr biyosorpsiyon kapasitelerinin de
arttigini, 150 rpm'den sonra ise bir azalmanin oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle her {i¢

bakteri i¢in de optimum karistirma hizimiz 150 rpm olarak kaydedilmistir.

Elde ettigimiz bu verilere gore D. radiodurans (yabanil) ve rekombinant
bakterilerin Cd ve Cr metalleri i¢in optimizasyon ¢alismamizin 6zeti asagidaki Cizelge

4.3' de verilmistir.

Cizelge 4.5 D. radiodurans(yabanil) ve rekombinantlarinin Cd ve Cr igin optimizasyon

kosullari

Sus Tipi Cd Cr
Doz Siire Sicakhk = pH Karistirma H. Doz Siire Sicakhk = pH Karistirma H.

D.radiodurans 250ppm | 60dk. | 30°C 6 150 rpm 2000ppm | 15dk. | 30°C 5 150 rpm
(yabanil)
D.radiodurans (vgh) | 250ppm | 60dk. | 30°C 6 150 rpm 2000ppm  15dk. | 30°C 5 150 rpm
D.radiodurans 250ppm | 60dk. | 30°C 6 150 rpm 2000ppm | 15dk. | 30°C 5 150 rpm
(pUC8)

4.10. Bakterilerin Metal Uygulamasi Oncesi ve Sonrasi SEM Resimleri

D.radiodurans(yabanil) ve rekombinantlarinin, agir metal uygulamasi oncesi ve
sonrasi bakterilerin hiicresel yapilarindaki degisimler Scaning Elektron Mikroskobunda

yaptigimiz incelemeler sonucunda tespit edilmistir.

D. radiodurans (yabanil), kok selinde ve genel olarak ikili veya dortlii hiicre
kiimeleri seklinde bulunurlar. 1500 ppm Cd ve Cr uygulamasi sonrast SEM resimlerini
kiyasladigimizda bakterinin normal 1,5-3 pm civarindaki hiicre boyutu Cd
uygulamasindan sonra yaklasik olarak 4 kat daha biiylimiistiir. Ayn1 zamanda hiicre
ortlilerinin piirlizsiiz yapist kaybolarak deformasyonlar gozlenmistir. Cr uygulamasinda

ise bakteride sadece ikili hiicre yapilarinda bozulmalar tespit edilmistir.
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Sekil 4.18. D. radiodurans (yabanil)’ in 1500 ppm Cd ve Cr varliginda hiicre
morfolojisinde meydana gelen degisiklikler a) D. radiodurans (yabanil)' in normal

hiicre yapist, b) Cr varligindaki hiicre morfolojisi, ¢) Cd varligindaki hiicre morfolojisi

D. radiodurans (vgb) rekombinanti, yabanilindan farkli olarak uzun basil
seklindedir. Cd uygulamasindan sonra normal hiicre boyutunda bir degisiklik
gozlenmezken (2,5-3,8 pm) hiicresel yapida bozulmalar goézlenmistir. Yine Cr
uygulamasindan sonra hiicre yapisinda ve boyutunda her hangi bir degisiklik

gbzlenmemistir.

78



pLs

y Mage J000KX EMT=2000kv SignalA=35E1  WD= Smm

Sekil 4.19 D. radiodurans (vgb)' in 1500 ppm Cd ve Cr varliginda hiicre
morfolojisinde meydana gelen degisiklikler a) D. radiodurans (vgb)' in normal hiicre

yapist, b) Cr varligindaki hiicre morfolojisi, ¢) Cd varligindaki hiicre morfolojisi

D. radiodurans (pUCS8), yap1 olarak yabanila benzemekle birlikte boyut olarak
cok daha kiigiiktiir. Ortalama bir hiicre 500 nm ile 1,2 um arasinda degismektedir. 1500
ppm'lik Cd uygulamasindan sonra rekombinant bakterinin boyutu yaklasik 4 kat artmis
ve hiicrede deformasyonlar gozlenmistir. 1500 ppm' lik Cr uygulamasindan sonra ise

hiicre yapisinda ve boyutunda herhangi bir farkliliga rastlanmamastir.
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Sekil 4.20 D. radiodurans (pUC8)' in 1500 ppm Cd ve Cr varhiinda hiicre
morfolojisinde meydana gelen degisiklikler a) D. radiodurans (pUCS8)' in normal hiicre

yapisi, b) Cr varligindaki hiicre morfolojisi, ¢) Cd varligindaki hiicre morfolojisi
4.11. Bakterilerin UV-C Uygulamasi Oncesi ve Sonrasit SEM Resimleri

D. radiodurans (yabanil) ve rekombinantlarinin, UV-C uygulamasi Oncesi ve
sonrasi bakterilerin hiicresel yapilarindaki degisimler Scaning Elektron Mikroskobunda

yaptigimiz incelemeler sonucunda tespit edilmistir (Sekil 4.21).

D. radiodurans (yvabanil), kok selinde ve genel olarak ikili veya dortlii hiicre
kiimeleri seklinde bulunurlar. 48 saatlik UV-C uygulamasi sonrast SEM resimlerini

kiyasladigimizda bakteri UV-C uygulamasindan sonra boyut olarak biiylimiis ve daha

80



cok dortlii hiicre kiimeleri halinde goriilmiistiir. Ayn1 zamanda hiicre Ortiilerinin

plriizsiiz yapis1 bozularak deformasyonlar gozlenmistir.

D. radiodurans (vgbh) rekombinantinin yabanilindan farkli olarak uzun basil
yapisinda olan sekli, 48 saatlik UV-C uygulamasi sonrast boyut olarak oldukca

kii¢iilmiis ve hiicre yapisinda bozulmalar gdzlenmistir.

D. radiodurans (pUCS8), yabanil tipteki bakteri gibi kok selindedir. 48 saatlik
UV-C uygulamasi sonrasi bakteri boyut olarak biiylimiis ve hiicre ortiilerinin piirlizsiiz

yapisi bozularak deformasyonlar gézlenmistir.

Mag= 600KX EHT=2000kv Signal A=SE1 WD= 9mm

b)

—_— Mag= 750KX EHT=2000kV SignalA=SEl WD= 9mm

— Mag= 3000KX EHT=2000kv Signal A=SE1 WD= 8mm
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Sekil 4.21 D. radiodurans (yabanil) ve rekombinantlarmin 48 saatlik UV-C uygulamasi
sonrasi Hiicre yapilarinda meydana gelen degisimler. a) D. radiodurans (yabanil), b) D.

radiodurans (vgb), c¢) D. radiodurans (pUC8)
5. TARTISMA VE SONUC
5.1. Agir Metal Uygulamasinin Bakterilerin Ureme Potansiyelleri Uzerine EtKkisi

Agir metal iyonlan tasidiklar1 teknolojik 6nem nedeniyle gesitli endiistrilerde
yaygin olarak kullanilmakta ve bu endiistrilerden gelen atik sular kalici toksik etkiye
sahip agir metal iyonlarin1 6nemli miktarlarda icermektedirler (Gadd ve Griffits 1978,
Ting vd., 1991, Wong ve Kwok 1992). Ozellikle atik sulardaki kimyasal kirleticilerin
biyolojik olarak aritilmasi konusunda yogunlasan calismalarda, farkli tiirlerden
mikroorganizmalarin, toksik oldugu bilinen agir metal cesitlerini gerek biyosorbsiyon
gerekse biyobirikim yoluyla zararsiz veya daha az toksik formlarina doniistiirebildikleri,
hiicre duvarlarindaki fonksiyonel gruplarla veya salgilariyla tutabildikleri, hiicre ici
sistemleriyle biriktirebildikleri ortaya konulmustur.

Bu ¢alismada, bir ¢ok stres faktoriine karsi direng gosterebilen D. radiodurans
ve bu bakterinin pUCS8 plazmitini tagityan rekombinant1 ile ayni plazmitin vgb genini
tasiyan formu olan pUC8:15 plazmitini tasiyan rekombinant1 kulanilmistir. Cd*? ve Cr3
gibi agir metallerin bu bakterilerin hem {ireme potansiyelleri iizerine etkisi tespit
edilerek ayni zamanda vgb geninin bu stres kosullar1 altinda organizmaya saglayacagi
katki arastirilmak istenmistir.

VHb/vgb sisteminin ortam oksijenini tamponlamadaki rolii ve kiiltiiriin ileri
fazlarinda membran transferazlarina aktarilarak yash hiicrelere daha iyi bir solunun,
biiyime ve g¢ogalma yetenegi saglamasi Onemli bir avantajdir (Qazi vd., 1993).
Bakterinin bu avantaji kullanabilmesi onun herhangi bir stres faktoriine karsi
adaptasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Ciinkii vgb geninin ifade edildigi bakterilerin
tireme hizlarinda bir artisin oldugu saptanmuistir (Liu vd.,1995). Bakterilerin bilinen
jenerasyon siirelerini kiyasladigimizda (110 dk /20 dk) ortalama 5,5 kathik bir fark
bulunmaktadir. Bizde yaptigimiz ¢alismada 24 saatlik vgb™ ve vgh* suslarinin yabanil
sus ile karsilastirildiginda {ireme hizinin yaklagik 5,46 kat daha yiiksek oldugu
saptanmuistir.

Bakteri hiicresi bir stres faktoriine maruz kaldiginda eger genetik kodunda bir
diren¢ mekanizmasi varsa, ilgili proteinleri iireterek korunmaya calisir. Uygulanan stres

neticesinde bakteri DNA’sinda transkripsiyon sonucu mRNA olusmakta ve bu mRNA
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ribozomlarda translasyon sonucunda ilgili stresi diizenleyici sok proteinini sentezlemis
olmaktadir. Sentezlenen diizenleyici sok proteini bakterinin fizyolojisini etkileyerek,
uygulanan stres ile miicadele etmesini saglamaktadir. Sentezlenen protein tek bir stres
faktoriine karsi etkili olabildigi gibi birden fazla stres faktoriine karsida etkili
olabilmektedir. Ayrica her bakterinin bir strese kars1 aktive ettigi direng mekanizmalari
ayni olabildigi gibi farkli da olabilmektedir. Hatta ayni bakterinin farkli gelisim
evrelerindeki (lag faz, log faz, statik faz) aymi strese karst olusturdugu direng
mekanizmas1 da farkli olabilmektedir (Neidhardt ve VanBogelen, 2009, Yousef ve
Courtney 2003, Arsene vd., 2000, Cronan 2002). E. coli’de hidrojen peroksit ve siiper
oksit ile uyarilan en onemli diizenleyici genler oXyR ve SOXRS dir. Ayrica oS’ de
ozmotik stres hasarinin onarilmasinda kullanilan proteinlerin diizenlenmesinde sorumlu
oldugu 6ne siirtilmiistiir (Dikici., 2009)

Yabanil ve rekombinant D. radiodurans bakterilerinin farkli dozlardaki Cd ve Cr
gibi toksik metallerin {ireme ortamina eklenip bunlarin {ireme potansiyellerindeki
degisimini inceledigimiz deneyimizde, Cd*? nin her {i¢ bakteriyi de Cr*> den daha fazla
etkiledigini gordiik. Ciinkii Cd, gesitli hiicresel zararlara neden olan ve biyolojik olarak
elzem olmayan iki degerlikli tehlikeli bir metaldir. Cd toksisitesinin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar ¢ok ¢esitli ve komplekstir. Diger iz elementlerin (6rnegin Cr,
Fe ve Cu) aksine Cd, aktif bir redoks metali degildir ve bu yiizden de reaktif oksijen
tirlerinin (ROT) diretimi igin elektron transfer reaksiyonlarin1 direkt olarak
katalizlemez. Fakat Cd’ nin indirekt olarak, glutatyon, metallotiyoninler ve protein bagl
stilfidril gruplar: gibi serbest radikal temizleyicilerin miktarindaki azalma ile protein ve
membran lipitlerinin oksidasyonuna ve DNA hasarina yol agmaktadir. Hiicre igi
Cd’nin, membran biitinliglinii bozmasi ve DNA’da tek zincir kiriklarina neden
olmasimin yaninda DNA yanlis eslesme tamir sisteminin, niikleik asit ve protein
sentezinin inhibitorii oldugu bilinmektedir.

Cd*? uyguladigimiz bakterilerden D. radiodurans (yabanil), 250 ppm 'den 1500
ppm' lik uygulamaya kadar bu metalin toksisitesinden hemen hemen ayni diizeyde
etkilenmistir. Rekombinantlar ise genel olarak 1500 ppm' in iizerine ¢ikildiginda
metalin toksisitesinden etkilenerek iiremenin sinirlandigi goriilmiistiir. D. radiodurans,
DNA hasari, yliksek seviyede iyonize radyasyon, kuraklik ve DNA’ ya zarar veren
kimyasallar gibi bir ¢ok ajan ve kosula olan direnciyle iyi bilinen bir ekstremofildir.
Giiglii DNA tamir islemleri, bu direngte anahtar element olan hasar géren DNA

fragmentlerinden, fonksiyonel bir genoma yeniden yapilandirilmaktadir. Cd, ¢esitli
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DNA tamir islemlerini bloke ederek gonotoksik ve mutajenik olaylara neden olabilen en
toksik agir metallerden biridir. Fakat D. radiodurans’in bu etkili mutajene cevabi,
heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte yaptigimiz ¢alisma ile bakterinin uygulanan doz
miktar1 arttik¢a etkin savunma mekanizmasi sayesinde metalin toksisitesinden daha az
etkilendigini soyleyebiliriz. Cd stresi boyunca gen sentez kaliplarindaki degisimler ve
proteom igerigi bir cok organizma igin tanimlanmustir. Ornegin Escherichia coli ‘nin
Cd’ ye maruz birakilmasi, sicak soku, oksidatif stres, acil cevap, soguk soku ve SOS
gibi ¢esitli stres cevap sistemlerinin uyarilmasina neden olmaktadir. Cd maruziyetinde
meydana gelen genel degisimler, ribozomal proteinlerin ve ¢inko baglayan proteinlerin
sentezi, anaerobik metabolizmadaki degisimler ve hasar tamir sistemiyle ilgili genlerin
diizenlenmesi, Fe-S gruplarmin biyosentezi, Cd detoksifikasyonu ve demirin depo
edilmesi gibi olaylar igermektedir. E. coli’de Cd toksisitesinin Cd direncinde gerekli
olan glutatyon gibi siilfiir bilesiklerine olan affiniteyi arttirdigi tespit edilmistir.
Saccharomyces cerevisiae Cd’ye maruz kaldiginda transkriptomlar1 ve gesitli
biyolojik yollar1 yonlendirmek igin proteomlar yeniden programlanmaktadir. Cd

cevabinda fonksiyonel kategoriler;

* Siilfiir ve glutatyon biyosentezi

* Transkripsiyon

* Hiicrelerarasi madde tasima ve siralama

* Karbon metabolizmasinin diizenlenmesi

* Metal-Fe homeostasisi ve transportu’nu igermektedir.

Cd ayn1 zamanda mutasyona ugramis hiicrelerin apoptozisine neden olan protein
glutatyonilasyonunu indiiklemektedir.

Kromun biyolojik etkileri, oksidasyon basamaklarma gore degismektedir; Cré*
cogu organizmalar i¢in oldukca toksikken Cr3*' in toksisitesi maruz kalma potansiyeline
bagh olarak degismektedir. (Wong ve Trevors, 1988; Katz ve Salem, 1993). Krom

6+

toksisitesi Cr°*’nin daha diisiik oksidasyon kademelerine indirgenmesi ile iliskilidir.
Kromun DNA iizerindeki hasar1 6zellikle gen iizerinde toksik etki gostermesidir. Cr®*
enzimlerin karboksil ve siilfidril gruplar ile reaksiyona girerek yap1 ve aktivitelerinde
degisikliklere neden olabilmektedir (Levis ve Bianchi, 1982). DNA polimeraz ve diger
enzimlerin aktivitelerinin modifikasyonu sonucunda magnezyum iyonlar1 ile Cr** yer

degistirebilir (Snow, 1994; Carlos vd.,2001).
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Cr*3 uyguladigimiz yabanil ve rekombinant bakteriler uygulama dozuna bagh
olarak metalin toksisitesinden etkilenmis fakat bu durum bakterilerin normal ilireme
poatansiyellerini ¢ok degistirmemistir. Ciinkii Cr™ Cd *? e nazaran daha az toksik bir
metaldir ve bu yiizden de hem yabanil hemde rekombinant bakterilerimiz bu metalin
toksisitesinden oldukg¢a az etkilenerek normal {ireme dongiilerine devam etmislerdir.
Ay zamanda D. radiodurans (yabanil) ve rekombinantlarinin, agir metal uygulamasi
Oncesi ve sonrasi bakterilerin hiicresel yapilarindaki degisimleri tespit ettigimiz
Scaning Elektron Mikroskobunda yaptigimiz  incelemeler sonucunda, Cr*3
uygulamasinin bakterilerin hiicre yapilarinda, yiiksek dozlarda dahi kayda deger bir
farklilik gdzlenmemistir. Buna karsilik Cd*? ' nin 6zellikle yiiksek dozlarda bakterilerin

hiicre boyutunda artis ve deformasyonlar yarattig1 gézlenmistir.

Chlorella vulgaris, gelismesi 45-100 ppm Cr (111) veya Cr ®*’dan etkilenmezken,
15ppm’in tizerindeki konsantrasyonlarda Scenedesmus acutus’da higbir gelisme
meydana gelmemektedir (Traviesco vd., 1999). Bununla birlikte Brady ve arkadaslari
(1994) Scenedesmus ve Selenastrum alg kolonisi biiyiimesinin, 100 ppm Cr (III)’den
etkilenmedigini ancak 100 ppm Cr %*’da biiyiimenin gerceklesmedigini kaydetmislerdir.
Bu mekanizma alglerin kroma kars1 farkli hassasiyetleri oldugunu agiga ¢ikarmaktadir.
Euglena gracilis’te Cr®" varliginda lag biiyiime safhasi uzamis, Cr (III) varhginda
biiylime hizi azalmistir (Brochiero vd., 1984). Krom tarafindan Chlorella (Wong ve
Trevors, 1988) ve Scenedesmus’da (Corradi vd., 1995) fotosentezin engellendigi
kaydedilmistir (Carlos vd., 2001).

5.2. Agir Metal Biyosorpsiyonu

Biyosorpsiyon, biyolojik materyaller kullanilarak adsorpsiyon yoluyla
soliisyonlardan metallerin uzaklastirilmasini1 saglayan bir teknolojidir. Biyosorpsiyon
sadece tek sorpsiyon mekanizmasiyla sinirlandirilmamistir, iyon degisimi, selasyon,
¢cokelme vb. gibi birgok mekanizmadan olugmaktadir (Sag vd., 1998). Biyosorpsiyon,
endiistriyel atiklarin giderimi i¢in umut verici alternatif bir yontemdir, bunun baslica
nedeni diisiik maliyetinin olmasi ve yiiksek metal baglama kapasitesidir (Sternberg ve
Dorn 2002). Biyosorpsiyonda metal iyonlar1 ve canli ya da cansiz materyal arasinda
fizikokimyasal bir durum gergeklesir. Bu baglamda, ¢evre dostu, ekonomik ve etkili
metal adsorbenti igin arastirmalar bakteriyal ve algal biyomas gibi biyomateryaller

tizerinde odaklanmistir (Tsezos ve Volesky 1981).
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Canli hiicrelerin, sulu ¢evrelerinden metal katyonlarini toplayarak hiicre iginde
biriktirmeleri bilinen bir 6zellik olmasina ragmen, son zamanlarda mikroorganizmalarin
agir metal iyonlarmi segici olarak alikoyma o0zelligi {izerindeki c¢aligmalara
odaklanilmistir (Sag vd, 1998). Agir metal gideriminde kullanilacak olan
mikroorganizmanin 1iyi bir biyosorbent olmasinin yani sira ekonomik olarak
tiretilebilmesi de Onemlidir. Pek ¢ok endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilan
bakteriler ekonomik olarak firetilebilmeleri, kolay elde edilebilir olmalari, gevresel
degisimlere karsi hassas olmamalar1 gibi nedenlerle agir metal giderim amaciyla
kullanilabilecek 6nemli bir kaynaktir (Jianlong., 2002, Gupta vd., 2006). Biyokiitlelerin
sahip olduklar1 biyosorpsiyon yetenekleri ile metal iyonlarina kars1 gosterdikleri direng
arasinda bir korelasyon olup olmadig1 yoniinde literatiirde farkli yaklasimlar vardir (Rho
vd, 2002, Chang vd., 1997).

Metal gideriminde biyosorpsiyon kinetigini birgok faktor etkilemektedir.
Biyosorpsiyon siirecinin gergeklesebilmesi i¢in bazi optimal kosullarin olugmasi
gerekmektedir. Bu faktorler mikroorganizmanin yiizey 6zellikleri, film difiizyonu, film
kalinlig1, cozeltinin sicakligi, pH, baslangic metal iyon derisimi, karistirma hizi,
mikroorganizma derisimi gibi parametreleri igermektedir. Biyosorpsiyon olayinda
ozellikle pH kritik bir parametredir (ileri., 2000). Hemen biitiin organizmalarin yiizeyi
negatif yiikli oldugundan pozitif yiiklii metal iyonlar1 (Cu=, Pb2, Zn=, Mn=, Cd=, Ni=,
Hg?, Cre Cre Fe? Fe? vs)) adsorbe etme yetenegine sahiptirler. Bazi canl
organizmalar metal iyonlarin1 hiicre i¢ine alarak vakullerde biriktirirler (Ting vd 1989).

Bakterilerin farkli kosullardaki Cd*? ve Cr*® gibi metalleri biyosorbe etme
kapasitelerini arastirdigimiz ¢alismamizda her iki metal i¢in de D. radiodurans
(vabanil) ve rekombinantlar1 biyosorbent olarak kullanilarak bu metallerin sulu
cozeltilerden giderim kosullarinin optimizasyonu gercgeklestirilmistir.

Bakterilerin Cd*? ve Cr*®metallerini en iyi biyosorbe ettigi optimum kosullari
tespit ettigimiz ¢alismamizda ilk olarak doz ve siire optimizasyonu yapilmistir. Buna
gore Cd*? icin; D. radiodurans (yabanil), (vgb) ve (pUCS) bakterilerine ait en iyi
giderimin oldugu doz ve siire 250 ppm ve 60 dk, Cr*3igin ise 2000 ppm ve 15 dk. olarak
tespit edilmistir. Adsorblama ¢aliSmalarinda adsorblama hizina ve miktarina etki eden
en onemli etkenlerden birisi de temas siiresidir. Adsorblama ile temas siiresi iliskisi ele
alindiginda baslangicta mevcut olan yiikksek yiizey alani sonucunda adsorblama
miktarinda bir artis beklenmektedir. Siire ilerledik¢e azalan yiizey nedeniyle yani

adsorban miktarinin azalmasina bagli olarak adsorblama oraninin diismeye baslamasi
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gerekmektedir. Doygunluk degerine ulasilmasiyla birlikte adsorblama dis yiizey yerine
adsorbantin gozeneklerinde gerceklesmekte ve i¢ ylizey alaninin daha az olmasi
nedeniyle, artan temas siiresi, adsorblamanin azalmasina yol agmaktadir (Yu vd., 2000).
Ayn1 zamanda degisik derisim degerlerinde birim hacimdeki adsorbat miktari
degisecegi i¢in buna bagl olarak, adsorbant tarafindan adsorblanan molekiil miktar1 da
degisecektir.  Adsorblama ilerledikce ¢Ozelti igerisindeki adsorbat miktar
azalacagindan, adsorblamanin da yavaglanmasi beklenmelidir. Farkli adsorbant ve
adsorbanlar kullanildiginda baslangi¢ derisiminin etkisi de degismektedir. Ornegin,
yiiksek metal deriSimleri adsorblama i¢in uygun olmamaktadir. Genel olarak metal
iyonlarinin adsorblanma yiizdeleri sulu ¢ozeltide metal iyonu derisimi arttik¢a
azalmaktadir (Erdem vd., 2004).

Belirlenen optimum metal gideriminin oldugu doz ve temas siireleri sabit
tutularak D. radiodurans (yabanil) ve rekombinantlari i¢in sicakligin biyosorpsiyon
lizerine etkisi aragtirllmistir. Buna gore her iki metal ve her ii¢ bakteri i¢cin de optimum
sicaklik 30 'C olarak kaydedilmistir. Sicaklik biyosorpsiyonu etkileyen bir diger
faktordiir ve biyosorpsiyonun gerceklestigi reaksiyonlarda onemli bir parametredir.
Teorik olarak sicaklik arttikca biyosorpsiyon azalmaktadir. Biyosorpsiyonunun ilk
anlarinda biyokiitleye baglanan iyonlar artan sicaklik nedeniyle tekrar biyokiitleden
salinma egilimindedirler (Horsfall ve Spiff, 2005, Mungasavalli., 2007). Deng ve ark.
benzer sicaklik araliklarinda gergeklestirdigi  calismada sicaklik artis1  ile
biyosorpsiyonun arttigin1t  ve gerceklesen reaksiyonun endotermik oldugunu
belirtmislerdir (Deng vd., 2007). Bu sonuglarin yani sira Kuyucak ve Volesky
Ascophyllum nodosum biyokiitlesi ile Co giderimi ¢alismasinda, sicakligin 4 °C’den 23
°C’ye yiikselmesi sonucu iyonlarin giderim yiizdesinin % 50-70 arttigini
gostermislerdir. Sicaklik 40 °C’ye ¢iktiginda ise az miktarda tutunmanin gerceklestigini
ve 60 °C ve lizeri sicakliklarda biyosorbentin yapisinda meydana gelen degisimden
dolayr bir degisiklik oldugunu ve biyosorpsiyon kapasitesinde biyokiitlenin
bozulmasindan dolay1 azalma meydana geldigini belirtmislerdir (Kuyucak ve Volesky,
1989). Biyosorpsiyon, sicaklik artisiyla artarken, sicakligin diismesiyle azalir. Bununla
birlikte biyosorpsiyon yonteminde ekzotermik parametreler arastirilmis ise sicaklik
azalinca biyosoprsiyon kapasitesi artacaktir (Benefield., 1982).

Bayramoglu ve dig. (2004) 5-40° C arasindaki c¢aligma sartlarinda Lentinus
sajor-caju misellerinin Cr (V1) biyosorpsiyonunu degerlendirmisler ve sicakligin

artistyla biyosorpsiyon kapasitesinin 1.4-1.5 kat arasinda arttigini gozlemlemislerdir
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(Bayramoglu vd., 2005). Tewari ve dig. (2005) sicakligin artistyla Mucor hiemalis
tirlerinin  biyosorpsiyon kapasitelerinin  arttigini  gézlemlemislerdir. Maksimum
biyosorpsiyon kapasitesi 50 ‘C’de goriilmiistiir (Tewari vd., 2005) Zouboulis ve dig.
(2003) metallerle kirlenmis topraklardan elde ettikleri bakteri tiirleriyle yaptiklar
caligmada sicakligin artisiyla metal alimmin arttifin1  belirtmiglerdir. Metal alim
kapasitesinin sicaklikla artis1; biyokiitle iizerindeki metalle ilgili ¢ekim giiciiniin
artisiyla agiklanmigtir. Ancak sicakligin asir1 yiikselmesiyle hiicrenin ylizeyi zarar
goreceginden metal sorpsiyonu diismektedir (Zouboulis vd., 2004)

Belirlenen optimum metal gideriminin oldugu doz, temas siiresi ve sicakligin
sabit tutularak D. radiodurans(yabanil) ve rekombinantlar1 i¢in pH' nin biyosorpsiyon
lizerine etkisi arastirilmistir. Buna gore her ii¢ bakterinin Cd*? igin yapilan
optimizasyonunda en iyi giderimin oldugu pH= 6, Cr*® icin yapilan optimizasyon
caligmamizda ise en iyi giderimin oldugu pH= 5 olarak tespit edilmistir. Metal-
mikroorganizma etkilesimlerinde ortamin pH degeri, metalin formunu ve hiicrede
bulunan, metal ilgisine sahip olan fonksiyonel gruplari 6nemli derecede etkilemesi
nedeniyle biyosorpsiyon siire¢lerinde 6nemli bir parametredir (Gadd., 1990). Diisiik pH
degerine sahip c¢ozeltilerde ortamda bulunan yiiksek orandaki protonlar ile metal
iyonlar1 biyosorbent iizerindeki etkin gruplara baglanmak i¢in yarismakta ve bu da
hiicre-metal arasindaki etkilesim potansiyelini azaltmaktadir. Ancak ¢ozeltinin pH
degeri arttikca protonlarin azalmasi ile metal iyonlar1 biyosorbent iizerindeki etkin
gruplara daha fazla baglanabileceklerdir. pH= 5.0 degerinden itibaren pH degeri artik¢a
ortamdaki OH" iyon konsantrasyonu da artmakta ve dolayisiyla metal iyonlarini
¢oktiirmektedir. Bu durum bizim tespit ettigimiz pH=5 ve pH= 6 degerlerine kadar pH

artikga biyosorpsiyon kapasitesinin de artmasini agiklamaktadir.

Guibal vd. (1992) tarafindan yapilan Mucor miehei ile uranyum biyosorpsiyonu
calismasinda pH’nin hiicre duvarlar1 veya metallerin kimyasal yapilar lizerinde etkili
oldugunu gozlemislerdir. Tsezos ve Volesky (1981), ¢ozeltinin pH’siin metal 1yonlari
ve hidronyum iyonlar1 arasinda baglanma bolgelerinde rekabet etmelerinden dolay:
metal tutulmasinin azaltacagini ifade etmislerdir. Kiff ve Little (1986), pH’daki artis ile
A. oryzae iizerinde kadmiyumun biyosorpsiyonunun arttifin1 ortaya ¢ikarmislartir.
Lewis ve Kiff (1988)’in Rhizopus arrhizus kullanarak yapmis olduklart deneysel
calismada asidik pH degerinde, diisiik sicaklik ve rekabet eden iyonlarin varliginda
biyomasin biyosorpsiyon kapasitesinin azaldigin1 saptamislardir. Calisma sonucunda

optimum pH degerinin 6 ila 9 arasinda oldugunu tespit etmislerdir.
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Penicillium digitatum ile Pb, Cd, Zn ve Ni biyosorpsiyonunda pH’a duyarliligin
yiiksek oldugu goézlenmis ve pH 3’iin altina diistiigi zaman biyosorpsiyon siireci
siddetli bir sekilde inhibisyona ugramistir (Galun vd., 1987). Brady vd., (1994),
Saccharomyces cerevisiae ile ¢inkonun biyosorpsiyonunda optimum pH degerini 7.5
olarak bulmuslardir. Bunun yani sira pH= 4’in {izerinde de biyosorpsiyonun
gerceklestigini ifade etmislerdir. Ross ve Townsley (1986), P. spinulosum ile bakir
gideriminin diisik pH degerlerinde azaldigini belirtmistir. Zhang vd. (1998) 'de
yaptiklart calismada, Rhizopus nigricans in kursun biyosorpsiyon kapasitesinin pH 3’iin
altinda 6nemli derecede azaldigini saptamislardir. Bunu yani sira pH= 6’nin iizerinde
kursunu tutma kapasitesinin yiliksek oldgunu tespit etmislerdir, ancak yiiksek pH
degerlerinde kursun hidroksit olusur ve boylelikle kursun suda hidroksitler ile bilesik
yaparak ¢Okelmeye baglamaktadir. Bu siire¢ biyosorpsiyonu olumsuz yonde
etkilemektedir (Zhang vd., 1998). Tobin ve Roux (1998), Mucor meihi ile kromu
giderme sirasinda baslangic pH degerinin 5.5 ve 7 degerlerinde ¢dkelmenin etkin
oldugunu belirtmislerdir. Yapilan literatiir incelemesinde biyomasin ve metallerin
kimyasal farkliligindan dolay1 farkli metallerin biyosorpsiyon i¢in farkli optimum pH
degerlerine gereksinimleri oldugu goriilmiistiir.

Belirlenen optimum metal gideriminin oldugu doz, temas siiresi, sicaklik ve pH
sabit tutularak D. radiodurans (yabanil) ve rekombinantlari igin karigtirma hizinin
biyosorpsiyon iizerine etkisi arastirilmistir. Buna gore her iki metal ve ii¢ bakteri i¢in
yaptigimiz optimizasyon caligmamizda en yiiksek biyosorpsiyon kapasitesini 150
rpm'lik karigtirma hizinda kaydettik. Metal biyosorpsiyonuna etki eden faktorlerden
birisi yontemin gerceklestigi ortamdaki karistirma hizidir. Biyosorpsiyon hizi, sistemin
karigtirma hizina bagl olarak ya film diflizyonu ya da por difiizyonu ile kontrol
edilmektedir. Eger karigtirma islemi yapilirsa tanecik etrafindaki sivi film kalinlig1 fazla
olacak ve film difiizyonu, hizi sinirlandiran etmen olacaktir. Yeterli bir karigim
saglanirsa film diflizyon hizi, hiz1 sinirlandiran etmen olan por difiizyon noktasi dogru
artar. Genelde por difiizyonu, yiiksek derecede karistirilan kesikli sistemlerde hizi
siirlandiran faktordiir (Benefield vd., 1982, Ahmad vd., 2005). Yiiksek hizda ve
devamli olarak karistirilan ¢dzeltinin igerisindeki molekiillerin adsorbantin yiizeyine
temas etme orani daha fazla ve gozeneklerine girme olasiligi daha yiiksektir (Paul.,
1999). Bu nedenle bizim ¢alismamizda da 150 rpm'lik karistirma hizina kadar metal
giderimi artmaya devam etmis ancak 200 ve 250 rpm gibi yiiksek karistirma hizlarinda

metallerin adsorpsiyonu zorlagmaistir.
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Ekmekyapar ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, Cu*? iyonu igin, Cladonia
rangiformis liken biyokiitlesinin adsorpsiyon 6zelliklerini, kesikli adsorpsiyon teknigi
kullanarak arastirmiglardir. Baglangis metal iyon derisimi, baslangi¢ pH’1, biyosorbent
derisimi, karistirma hizi ve etkilesim siiresinin biyosorpsiyon etkinligi tizerindeki
etkileri incelenmistir. Deneyler sonunda 10mg/L baslangic metal iyon derisimi, pH= 5
ve 150 rpm karistirma hizi, 5 g/L liken biyokiitle derisimi ve 60 dk etkilesim siiresi
kosullar1 altinda, en yiiksek biyosorpsiyon etkinligi % 76,5 olarak belirlenmistir
(Ekmekyapar vd., 2006).

Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen verilere gore; Cd *2 i¢in her ii¢
bakteri, 250 ppm'lik metal konsantrasyonunda, pH 6.0 degerinde, 150 rpm karistirma
hizinda ve 60 dakika gibi bir siirede en yiiksek biyosorpsiyon kapasite degerine
ulasmistir. Cr *2 icin ise, her ii¢ bakteri 2000 ppm'lik metal konsantrasyonunda, pH 5.0
degerinde, 150 rpm karigtirma hizinda ve 15 dakika gibi kisa bir slirede en yiiksek
biyosorpsiyon kapasite degerine ulagsmistir. Belirlenen optimum kosullarda ulasilan en
yiiksek biyosorpsiyon kapasitesi degerlerinin literatiir ile kiyaslanabilir oldugu

distiniilmektedir.
5.3. UV-C Uygulamasi, Enzim ve Karoten Tayini

UV-C radyasyon, ¢ok enerjik oldugundan canlilar iizerinde potansiyel olarak
bilinenen en zararl iyonize olmayan 1sindir. D. radiodurans, UV-C radyasyona (100-
295 nm) son derece direngli bir organizmadir ve UV-C' nin tetikledigi siklobiitan,
primidin dimerleri ve primidin-(6-4) primidon gibi biprimidin 1s1k trtnlerini (BPPs)
etkili bir sekilde tamir edebilmektedir (Setlow ve Duggan, 1964).

Yabanil ve rekombinant bakteriler 0,5-48 saat siiresince UV-C radyasyona
maruz birakilmistir ve buna baghh olarak iireme potansiyellerindeki degisimler
saptanmigtir. Buna gére D. radiodurans (yabanil)' in 6 saatlik UV-C uygulamasina
kadar kontrol grubuna yakin bir egri ortaya koysada 12 saatlik UV-C dozundan
etkilenerek canli hiicre sayisinda bir diisiis meydana gelmistir. Bu diisiis, 24 saatlik
uygulama sonrast bakterinin sahip oldugu diren¢ ve tamir mekanizmalar1 sayesinde
yeniden yiikselise gecmistir.

D. radiodurans (vgb)i UV-C uygulanmis ve uygulanmamis gruplarla
kiyasladigimizda bakterinin 6 saatlik UV-C uygulanan 6rneklerde radyasyonun yikici
etkisi canli hiicre sayisindaki diistisle kendini gdstermistir. Sonraki uygulamalarda

bakterinin sahip oldugu vgb geninin bakteriye kazandirdig1 daha fazla oksijenli ortam
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ve daha fazla biiyiime ile bakterinin radyasyondan daha az etkilenerek canli hiicre
sayisinda artiglar kaydedilmistir.

D. radiodurans (pUC8)' in UV-C uygulanan orneklerini kontrol gruplariyla
kiyasladigimizda bakterinin uygulanan radyasyon dozuna bagli olarak canli hiicre
sayisinda bir diisiisiin meydana geldigi ve radyasyona (vgbh™) rekombinantindan daha
duyarli oldugu goriilmiistiir. En diisiik canli hiicre sayis1 6 saatlik radyasyon uygulanan
orneklerde tespit edilmistir.

Genel olarak inceledigimizde UV-C radyasyon bakterilerin log fazina gecis
stirelerini uzatarak etkisini gostermistir ve radyasyondan en fazla etkilenen bakteri D.
raiodurans (pUCS8) olmustur. Yapilan bir ¢alismada UV' e maruz kalmis E.coli* de
eksponensiyel canlilik kayiplar1 tespit edilmistir. D. radiodurans, 500 J/m?lik
radyasyon dozuna dayanabilmektedir (Battista, 1997). D. radiodurans 'm E. coli' e
gore 20 kat daha dayanikli olmasi hem DNA' sin1 BPPs' lere koruyabilmesinden hem
de UV nin tetikledigi oksidatif zarara kars1 proteinlerini koruyabilmesinden ileri
gelmektedir (Krisko ve Radman, 2010).

UV-C’nin neden oldugu oksidatif stresi belirlemek amaciyla kullanilan
biyobelirteglerden biri de antioksidan savunma sisteminde yer alan parametrelerdeki
degisimlerin saptanmasidir. UV-C uygulamasinin antioksidan sistem iizerine etkisinin
karoten pigmenti ile iligskilendirilerek arastirdigimiz bu ¢alismada ayni zamanda vgb
geninin de antioksidan savunmaya katacagi katki arastirllmak istenmistir. Ciinki
UV’nin hiicresel zararina karst antioksidan savunma mekanizmalarinda, oksijen
gerektiren gesitli oksijenaz ve deoksijenazlarla katalizlenen, etkin bir oksijen alim ve
kullanimini saglayan sistemle (vgb) daha etkin olacag: diisiiniilmektedir (Liu vd., 1995).

Radyasyon serbest radikal olusumunu tetikleyerek organizmada oksidatif stres
olusturmakta ve canlinin biyomolekiillerinden genetik materyaline kadar pek c¢ok
bilesenine zarar vererek canliligin sona ermesine dogru giden bir siireci baglatmaktadir.

D. radiodurans (yabanil) ve rekombinant bakterilerinde 6, 12, 24 ve 48 saat UV-
C radyasyon uygulamasi sonrasi siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT)
aktiviteleri saptanmistir. Buna gore D. radiodurans (yabanil)' da ilk 6 saatlik UV-C
uygulamasi sonrast SOD ve KAT enzim aktivitesi, kontrol grubuna gore diismiis, 12 ve
24 saatlik uygulamalarda ise kontrole gore bir artis olmakla birlikte en yiiksek enzim
aktivitesi de 24 saat UV-C uygulanan orneklerde tespit edilmistir. 48 saatlik yiliksek
UV-C uygulamasi sonrasinda ise en diisiik enzim aktivitesi gozlenmistir. Uygulama

dozuna bagli olarak yabanil bakterimiz radyasyonun neden oldugu oksidatif zarardan ilk
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6 saat i¢inde oldukcga fazla etkilenmis ve bu etki bakterinin antioksidan savunma sistem
elemanlar1 olan SOD ve KAT gibi enzimlerin seviyelerinde diisise neden olmustur. 12
ve 24 saatlik UV-C radyasyon uygulanan 6rneklerde bakteri i¢cinde bulundugu bu stres
ortamiyla basa ¢ikabilmek icin ilgili genlerin ifadesi yapilarak SOD ve KAT gibi
enzimlerin sentezinde artislar gozlenmistir. 48 saatlik UV-C radyasyon uygulanmis
orneklerde ise en diisiik enzim aktivitesinin goriilmesi, bakterinin yiiksek dozdaki
radyasyonun neden oldugu oksidatif hasarin onariminin daha zor olmasindan
kaynaklandig1 sOylenebilir.

D. radiodurans (vgb)' de UV-C uygulamasina bagli olarak kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda, SOD ve KAT enzim aktivitesinde genel olarak bir artig
gozlenmistir. Her iki enzim i¢in de en diisiik enzim aktivitesi 6-12 saatlik UV-C
uygulanan Orneklerde, en yiiksek enzim aktivitesi ise, 48 saat UV-C uygulanan
orneklerde kaydedilmistir. Bunun sebebi, vgb' nin oksijene bagimli bir promotora sahip
olmasi ve bu promotorun stresin organizmada neden oldugu diisiik oksijen kosullarinda
aktive olarak organizmay1 koruyucu etkisini daha uzun vadede gdstermis olmasindan
kaynaklanmaktadir. VHb' nin hem endojen hem de eksojen hidrojen peroksite karsi
savunmada rol aldig1 ayn1 zamanda stres altinda SOD ve KAT gibi enzimlerin aktive
olmasina neden oldugu tespit edilmistir. VHb' nin oksidatif strese karsi bu koruyucu
etkisinin heterelog hiicrelerdeki iiretkenliigin arttirma yeteneginden kaynaklandig
diistiniilmektedir (Akbas vd., 2011)

D. radiodurans (pUC8)' in UV-C uygulanan o6rneklerini kontrol gruplariyla
kiyasladigimizda SOD ve KAT enzim aktivitesinin yabanil ve vgb genini tagiyan
rekombinantina oranla daha diisiik oldugu tespit edilmistir. En diisiik enzim aktivitesi
12 saat UV-C uygulanan orneklerde, en yiiksek enzim aktivitesi ise 48 saat UV-C
uygulanan orneklerde kaydedilmistir. Enzim aktivitelerinin yiiksek oldugu yabanil ve
vgb genini tagiyan bakterilerde, radyasyonun zararl etkisi yabanil igin 48. saatte kendini
gosterirken, vgb rekombinanti VHb/vgb gen sisteminin vermis oldugu avantajlar
sayesinde 48. saatte en yiiksek enzim aktivitesine sahiptir. 48 saatlik UV-C uygulanan
orneklerin SOD enzim aktivitelerini kiyasladigimizda vgb rekombinant1 yabanilindan
yaklasik 74 kat, pUC8 rekombinantindan da yaklasik 2,5 kat daha yliksek aktiviteye
sahip oldugu tespit edilmistir. 48 saatlik UV-C uygulanan 6rneklerin KAT enzim
aktivitelerini kiyasladigimizda vgb rekombinant1 yabanilindan yaklagik 133 kat, pUCS8
rekombinantindan da yaklasik 1,3 kat daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit
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edilmistir. Yapilan bir ¢alismada da D. radiodurans' in KAT aktivitesinin E.coli' den
yaklasik 7 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (Tian, 2004).

Genel olarak D. radiodurans' daki oksidatif protein zarari, radyasyona maruz
kalmis veya kalmamis organizmada bulunan karbonilasyon diizeyi ile belirlenmektedir
(Daly, 2007). Radyasyona direngli D. radiodurans ve radyasyona duyarli E. coli
bakterilerinin her ikisinde de UV radyasyon dozuna bagli olarak karbonillenmis
proteinlerin miktar1 artis gostermekte ve canli kalma oranlar1 azalmaktadir (Krisko ve
Radman, 2010). Karbonilasyon, oksidatif streste bir biyolojik belirte¢ olarak kullanilan
proteinlerin en yaygin oksidatif modifikasyonudur.

Reaktif oksijen tiirleri ve olusan ROT’lar1 temizleyen enzimler arasindaki denge
birgok stres faktorii nedeniyle bozulabilmektedir. Bu faktorlerden biri olan UV
radyasyon bu hassas dengeyi bozarak hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina
neden olmaktadir (Gill ve Tuteja, 2010). Organizmalar, maruz kaldiklar1 ¢esitli stres
faktorlerine ragmen canliligini siirdiirebilmek i¢in bir¢ok adaptasyon mekanizmalari
gelistirmislerdir. Bu mekanizmalardan biri de pigment olusumudur.

Karotenoidler  bakteri, alg, fungus ve bitkilerin biliyik kisminda
bulunmaktadirlar. Cok sayida Antartik bakterinin membranlarinda karotenoid tipi
pigmentler icerdikleri bulunmustur. Bu pigmentlerin membranda yerleserek membran
akiskanliginda tampon rolii oynadiklar1 ileri siirtilmektedir. Caligsmalarda membrandaki
stabilitenin polar, akiskanligin ise non polar karotenoidlerle saglandigi bulunmustur.
Sphingobacterium antarcticus ve Micrococcus poseus gibi Antartik bakterilerde
karotenoid sentezinin iireme sicaklifina bagli oldugu, disiik sicakliklarda polar
karotenoid sentezinin arttii ve bu nedenle membran stabilitesinde artiy meydana
gelirken non polar karotenoid sentezinde diisme oldugu saptanmistir (Jagannatham vd.,
2000). Karotenoid pigmentinin ayni1 zamanda iyonize ve iyonize olmayan radyasyona
kars1 canlilar1 korudugu da bilinmektedir.

6, 12, 24 ve 48 saatlik UV-C uygulanan D. radiodurans (yabanil) ve
rekombinant bakteriler i¢in toplam karoten miktarini 6lctiiglimiiz ¢alismamizda, D.
radiodurans (yabanil)'a turuncu rengini veren karotenin kontrol gruplarinda,
rekombinant bakterilerden yaklasik olarak 1,5 kat daha fazla oldugu goriilmistiir. Aym
zamanda UV-C uyglamasi sonrasi bu fark yaklasik 4,5 kata ¢ikmustir. 12 saatlik UV-C
uygulanan Orneklerle kontrol gruplarmi kiyasladigimizda D. radiodurans (vabanil)'in
kontrol gruplarinda, rekombinant bakterilerden yaklasik olarak 3,5 kat daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda UV-C uyglamasi sonras1 bu fark yaklasik 6 kata
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cikmistir. 24 saatlik UV-C uygulanan 6rneklerle konrol gruplarini kiyasladigimizda D.
radiodurans (yabanil)in  kontrol gruplarinda, rekombinant bakterilerden yaklasik
olarak 3,5 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayni zamanda UV-C uyglamasi
sonrast bu fark yaklagik 8 kata ¢cikmistir 48 saatlik UV-C uyguladigimiz gruplarla
kontrol gruplarimi kiyasladigimizda D. radiodurans (yabanil)' in kontrol gruplarindaki
karoten miktariin rekombinant bakterilerden yaklasik 3,5 kat daha fazla oldugu ortaya
cikmistir. UV-C uygulamasina bagli olarak bu fark 4,2 kata ¢ikmustir.

Ayn1 zamanda bakterilerin UV-C oncesi ve sonrasi elde ettigimiz SEM
resimlerinde D. radiodurans (yabanil)' m 48 saatlik UV-C uygulamasi sonrasi boyut
olarak biiyiidiigii ve daha ¢ok dortlii hiicre kiimeleri halinde goriildiigl tespit edilmistir.
Ayni  zamanda hiicre Ortiilerinin plirlizsiiz  yapist bozularak deformasyonlar
gozlenmistir. D. radiodurans (vgb) rekombinantinin yabanilindan farkli olarak uzun
basil yapisinda olan sekli, 48 saatlik UV-C uygulamasi sonrasi boyut olarak oldukca
kiiciilmiis ve hiicre yapisinda bozulmalar gézlenmistir. D. radiodurans (pUCS8),
yabanil tipteki bakteri gibi kok selindedir. 48 saatlik UV-C uygulamasi sonras1 bakteri
boyut olarak biiylimiis ve hiicre ortiilerinin piiriizsiiz yapisi bozularak deformasyonlar

gozlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada reaktif oksijen tiirlerine yliksek direng gosteren D.
radiodurans' da karotenin bu diren¢teki katkisi arastinnlmistir. D. radiodurans'in
renksiz mutant1 elde edilmis ve bu mutant (R1AcrtB), karotenoid sentezinde basarisiz
olmustur ve yabanil tipe gbre iyonize radyasyon, hidrojen peroksit ve kuraklik gibi
kosullara daha duyarli oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar D. radiodurans
karotenoidlerinin ¢evresel stresle miicadelede bakteriye katkisinin  oldugunu
diisiindiirmektedir. Kemiliiminesans analizleri, karotenoid sentez yolunda 6nemli bir
iiriin olan deinoxanthin' in H20> ve singlet oksijene savunmada karoten (likopen ve [3-
karoten) ve iki ksantofil (zeaksantin ve lutein) 'den Onemli Olclide daha gii¢lii bir
savunma yetenegine sahip oldugunu gostermistir. Deinoksantin' in ayn1 zamanda DNA
tizerinde koruyucu bir etki gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen bulgular
deinoksantinin gii¢lii bir antioksidan etkisinin oldugunu ve D. radiodurans' in direng
mekanizmasina direncine katkida bulundugunu desteklemektedir (Tian vd., 2007).

UV' e maruz kalmis E.coli' de eksponensiyel canlilik kayiplar1 goriilmektedir. D.
radiodurans, 500 J/m?lik radyasyon dozuna dayanabilmektedir (Battista, 1997). D.
radiodurans 'in E. coli‘e gore 20 kat daha dayanikli olmasi hem DNA' sin1 BPPs' lere

koruyabilmesinden hem de UV nin tetikledigi oksidatif zarara kars1 proteinlerini
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koruyabilmesinden ileri gelmektedir (Krisko ve Radman, 2010). Bizim ¢alismamizda da
UV-C uygulamasmin bakterilerin canli hiicre sayisina etkisini belirledigimiz
calismamizda bakterilere 0,37-4,47 j /cm?, enzim aktivite tayini icin 4,47- 35,76 j /cm?
lik doz uygulanmustir.

llgili tez calismasindan elde edilen sonuglar bir biitiin olarak karsilastirildiginda
goriilmektedir ki, mikroorganizmalar kullanilarak gelistirilen agir metal biyosorpsiyonu
ile toksik metallerin bertaraf edilmesi ve degerli metallerin kazanilmasi igin
kullanilabilecek en umut verici teknoloji olarak kabul edilmektedir. Bu ileri teknoloji
kapsaminda ¢esitli gen sistemleri ile donatilmis organizmalarin kullanimi yikimi zor
toksik metallerin giderimi i¢in biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu baglamda basta iyonize
radyasyon ve ultraviyole radyasyon, genotoksik kimyasallar, oksidatif zararlar ve
dehidrasyona karsit ekstrem dayanikliligi ile Guiness rekorlar kitabina girmis D.
radiodurans' in vgb/VHb sisteminin rekombinant suslarinda UV-C direnci ve metal
biyosorpsiyon kapasitesine etkisi ve organizmanin bundan nasil etkilenecegi ilk kez bu

calismada arastirilmistir

Bu c¢alisma sonuclar1 ile Mikrobiyoloji, Biyoteknoloji, Biyokimya ve

Toksikoloji alaninda temel diizeyde yeni bilgiler sunmasi beklenilmektedir.
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