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OZET Bahge Bitkileri

Ultraviyole radyasyon (UV); biyolojik dokularda reaktif oksijen

turlerinin meydana gelmesine neden olarak oksidatif stres Aragtirma Makalesi
olusturmaktadir. UV’ nin indiikledigi reaktif oksijen tiirleri, bunlarin

etkileri ve bunlara kars: hiicresel savunma mekanizmalar: ve reaktif Makale Tarihgesi

oksijen tiirlerinin temizlenmesinden sorumlu antioksidan sistemleri Gelig Tarihi  :15.04.2021
giiniimiizde tizerinde oldukea fazla arastirma yapilan konulardir. Bu Kabul Tarihi :28.07.2021

calismada, yuksek seviyede iyonize radyasyon ve UV radyasyon,
kuraklik ve DNA’ ya zarar veren kimyasallar gibi bir¢ok ajan ve
kosula olan direnciyle iyi bilinen bir ekstremofil olan Deinococcus
radiodrans ile Vitreoscilla hemoglobin (vgb) geni klonlanmis
rekombinant1 ve kontrol olarak da vgb rekombinant susu
kullanilmistir. UV-C’ nin D. radiodurans in antioksidan savunma
sistemleri (siiperoksit dismutaz, katalaz ve karoten) iizerine etkisi
aragtirilip, buna ek olarak organizmaya daha fazla oksijenli ortam
saglayarak daha fazla buytmesini saglayan vgb geninin, bakterinin
UV direncine yapacagi katkis1 arastirilmistir. Buna gore, D.
radiodurans (vgb ) in UV-C uygulanan érnekleri kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda stuperoksit dismutaz ve katalaz enzim aktivitesinin
yabanil ve vgb genini tasiyan rekombinantina oranla daha diisik
oldugu tespit edilmigtir. Yine yuksek karoten igceren yabanil tipi
bakterilerde, UV-C uygulamasina bagli olarak karoten miktar artisi
net bir sekilde gézlenmisgtir.

ABSTRACT

Ultraviolet radiation (UV); creates oxidative stress by causing the
formation of reactive oxygen species in biological tissues. Reactive
oxygen species induced by UV, their effects and cellular defense
mechanisms against them, and antioxidant systems responsible for
cleaning reactive oxygen species are the subjects of much research
today. In this study, Deinococcus radiodrans which is well known an
extremophile for its resistance to many agents and conditions such as
high levels of ionizing radiation and UV radiation, drought and
chemicals that damage DNA and Vitreoscilla hemoglobin (vgb) gene
cloned recombinant with, and vgb recombinant strain as a control
were used. The effect of UV-C on the antioxidant defense systems of
D. radiodurans (superoxide dismutase, catalase and carotene) was
investigated, and in addition, the contribution of the vgb gene, which
provides more oxygenated environment to the organism, to the UV
resistance of the bacteria, was investigated. Accordingly, when UV-C
treated samples of D. radiodurans (vgb ) were compared with the
control groups, it was determined that the superoxide dismutase and
catalase enzyme activities were lower than the wild and the
recombinant carrying the vgb gene. Again, in wild-type bacteria with
high carotene, an increase in the amount of carotene was clearly
observed due to UV-C application.
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GIRIS zararlarinin tolere edilebilecek duzeyde oldugundan

Elektromanyetik Dalgalar

Isik veya elektromanyetik dalga foton olarak
isimlendirilen kiitlesiz bir parcacik akisi olmak tizere
birbirini tamamlayan iki bi¢ciminde
tamimlanmaktadir. (http://astom.omu.edu.tr, 2006). X-
1s1nlary, ultraviyole (mor 6tesi) 1s1nlari, mikro dalgalar
ve radyo dalgalar1 baglica elektromanyetik dalgalar
arasinda sayllmaktadir (Henden, 2000).
Elektromanyetik dalgalar, dalga boylarina veya
enerjilerine goére c¢ok genis bir alana yayilirlar.
Elektromanyetik spektrum bolgeleri Sekil 1’deki gibi
gosterilebilir.
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Sekil. 1 Elektromanyetik spektrum bélgeleri (Perincek,
2006)

Figure.l Electromagnetic spectrum regions (Perincek,
2006)

Ultraviyole Radyasyon

UV, gunes tarafindan yayillan ve goz tarafindan
algilanmayan radyasyon tipidir. Glnes,
elektromanyetik spektrum olarak bilinen bir dizi
enerji yaymaktadir ve bu enerjinin degisik sekilleri
dalga boylarina gére siniflandirilir. Buna goére UV
radyasyon, farkli dalga boylarina goére 1tg¢ tipte
incelenebilmektedir;

UV-A: 315-380 nm

UV-B: 280-315 nm

UV-C: 190-280 nm dalga boylar: arasindadar.

Dalga boylar: ile radyasyonun enerjisi arasinda ters
bir iligki bulunmaktadir. Bu nedenle dalga boyu en az
ve dolayisiyla enerjisi en yiuksek olan UV-C’ nin daha
agir  hiicresel  hasarlara  neden  olabilecegi
soylenebilmekte (Caspari, 2000) ve yine dalga boyu en
yuksek ve enerjisi en az olan UV-A’ nin da hiicresel
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bahsedilmektedir (Leena ve Marikki, 2005).

UV 1sinlar1 ayn1 zamanda serbest radikaller meydana
getirerek hiicrelerde oksidatif strese neden olurlar
(Latonen ve Laiho, 2005).0lugan bu serbest radikaller,
hiicrede biyomolekiillere hasar vererek, hiicrenin
bitiinliginin bozulmasina, yaslanmasina ve hiicre
6lumiine neden olabilmektedirler (Ozalpan, 2001).

Deinococcus radiodurans

Deinococcus radiodurans, yiksek seviyede 1iyonize
radyasyon ve UV radyasyon, kuraklik ve DNA’ ya
zarar veren kimyasallar gibi bircok ajan ve kosula olan
direnciyle iyi bilinen bir ekstremofildir (Battista,
1997). Ayn1 zamanda cesitli agir metalleri ve
radyoaktif metalleri yikabilme o6zelligine sahip bir
bakteridir (Battista ve Raney, 1997).

D. radiodurans, UV-C radyasyona (190- 280 nm) son
derece direncli bir organizmadir ve UV-C' nin
tetikledigi siklobiitan, primidin dimerleri (CPDs) ve
primidin-(6-4) primidon (6-4 PPs ) gibi biprimidin 151k
iriinlerini  (BPPs) etkili bir sekilde tamir
edebilmektedir (Setlow ve Duggan, 1964). UV-C' e
maruz kalmis D. radiodurans’in en 6nemli primidin
tirtinleri primidin dimerleridir (Moeller, 2010). UVC'
nin tetikledigi DNA zarari iki niikleotit eksizyon tamir
mekanizmasi (Moseley ve Evans, 1983;Minton, 1994)
ve bir genetik rekombinasyon mekanizmasi ile tamir
edilmektedir (Moseley ve ark.,1972; Moseley ve
Copland, 1975).

D. radiodurans da Oksidatif Stres

Oksidatif stres, prooksidanlarla, reaktif oksijen
tirlerinin (ROT) ortamda artmasina engel olan
antioksidanlarin savunma yetenegi arasindaki
dengesizligin bir sonucu olarak ortaya cikmaktadir
(John ve Gutterdige, 2010).

Yiksek oranda gesitlilik gOsteren antioksidan
savunma sistemleri, protein oksidasyonuna engel olur
ve Reaktif Oksijen Tirlerini temizleyerek D.
radiodurans’ daki oksidatif stresi hafifletmektedir. D.
radiodurans’daki antioksidan savunma mekanizmasi,
genel olarak hidroksil radikali ( -OH ) (Mello ve
Meneghini, 1984; Dunford, 1987), siiperoksit radikali
(Oz -), hidrojen peroksit (H202) (Imlay, 2006) gibi 3
reaktif oksijen tiiriine kars: etkili olmaktadir.

D. radiodurans’in H202, -OH, Oz - gibi reaktif oksijen

tlrlerini temizleme kapasitesi, £.coli’den sirasiyla 30
kat, 17 kat ve 6 kat daha yiiksektir (Tian ve ark.,
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2004). D. radiodurans oldukca yiiksek katalaz ve SOD
aktivitesine sahiptir (Lipton, 2002). Katalazlar ve
peroksidazlar H202' 1 uzaklagtirirken SOD' lar
hiicrelerden stiperoksit radikallerini elimine
etmektedirler (Makarova, 2001;Markillie ve ark.,
1999).

Karoten

Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda yer alan
karoten, yagda cozinebilen dogal antioksidanlardir.
Basta singlet oksijen ve peroksi radikalleri (ROO" )
olmak tzere ROT turlerine kars: etkili bir savunma
mekanizmasi olusturmaktadir (Tatsuzawa ve ark.,
2000;Stahl ve Sies, 2003). Karotenoidler, DNA' y1
oksidatif zarardan, proteinleri karbonilasyondan ve
membran  lipitlerini  lipit  peroksidasyonundan
korumaktadir (Stahl ve ark., 1998; Zhang ve Omave,
2000). D. radiodurans 'in hiicre ici karetenoidleri, (
‘OH, O2 -, H20z, ve 102) gibi ROT (Zhang ve ark., 2007;
Tian ve ark., 2007) ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil gibi
RNT (Reaktif Nitrojen Tirlerd)'ni ortamdan
temizleyebilmektedir. Karotenoidlerin antioksidan
aktivitesi, yapisindaki konjuge c¢ifte baglardan ileri
gelmektedir. D. radioduransbakteriye turuncu rengini
veren ¢ok miktarda karoten sentezlemektedir. D.
radiodurans 1n renksiz mutant soyunun indiiklenmisg
oksidatif stres sonucu olusan reaktif oksijen turlerine
yabanila oranla daha duyarli oldugunu tespit
edilmistir (Carbonneau ve ark., 1989).

Vitreoscilla Hemoglobin

Hemoglobinler, 1986 yilina kadar oékaryotik orjinli
proteinler olarak bilinmekteydi. Ancak Dr. Webster ve
arkadaslari Gram (-) bir bakteri olan Vitreoscilla
stercoraria’ min dogal olarak hemoglobin igerdigini
tespit etmiglerdir (Wakabayashi ve ark.,1986).
Beggiatoaceae familyasinda bulunan Vitreoscilla
zorunlu aerob, Gram () ve kemoorganotrof flamentli
bir bakteridir. Zorunlu aerob olmasina ragmen dogal
yasam alam1 oksijeni diusik ortamlardir ve bu
kogullarda yagsamim strdiirebilmek i¢in hemoglogin
(vgb) genini sentezlemektedir (Woose, 1987).
Vitreoscilla  hemoglobininin  (VHb) okaryotik
hemoglobinlerle yiiksek homoloji gostermekte olup,
farkli yapisal organizasyonu ve konformasyonu stres
durumlarinda kalma yetenegi gosterebilmesi onun
birden fazla iglevi gercgeklestirebilmesine imkan
saglamaktadir ( Khosla ve Bailey, 1988;Liu ve ark.,
2008).

Bu calismada, yabanil D. radiodrans ile Vitreoscilla
hemoglobin (vgh) geni klonlanmig rekombinanti ve
kontrol olarak da vgb  rekombinant susu
kullanilmigtir. Bakterilerin UV-C radyasyon direnci
aragtirilip, bunlara ek olarak organizmaya daha fazla
oksijenli ortam saglayarak daha fazla blylimesini
saglayan vgb geninin, bakterinin UV-C direncine
yapacagl katkinin arastirilmasi1 planlanmigtir. Aym
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zamanda UV-C radyasyon uygulamalarinin yabanil ve
rekombinant D). radiodurans’in antioksidan savunma
sistemleri (siiperoksit dismutaz, katalaz ve karoten)
uzerine etkisi arastirilip, vgdh nin bu savunma
sistemine etkileri saptanacaktir. Cunki UV' nin
hiicresel zararina karsi antioksidan savunma
mekanizmalarinda, oksijen gerektiren ¢esitli oksijenaz
ve deoksijenazlarla katalizlenen, etkin bir oksijen
alimi1 ve kullanimini saglayan vgb geni aktarilmis
rekombinant  bakterinin daha etkili olacag
dustntlmektedir. Bu  baglamda radyasyona
direncliligiyle bilinen D. radiodurans’ in vgb/VHDb

sisteminin UV-C diren¢ kapasitesine etkisi ve
organizmanin bundan nasil etkilenecegi
arastirilmigtir.

MATERYAL ve METOD

Bakteri Soylar:

Deinococcus radiodurans RI (ATCC BAA-816), bu
bakterinin vgb geni klonlanmigs rekombinant1 ve
kontrol olarak da vgb rekombinant susu kullanldi. D.
radiodurans in iki rekombinantindan puc8 plazmitini
tasiyan Dr[pUCS8] olarak, ayni plazmitin vgh geni
tasiyan formu ise Dr[pUCS8:15] olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 2).

Sekil 2. D. radiodurans ve rekombinantlari
Figure 2. D. radiodurans and its recombinants

vgb Klonlar1

D. radioduransm Dr[pUC8] ve Dr[pUC8:15]
rekombinantlar: Inénii Universitesi Molekiiler Biyoloji
Boéliminde Hikmet Gegkil' in laboratuvarindan temin
edilmigtir. pUCS8 plazmiti 2.7 kb biiytikliginde olup
iglevsel bir lacZ geni tagimaktadir. pUC8:15 plazmiti
ise, 5 kb buytkligindedir ve 2.3 kb uzunlugundaki
multi klonlama boélgesine vgb geni yerlestirilmistir
(Sekil 3).

Bakterilerin UV-C Radyasyona Maruz Birakilmasi

UV-C uygulamasi i¢in Philips TUV 15 Watt/G15 T8
254 nm dalga boyuna sahip 45 cm boyunda UV-C
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lambas1 kullamilmigtir. UV-C radyasyon kaynag:
tavana 6 cm mesafe ile yerlestirilmigtir. Isinlama igin
90 x 60 x 70 cm boyutlarindaki aliminyum ile kapl bir
kabin kullanilmigtir. Lamba ile o6rnekler arasi
1sinlama mesafesi 11 cm’dir. Lambanin ytzeyinden 1
cm mesafede 15 w’lik bir gii¢ var oldugundan dolay1 11

cm’deki uygulanan glicin degeri 0.124 wattir. 11
cmlik mesafeden yapilan bu 1sinlama 46 x 13 ecm’lik
bir yizey alamimi kapsamaktadir. Enzim aktivite
tayini i¢cin UV-C uygulama siiresine bagl olarak
uygulanan doz miktarlar1 asagidaki cizelge 2’ de
verilmigtir.

ord

LTI

it

Sekil 3. pUC8 ve pUC8:15 plazmitlerinin fiziki haritasi.
Figure 3. Physical map of the pUC8 and pUCS8: 15 plasmids.

Cizelge 1. UV-C uygulama slresine baglh olarak
uygulanan doz miktarlar:
Table 1. Doses applied depending on the application
time of UV-C.
UV-C Uygulama stresi
UV-C Application time

Doz Miktar1 (j cm -2)
Dosage Amount (j cm -2)

6 saat 4.47
12 saat 8.94
24 saat 17.88
48 saat 35.76

Enzim Aktivite ve Karotenoid Miktar Tayini

Enzim aktivitesi tayin islemlerinde, spektrofotometre
(SHIMADZU UV-visible Spectrophotometer UV-1601)
kullanildi. Biitin enzimlerin aktiviteleri her bakteri
icin ¢ tekrarlh olarak olgiildi. Katalaz enziminin
aktivite tayini Luck (1963) yéntemine gére, SOD
enziminin aktivitesi Mc Cord ve Fridovich (1969)
yontemine gore yapildi. .Absorbans degerleri
belirlendikten sonra ml deki enzim tunite sayisi
spektrofotometrik olarak hesaplandi. Elde edilen
degerler supernatanin mililitresindeki miligram
proteine boliinerek spesifik aktivite tespit edildi. 6, 12,
24 ve 48 saat UV-C radyasyon uygulanan 6rneklerin
karoten tayini, spektrofotometrik olarak yapildi
(Bhosole ve Gadre, 2001). Litredeki miktar1 bulmak
icin elde edilen sonuglar 1000 ile ¢arpilarak toplam
karotenoid miktari mg L ! olarak hesaplanmistir.

Istatistiki Analizler

Elde edilen sonuglarin  istatistiksel olarak
degerlendirilmesi amaciyla istatiksel paket program
(SPSS 10.0 for Windows Inc., USA) kullanildi. Bu
programda énem kontrolii igin Duncan testi uygulandi
(Duncan, 1995).

BULGULAR
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UV-C Uygulamasi Sonras1 SOD Aktivitesi

D. radiodurans  (yabanil) ve  rekombinant
bakterilerinde UV-C radyasyona maruz birakilan ve
birakilmayan gruplarda siiperoksit dismutaz (SOD)
aktiviteleri saptanmis ve sonuclar Cizelge 2’de
verilmistir. Buna gére D. radiodurans (yabaml)' da 12
ve 24 saatlik uygulamalarda kontrol grubuna gore bir
artis saptanmistir. D. radiodurans (vgh)' de UV-C
uygulamasina bagh olarak kontrol gruplariyla
kargilagtirildiklarinda SOD enzim aktivitesinde genel
olarak bir artis gézlenmistir. D. radiodurans (vgb) ve
D. radiodurans (pUCS8)'in UV-C uygulamasina bagh
olarak kontrol gruplariyla karsilagtirildiklarinda SOD
enzim aktivitesinde genel olarak bir artis gézlenmigtir.

UV-C Uygulamasi Sonrasi Katalaz Aktivitesi

D. radiodurans ve rekombinant suslarinda UV-C
radyasyona maruz birakilan ve birakilmayan
gruplarda katalaz (KAT) aktiviteleri saptanmis ve
sonuclar Cizelge 2’de verilmistir. Buna gore D.
radiodurans (yabanil)' da en yiiksek enzim aktivitesi

de 24 saat UV-C uygulanan o&rneklerde tespit
edilmistir. D. radiodurans (vgh) de UV-C
uygulamasina bagh olarak kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda 24 saatlik UV-C uygulanan

orneklerdeki KAT enzim aktivitesi kontrol grubundan
yiksek olmasina ragmen 6 saatlik 1s1n uygulanan
orneklerden daha disik tespit edilmigtir. Bunun
disinda diger 6rneklerde doza bagl olarak bir artig

gozlenmistir. D. radiodurans (UCS) in UV-C
uygulanan ornekleri kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda 12 saatlik UV-C uygulanan

orneklerdeki KAT enzim aktivitesi kontrol grubundan
yiksek olmasina ragmen 6 saatlik 151n uygulanan
orneklerden daha dustiik tespit edilmistir.
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Cizelge 2. Farkhi dozlarda UV-C radyasyon uygulanan D. radiodurans ve rekombinant suglarda stuperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT) aktivitesi
Table 2. Superoxide dismutase (SOD) and catalase (KAT) activity in D. radiodurans and recombinant strains
treated with different doses of UV-C radiation.

Bakteri UV-C Uygulama Siiresi SOD Aktivitesi KAT Aktivitesi
Bacterium UV-C Application Time (pmol ml -1mg -1 protein) (umol ml -1mg -1 protein)
SOD Activity CAT Activity
(pmol m] -1mg -1 protein) (umol ml -1mg -1 protein)
6 saat (kontrol) 124.3 +10.1 158.66 + 8.5
6 saat (UV-C) 79.06 + 7.5 53.34 + 6.4
12 saat (kontrol) 229.4+ 8.6 189.21 + 10.4
, 12 saat (UV-C) 235.06 + 9.3 197.15 + 8.6
D. radiodurans ~ g4 saat (kontrol) 252.93 = 15.5 178.36 + 9.4
(Yaba”’])( 1) 24 saat UV-C 939.04 + 14.2 278.66 + 11.2
e 48 saat (kontrol) 216.07 + 7.6 166.34 + 9.3
48 saat (UV-C) 19.2 £ 2.3 1.77+0.9
6 saat (kontrol) 139.27 + 4.7 52.94 + 4.2
6 saat (UV-C) 534.8 + 26.4 102.24 £ 5.3
12 saat (kontrol) 265.1 + 8.7 52.27 + 4.5
‘ 12 saat (UV-C) 372.5+9.6 155.66 + 8.7
D. radiodurans g4 gaat (kontrol) 201.5+ 6.3 57.18+ 5.6
(vgb) 24 saat UV-C 1002.2 + 18.5 118.06 + 9.2
48 saat (kontrol) 330.2+12.4 60.81 + 6.3
48 saat (UV-C) 1427.07 £ 19.6 237.4+12.3
6 saat (kontrol) 223.3+11.3 38.58 +11.2
6 saat (UV-C) 563.27 + 10.4 165.27 £ 9.7
12 saat (kontrol) 310.3+9.6 41.74 + 6.7
_ 12 saat (UV-C) 370.13 £ 11.2 149.74+ 8.9
D. radiodurans ~g94 saat (kontrol) 252.5 + 8.9 60.57 7.2
(pUCS) 24 saat UV-C 569.32 + 11.2 172.11 + 9.7
48 saat (kontrol) 210.6 + 7.8 65.90 + 4.5
48 saat (UV-C) 579.19 + 13.2 178.10 + 6.6
UV-C Uygulamas1 Sonras1 Karoten Miktarindaki kontrol gruplarinda, rekombinant bakterilerden

Degisimler

6, 12, 24 ve 48 saatlik UV-C uygulamasi sonrasi
toplam kareten miktarindaki degigsimler, D.
radiodurans (yabanil) ve rekombinantlar: i¢in tespit
edilmigtir. Buna gére 6 saatlik UV-C uygulanan
orneklerle kontrol gruplar1 karsilastirildiginda D.
radiodurans (yabamil)'a turuncu rengini veren
karotenin  kontrol gruplarinda, rekombinant
bakterilerden yaklagsik olarak 1,5 kat daha fazla
oldugu gérilmiustir. Aym zamanda UV-C uygulamas:
sonrasi bu fark yaklasik 4,5 kata ¢gitkmistir. 6 saatlik
UV-C uygulamasi1 sonrasi bakterilerin karoten
miktarindaki degisimler Sekil 4' de verilmigtir.

12 saatlik UV-C uygulanan o6rneklerle kontrol
gruplarim1 kiyaslandiginda D. radiodurans (yabanil)'
in kontrol gruplarinda, rekombinant bakterilerden
yaklagik olarak 3,5 kat daha fazla oldugu goralmustur.
Ayni1 zamanda UV-C uygulamasi sonrasi bu fark
yaklagik 6 kata gikmigtir. 12 saatlik UV-C uygulamasi
sonras1 bakterilerin karoten miktarindaki degisimler
Sekil 5' de verilmistir.

24 saatlik UV-C wuygulanan o6rneklerle konrol
gruplarim kiyaslandiginda D. radiodurans (yabanil)'in
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yaklasik olarak 3,5 kat daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda UV-C uygulamasi sonrasi bu
fark yaklagik 8 kata c¢ikmigtir. 24 saatlik UV-C
uygulamasi sonrasi bakterilerin karoten miktarindaki
degisimler Sekil 6' da verilmigtir.

48 saatlik UV-C uygulanan gruplarla kontrol gruplari
kiyaslandiginda D. radiodurans (yabanil)' in kontrol
gruplarindaki karoten miktarinin rekombinant
bakterilerden yaklasik 3,5 kat daha fazla oldugu
ortaya ¢ikmistir. UV-C uygulamasina bagh olarak bu
fark 4,2 kata ¢ikmigtir. 48 saatlik UV-C uygulamasi
sonrasi bakterilerin karoten miktarindaki degisimler
Sekil 7' de verilmistir.

Bakterilerin UV-C Uygulamasi1 Oncesi ve Sonrasi
SEM Resimleri

D. radiodurans (yabanil) ve rekombinantlarinin, UV-C
uygulamasi 6ncesi ve sonrasi bakterilerin hiicresel
yapilarindaki degisimler Scaning Elektron
Mikroskobunda tespit edilmistir (Sekil 8). D.
radiodurans (yabanil), kok seklinde ve genel olarak
ikili veya dortli hiicre kiimeleri seklinde bulunurlar.



KSU Tarim ve Doga Derg 25 (3): 476-485, 2022 Arastirma Makalesi

KSU J. Agric Nat 25 (3): 476-485, 2022 Research Article

_ &
E LIV-C
B sp
__13 a0
- Kontrol
i 0 Kantral
ﬁ e Karntral
¥ 0
= uy-C Uv-C
E
3’ 10
F W m o

L)

D. r { yabami) . r fwgh) D.r {pucs)
&saatlik UV-C Uygulamas:

Sekil 4. D. radiodurans (yabanil) ve rekombinantlarinin 6 saatlik UV-C uygulamas1 sonrasi toplam karoten
miktarindaki degigimler

Figure 4. Changes in total carotene amount after 6 hours UV-C application of D. radiodurans (wild) and

recombinants
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Sekil 5. D. radiodurans (yabanil) ve rekombinantlarinin 12 saatlik UV-C uygulamasi1 sonrasi toplam karoten
miktarindaki degisimler

Figure 5. Changes in the total carotene amount after 12 hours UV-C application of D. radiodurans (wild) and

recombinants
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Sekil 6. D. radiodurans (yabanil) ve rekombinantlarinin 24 saatlik UV-C uygulamas1 sonras1 toplam karoten
miktarindaki degisimler

Figure 6. Changes in the total carotene amount after 24 hours UV-C application of D. radiodurans (wild) and
recombinants
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Sekil 7. D. radiodurans (yabanil) ve rekombinantlarinin 48 saatlik UV-C uygulamas1 sonras1 toplam karoten
miktarindaki degigimler.
Figure 7. Changes in the total carotene amount after 48 hours UV-C application of D. radiodurans (wild) and
recombinants

a)

b)

Sekil 8. D. radiodurans (yabaml) ve rekombinantlarinin 48 saatlik UV-C uygulamasi sonrasi SEM goériintiileri. a) D.
radiodurans (yabamnil), b) D. radiodurans (vgb), ¢) D. radiodurans (pUCS).
Figure 8. SEM images of D. radiodurans (wild) and its recombinants after 48 hours UV-C application. a) D. radiodurans (wild),
b) D. radiodurans (vgb), ¢) D. radiodurans (pUCS).

48 saatlik UV-C uygulamasi sonrast SEM resimleri gozlenmistir. D. radiodurans (vgb) rekombinantinin
karsilastirildiginda, bakteri UV-C uygulamasindan yabanilindan farkli olarak uzun basil yapisinda olan
sonra boyut olarak buyumis ve daha ¢ok dortli hiicre sekli, 48 saatlik UV-C uygulamasi sonrasi boyut
ktimeleri halinde gérilmiistiir. Aym1 zamanda hicre olarak olduk¢a kiigilmiiy ve hicre yapisinda
ortillerinin plrizsiiz yapis: bozularak deformasyonlar bozulmalar gézlenmistir. D. radiodurans (pUCS),
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yabanil tipteki bakteri gibi kok seklindedir. 48 saatlik
UV-C uygulamas:1 sonrasi1 bakteri boyut olarak
biuyumus ve hiicre ortilerinin purizsiiz yapisi
bozularak deformasyonlar gézlenmistir.

TARTISMA ve SONUC

UV-C uygulamasinin antioksidan sistem tizerine
etkisinin karoten pigmenti ile iligkilendirildigi
calismada, ayn1 zamanda vgb geninin de antioksidan
savunmaya katacag katki arastirilmak istenmistir.
UV-Cnin hiicresel zararina karsi antioksidan
savunma mekanizmalarinda, oksijen gerektiren gesitli
oksijenaz ve deoksijenazlarla katalizlenen, etkin bir
oksijen alim ve kullamiminmi saglayan sistemle (vgb)
geninin etkinligi tespit edilmistir (Liu ve ark., 1995).

VHb' nin hem endojen hem de eksojen hidrojen
peroksite kargi savunmada rol aldigr ayni zamanda
stres altinda SOD ve KAT gibi enzimlerin aktive
olmasina neden oldugu tespit edilmistir. VHDb' nin
oksidatif strese karsi bu koruyucu etkisinin heterelog
hiicrelerdeki  tretkenligi arttirma yeteneginden
kaynaklandig digiiniilmektedir (Akbas ve ark., 2011)

D. radiodurans (UCS) in UV-C uygulanan
orneklerini kontrol gruplariyla kiyaslandiginda SOD
ve KAT enzim aktivitesinin yabanil ve vgb genini
tagsiyan rekombinantina oranla daha diisiik oldugu
tespit edilmigtir. Enzim aktivitelerinin ytiksek oldugu
yabanil ve vgb genini tasiyan bakterilerde,
radyasyonun zararli etkisi yabanil i¢in 48. saatte
kendini gosterirken, vgb rekombinanti1 VHb/vgb gen
sisteminin vermis oldugu avantajlar sayesinde 48.
saatte en ylksek enzim aktivitesine sahiptir.

Karotenoid pigmentinin iyonize ve iyonize olmayan
radyasyona karsi canlilari korudugu bilinmektedir.
(Jagannatham ve ark., 2000). Bu calismada ozellikle
yuksek karoten iceren yabanil tipi bakterilerde, UV-C
uygulamasina bagli olarak miktar artisi net bir sekilde
gozlenmistir (Tian ve ark., 2007). 6, 12, 24 ve 48 saatlik
UV-C uygulanan D. radiodurans (vabanil) ve
rekombinant bakteriler i¢in toplam karoten miktari D.
radiodurans (yabanil)a turuncu rengini veren
karotenin  kontrol gruplarinda, rekombinant
bakterilerden yaklagsik olarak 1,5 kat daha fazla
oldugu gorulmustir. Ayni zamanda UV-C uyglamas:
sonrast bu fark yaklasik 4,5 kata cikmistir. Bu
sonuclar D. radiodurans karotenoidlerinin cevresel
stresle miicadelede bakteriye katkisinin oldugunu
dustindurmektedir.

TESEKKUR

D. radiodurans 1 Dr[pUC8] ve Dr[pUCS8:15]
rekombinantlar1 Inénti Universitesi Molekiiler Biyoloji
Boluminde  Prof. Dr. Hikmet  Gegkil' in
laboratuvarindan temin edilmigtir. Ayrica bu ¢alisma
2012-192 no’lu proje ile Inénii Universitesi Bilimsel
Arasgtirma Projeleri tarafindan desteklenmigtir.
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Aragtirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti

Aragtirma, yazma, orijinal taslak hazirlama, inceleme
ve dlzenleme, gorsellestirme ve bigimsel analiz ile
ilgili olarak yazarlar makaleye esit oranda katkida
bulundu ve son halini okuyarak onaylada.

Cikar Catismasi Beyani

Makale yazarlar1 arasinda herhangi
catismasi bulunmamaktadar.
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