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OZET

Doktora Tezi

KARBONIK ANHIDRAZ ENZIMININ Deinococcus radiodurans DAN KLONLANMASI,
EKSPRESYONU VE BIYOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

Ayse Hiimeyra TASKIN KAFA

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Arzu COLERI CIHAN

Radyasyonun insanlar {izerine zararli etkileri olmasima ragmen, yiiksek seviyedeki iyonize
radyasyon varliginda hayatta kalabilen, ekstremofil bakterilerden biri olarak bilinen
Deinococcus radiodurans, kuruluk, oksidanlar, Ultra Viole Radyasyon (UVR) gibi asir1 strese
olaganiistii kars1 koyma yetenegindedir. Bu ¢alisma kapsaminda, D.radiodurans R1’in direng
fizyolojisinde Onemli oldugunu disiindiiglimiiz hiicre i¢i DrCA enziminin klonlanmasi,
saflastirilmas1 ve kismi karakterizasyon c¢alismalart yapilmigtir. Ayrica bakterinin gesitli
dozlarda gama radyasyon uygulamasi ve farkli pH degerlerine sahip TGYB besiyerlerinde
gelistirilmesi sonucunda radyasyon ve pH ile iliskili DrCA enzim aktivitelerindeki degisimler
belirlenmistir. Bakterinin en iyi gelisim gosterdigi pH aralig1 6.75-7.75 olarak belirlenmis ve 24
saat siiresince DrCA enziminin en yiiksek aktivite degisiminin oldugu pH degeri 7.0 olarak
bulunmugstur. Radyasyon uygulamasi sonras1 DrCA aktivite sonuglarinda, ilk 800 Gy’a kadar
aktivitenin 5.4 kat olacak sekilde siirekli arttigi, bu noktadan sonra aktivitede bir diisis
goriildigi tespit edilmistir. PCR ile ¢ogaltilan DrCA geni, pFN2K Flexi vektoriine klonlanmig
ve sonuglar dizi analizi ile de teyit edilmistir. Sub-klonlama ¢aligsmalar1 i¢in E. coli DH5a ve
protein ekspresyonu i¢in ise E. coli BL21 (DE3) konaklari kullanilmistir Saflastirma
asamasinda MagneGST saflastirma sistemi kullanilmis ve enzim %94.68 oraninda yiiksek bir
verim ve 494.5 saflastirma kat sayisi ile saflastirilabilmistir. Ayrica rekombinant E.coli BL21
konaginda enzimin spesifik hidrataz aktivitesi 0.109 U/mg iken, saf enzimin spesifik aktivitesi 5
kat artarak 0.539 U/mg olarak belirlenmistir. Enzimin pH 9.0’de optimum aktivite ve
termostabilite gosterdigi sicaklik 30°C olarak bulunmustur. Enzimin pH 8.0’de, 25°C’de en
yiiksek hidrataz aktivitesi gosterdigi saptanmustir. Saf enzimin esteraz aktivitesi ise eser
miktarda (0.0002 U/ml) bulunmustur. Saf enzim iizerinde metal iyonlarindan Zn"* aktivator,
siilffonamid ise inhibitdr etki gostermistir. Saf enzimin pNP-asetat substrata afinitesinin gok
diisiik oldugu ve diger B-DrCA’lar gibi CO,’e yiiksek spesifite gosterdigi belirlenmistir.

Aralik 2016, 128 Sayfa

Anahtar Kelimeler: D.radiodurans, DrCA enzimi, radyasyon direnci



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

PURIFICATION AND BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF CARBONIC
ANHYDRASE FROM RADIORESISTANT BACTERIUM DEINOCOCCUS
RADIODURANS

Ayse Hiimeyra TASKIN KAFA

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Arzu COLERI CIHAN

Although the radiation has harmful effects on humans, Deinococcus radiodurans, known as one
of the extremophile bacteria which is capable of surviving at high levels of ionizing radiation,
has the ability to resist extreme stresses such as dryness, oxidants, Ultra-Viole Radiation
(UVR). In this study, cloning, purification and partial characterization studies of the
intracellular DrCA enzyme, which we considered that important in the resistance physiology of
D.radiodurans R1, have been conducted. In addition, changes in radiation and pH-related DrCA
enzyme activities as a result of gamma irradiation at various doses, and development of the
bacterium in TGYB media with different pH values have been identified. The pH range at
which the bacteria showed the best improvement was 6.75-7.75 and the pH value at which the
highest activity change of DrCA enzyme was found to be 7.0 for 24 hours. DrCA activity data
after radiation treatment showed that the activity continuously increased by 5.4 fold, up to the
first 800 Gy, which a decrease in activity was observed thereafter. The PCR-amplified DrCA
gene was cloned into the pFN2K Flexi vector and the results confirmed by sequence analysis.
For gene subcloning studies E. coli DH5a and for protein expression E. coli BL21 (DE3) was
used as the host. The MagneGST purification system was used during the purification step and
the enzyme was purified with a yield of 94.68% and a purification index of 494.5. Also, the
specific hydratase activity of the enzyme in the recombinant E. coli BL21 was 0.109 U/mg,
while the specific activity of the pure enzyme was found to be 0.539 U/mg with a 5-fold
increase. The temperature at which the enzyme exhibits optimum activity and thermostability at
pH 9.0 was found to be 30°C. The esterase activity of the pure enzyme was found in trace
amounts (0.0002 U/ml). It has been found that the enzyme exhibited high activity at 25°C and
pH 8.0 Among the divalent metal ions, Zn*? showed activatory and sulfonamide showed
inhibitory effect on the pure enzyme. It has been determined that the affinity of the pure enzyme
to the pNP-acetate was very low and exhibited high specificity to CO, as other -DrCAs.

December 2016, 128 pages

Key Words: D.radiodurans, DrCA enzyme, ionizing radiation resistance
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1. GIRIS

Diinyanin olusumuyla birlikte agiga ¢ikan ve c¢ok uzun yillar yok olmadan kalan
radyoaktif elementler yeryiiziinde dogal bir radyasyon diizeyi olusturmustur. Tim
canlilar yasamlar1 boyunca devamli olarak bu dogal ve niikleer bomba denemeleri,
niikleer reaktorlerin gelistirilmesi ve bazi teknolojik iiriinlerin kullaniminin yol agtigi
yapay radyasyon kaynaklarindan kdken alan iyonlastirici radyasyonun etkisi altina
girmistir. Bu nedenle s6z konusu radyasyon kaynaklar1 ile canli sistemler arasindaki

etkilesimlerin arastirilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Ozon tabakasinda devam eden azalma biyosferdeki Ultra Viyole Radyasyon (UVR)
miktarin1 biliylik oranda etkilemektedir. Buna ek olarak radyasyon farkli amaglara
hizmet etmek iizere daha yogun kullanilmaktadir. Tipta, tarimda, arastirma ve sanayide
radyoaktif elementlerin asir1 kullanimi, ¢evreye radyoaktif atiklar iiretmektedir. 2011°de
Fukushima Daiichi niikleer felaketi ve 1986 yilinda Cernobil felaketi dogada
radyoniiklitlerin (kararsiz atom cekirdegi) ve radyoizotoplarin artmasina neden olmustur

(Kaya 2002, McColl vd. 2015).

Ekstremofilik canlilar, mikroorganizmalari, bitkileri ve ekstrem kosullarda yasayabilen
hayvanlar1 i¢ine alir. Ekstremofiller, insan hayati ic¢in ekstrem olarak
nitelendirilebilecek, sicak su kaynaklari, volkanik alanlar, ekstrem sicakliklar, yiiksek
tuz yogunlugu, yiiksek radyasyon, asidik ve alkali alanlar gibi kosullar1 sadece tolere
etmeyen, ayn1 zamanda optimum olarak bu dogal sartlarda yasamimi siirdiirebilen
canlilardir. Bu denli 6zel ve ekstrem habitatlarda yasayabilme yeteneginde olan
mikroorganizmalar, farkli alanlardan bilim insanlarinin ilgisini uyandirmakta ve bu ilgi
her gegen giin giderek artmaktadir (Demirjian vd. 2001, Rothschild ve Mancinelli 2001,
Karaagag¢ ve Donmez 2004).

Radyasyonun insanlar iizerine zararli etkileri olmasina ragmen yiiksek seviyede
radyasyon altinda hayatta kalabilmek i¢in ¢ok sayida 6nemli yetenege sahip farkh tipte
mikroorganizmalar bulunmaktadir. Bu bakterilerden biri Deinococcus radiodurans’dur.

D. radiodurans, kuruluk, oksidantlar, UVR ve iyonize radyasyonu iceren asir1 ¢evresel



strese olaganiistii derecede kars1 koyma kapasitesine sahip ekstremofilik bir bakteridir.
Bu patojenik ve fotosentetik olmayan bakteri, >10,000 Gy iyonize radyasyona karsi
koyabilme yetenegiyle, radyasyona en direngli aerobik organizma olarak Guinness
rekorlar kitabina girmistir (Cox vd. 1979). D. radiodurans’in ekstrem radyasyon
direncinin, bakterinin sahip oldugu: 1) etkili bir DNA ¢ift zincir kirik onarim sistemi, ii)
yiiksek antioksidan aktivitesi, iii) protein fonksiyonlarini korumak iizere evrimlesmis
mekanizmalar ve iv) hiicre zarinin koruyucu sira disi yapilarinin mevcut oldugu
hiicresel koruma mekanizmalarmin tamaminin sinerjistik etkilerinden ileri geldigi

diisiiniilmektedir (Menglong Yuan vd. 2009a).

Iyonize 1sinlar hiicrede en fazla bulunan molekiil olan suyu ayristirir. Bu olay 10-12 sn
gibi cok kisa bir siirede gergeklesir ve sonugta ¢ok aktif H* ve OH’ radikalleri olusur.
Sonrasinda ise hiicre igerisinde pH dengesi ve metabolik reaksiyon devamlilii
kaybolur. Fizyolojik pH disinda bir H" iyon konsantrasyonu hiicresel proteinlerin,
enzimlerin yapisinda ve fonksiyonunda degisimlere neden olur. Hiicreler enzimatik
veya enzimatik olmayan antioksidan ve pH dengeleyici sistemleri kullanarak tekrar pH
homeostasisini saglamaya c¢aligir. Katalaz, siiperoksit dismutaz peroksidaz ve diger
antioksidan enzimler serbest radikal giderimi yaparak, hiicre i¢ci pH dengesinin tekrar
kurulmasinda 6nemli rol oynar. Ayrica hiicre i¢i pH dengesinin saglanmasinda; histidin,
arginin gibi bazi amino asitler, fosfat bilesikleri, hiicre membraninda bulunan H”
pompalari, iireaz ve karbonik anhidraz gorev almaktadir (Booth 1985, Smith vd. 1999a,
Ferradini ve Jay-Gerin 2000, Smith ve Ferry 2000, Swiatla-Wojcik 2008).

Karbonik anhidrazlar (EC 4.2.1.1, karbonat dehidrataz, DrCA) metabolizmada CO;’in
hidratasyonunu ve HCOj3’in dehidratasyonunu ¢ift yonlii olarak katalizleyebilen ve
aktif bolgelerinde Zn** iyonu igeren bir metaloenzim ailesidir (Maren 1967).
Metabolizma i¢cin CO, ve HCO3’1n birbirlerine doniisiimleri ¢ok énemlidir. CO; hiicre
icine ve hiicre disina ¢ok kolay gegebilmesine ragmen, HCOj3; lipitlerde az
¢oziindiiglinden hiicre membranindan gecemez. Bu nedenlerden dolayr gerekli
durumlarda HCO31n hiicre ig¢ine gegmesi ve CO-’in hiicre igerisinde tutulabilmesi igin
bu donilisiim reaksiyonu gergeklesmektedir. Fizyolojik pH’da bu olay katalizor, bir

aktivator olmadan kendiliginden kolaylikla ger¢eklesmez ve olduk¢a uzun zaman alir.



Karbonik anhidraz enzimi bu tepkimeyi enzimatik olarak katalizleyerek cok hizli ve
Ozgil bir sekilde gergeklesmesini saglar. CO, ve HCO3', pH homeostasisinde hiicre i¢i
ve hiicreler aras1 pH tamponu olarak aktivite gdstererek merkezi bir rol oynar. Ayrica bu
kompleks HCOj3 bagimli pH diizenleyici tasiyici proteinlerin substrat kaynagidir (Smith
ve Ferry 2000, Swietach vd. 2007).

Karbonik anhidraz enziminin katalitik aktivitesinin sebebi aktif bélgesinde Zn?* iyonu
ve ona bagl bir hidroksil grubu ihtiva etmesidir. Ayrica aktif bolge yakinindaki amino
asitler de proton gradienti olusturabilecek yapidadirlar. Yapisal olarak bir Zn* iyonu,
bir OH" iyonu ve {i¢ histidin kalintis1 (His-94, His-96, His-119) ile bag yapmustir.
Karbonik anhidraz enzimi, yapisindaki Zn®* iyonuna baghh OH iyonundan dolay:
niikleofilik olarak CO, molekiiliine saldirir ve Zn** iyonuna baglanmis HCOj3 iyonunun
olusmasini saglar. Daha sonra HCOj3 iyonu bir su molekiiliiyle yer degistirir ve
¢ozeltiye gecer. Boylece CO; molekiiliiniin HCO3™ iyonuna doniisiimii gerceklesmis

olur (Stams vd. 1998, Supuran ve Scozzafava 2001).

Hayvan metabolizmasinda 6zellikle eritrositler olmak tizere bir¢ok dokuda karbonik
anhidraz enzimi pH diizenleyicisi olarak gorev yapar (Beydemir vd. 2000). Bitkilerde
karbonik anhidraz enziminin hiicre i¢i pH’nin diizenlenmesinde rol oynadigr ve
degisken durumlardaki pH degisimlerinden olusabilecek denatiirasyonlardan hiicreyi
korudugu bildirilmistir. Karbamoil fosfat sentetaz-1 ve piruvat karboksilaz enzimlerine
sirali olarak bikarbonat iyonu saglamasindan dolayi, iire devri ve glukoneojenezde rol
oynadig1 6ngoriilmektedir. Karbonik anhidraz enzimi hayvan, bitki ve bakterilerde iyon
degisimi, asit-baz dengesi, elektrolit salinimi, tire dongiisii ve glukoneojenez gibi
metabolik yollar i¢in dnciil maddelerin sentezlenmesi gibi hayati 6neme sahip fizyolojik
ve metabolik bir ¢ok olayda rol oynamaktadir. Bu enzimin ayrica lipogenez olayinda da

etkili oldugu bildirilmistir (Graham vd. 1984, Smith vd. 1999a).

Karbonik tamponun kimyasal bilesenleri (CO2/HCO3) metabolik reaksiyonlara ve pH
homeostasisine dogrudan katilmaktadir. Hiicrede meydana gelen her tirli pH
degisiminde tamponlama 6nemlidir. H* iyonlar1 hiicrenin gelismesi ve bdliinmesine

aracilik eder ve bircok metabolik reaksiyonda H* iyonu son iiriin olarak iiretilir. Ancak



bu iyonlarin hiicrede birikimi ve sonucunda hiicre igi proteinlere kars1 gosterdigi yiliksek

kimyasal aktivite nedeniyle hiicreden uzaklastirilmak zorundadirlar.

Karbonik anhidraz enzimi H" iyonlarinin hiicre disma difiizyonunda 6nemli yere
sahiptir. D. radiodurans’da radyasyonun etkisiyle hiicre i¢inde meydana gelen pH
diizensizligine karsi koymada onemli yeri oldugu diisiiniilen karbonik anhidraz
enziminin incelenmesi, diren¢ fizyolojisindeki yerinin aydinlatilmasi bakimindan

Onemlidir.

D. radiodurans bir ekstremofil olmasi sebebiyle tiim genom dizisi ¢ikarilmis model
organizmalardandir. Karbonik anhidraz geni ve enzimi Ozellikle pek c¢ok patojen
mikroorganizmada klonlanarak saflastirilmis ve karakterize edilmis olsa da, radyasyon
direnci ve pH homeostasisi arasindaki iliskisi diisiiniilen Deinococcus kaynakli karbonik
anhidraz, enzimi ile ilgili temel bir ¢alisma mevcut degildir. Bu konu ile ilgili
literatiirdeki tek c¢alisma, farkli radyasyon dozlari uygulanmig, D. radiodurans R1
tirtinde yiriitilen bir transkiptom ¢alismasi olup, 1000 Gy’a kadar artacak sekilde
uygulanan farkli radyasyon dozlarinda karbonik anhidraz enziminin artan dozla korele

sekilde ekspresyonundaki yiiksek artistir (Kuzucu 2016).

Bu nedenlerle yiiriitillen bu ¢alismada D. radiodurans’in karbonik anhidraz (DrCA)
enzimini kodlayan DrCA geninin (AE000513.1) klonlanmas1 (E.coli DH5a konagina),
ekspresyonu (E.coli BL21(DE3)), saflastirilmasi ve kismi enzim karakterizasyonu
yapilmustir. DrCA enziminin karakterizasyonunun yapilmasi, bu bakterinin radyasyona
kars1 direncinin aydinlatilmasina katkida bulunmasi bakimindan 6nemlidir. Ayrica bu
calisma, bu tiir radyasyona direngli bir bakteriye ait karbonik anhidraz enziminin

calisilmasi bakimindan literatiirde bir ilk olusturmustur.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Ekstrem Yasam; Ekstremofiller

Diinyamizdaki canli ¢esitliliginin biiyiik bir kismini olusturan mikroorganizmalara
yasamlarmi destekleyecek her tiirlii yer alt1 ve yer iistii habitatta rastlamak miimk{indiir.
Bu ortamlara, asina oldugumuz toprak, su, hayvanlar ve bitkiler gibi yaygin habitatlar
ve insan yapimi hemen hemen biitiin yapilarin i¢i veya yilizeyi dahildir. Gergekte,
dogada bulunan canli veya cansiz her tiirlii habitatta yasam formlarinin bulunmamasi
neredeyse imkansizdir. Baz1 mikrobiyal ¢evreler, bize gore yasam icin ¢ok ekstrem olsa
da, bu tiir ekstrem ortamlar pek ¢ok mikrobiyal yasam formunu destekler. Yasamin
fizyokimyasal ug¢ simirlarindaki, ekstrem c¢evre kosullarinda yasayan organizmalar
ekstremofiller olarak adlandirilir. Ekstremofilik prokaryotlar volkanik kayaglar,
kaynayan sicak su kaplicalari, buz kapl goller, buzullar veya kutup denizleri, asir1 tuzlu
sular, derin denizler gibi yliksek basing ortamlari, ¢cok diisiik ve yiiksek pH degerleri
(pH 0-12.0), farkli radyasyon kosullar1 gibi ¢ok 06zel ¢evrelerde yasayabilme
yeteneginde olan organizmalardir. Bu denli farkli fizikokimyasal 6zellige sahip
ortamlarda dahi mikrobiyal hayatin varligi, farkli metabolik aktiviteler gelistiren
mikroorganizmalarin kiiltiire edilmesi veya onlarin c¢evresel DNA dizilerinin
cikarilmasiyla belirlenmistir. Ilging olan, bu mikroorganizmalarin yalnizca bu ortamlari
tolere edebilmekle kalmayip, aynt zamanda bu dogal sartlarda optimum olarak
yasamlarini siirdiirebilmeleridir.  Cizelge 2.1°de, prokaryotik ekstremofilik gruplarin
glincel ve bulunduklar habitat tiplerinin bir listesi sunulmustur (Aguilar 1996, Niehaus
vd. 1999, Vorgias ve Antranikian 2002, Karaaga¢c ve Donmez 2004, Madigan ve
Martinko 2010).



Cizelge 2.1 Ekstremofillerin yasadiklar1 ekstrem kosullar ve siiflandirmalari

Ekstremofilik .. Minumum-Maksimum,
Ekstrem Cevre Gruplar Tiir ad1 (Optimum)
Psikrofil Pyrolobus fumarii 90-113°C, (106°C)
Sicaklik (4°C) : i
Hipertermofil Paloromonas vacuolota 0-12°C, (4°C)
Asidofil Picrophilus oshimae 0,6-4.0, (0,7)
pH o i
Alkalifil Natranaerobius 8,5-12, (10)
thermophilus
Basing (atm) Barofil Moritella yayanosi 500- >1000, (700)
Tuz (%) Halofil Halobacterium salinarum 15-32, (25)
Radyasyon (Gy) Radyofil Deinococcus radiodurans 15,000 >

2.2 Radyasyon ve Radyasyon Direnci

Radyasyon, partikiiller veya elektromanyetik dalgalar (Gamma, X- 1s1n1, UVR, radyo
dalgalar1 vs) formunda bir enerjidir. Bu enerji canlilarda molekiiler ve hiicresel diizeyde
DNA, RNA, protein ve enzimler gibi biyomolekiillerde oksidatif hasar dahil olmak
tizere bir takim degisikliklere yol agmaktadir. Bu degisiklikler iyonize radyasyonun
tiriine, etki siiresine, miktarma gore hiicrede gecici (onarilabilen) veya kalici
(onarilamayan) tipte hasarlara neden olabilir. Bu enerji 6rn; DNA’da onarimi daha kolay
olan tek zincir kiriklarina yol agabildigi gibi, onarimi gii¢ ve ¢ogu kez onarimi miimkiin
olmayan ve hiicre dliimlerine yol acan ¢ift zincir kiriklarina da neden olmaktadir.
Bundan baska yine pilirin ve primidin baz hasarlari, protein ¢apraz baglanmalari,
proteinler ve enzimler iizerinde oksidatif etki, mutajenik ve karsinojenik etkiler, lipit
peroksidasyon zincir reaksiyonlari gibi pek ¢ok olumsuz etki gosterir (Ravanat vd.

2001, Kaya 2002, Gabani ve Singh 2013, Adewoye vd. 2015, Lara vd. 2015).

Iyonize radyasyon dogrudan veya dolayli yolla molekiilleri etkilemektedir. Dogrudan
etkilediginde, degisiklige ugrayan molekiil direk olarak iyonize radyasyona maruz kalir
ve uyarilmis duruma gecer, dolaylh etkide ise iyonize radyasyon sonucu olusan serbest
radikaller gibi bazi ara lriinler, bir dizi kimyasal reaksiyona girerek diger molekiillerin

degismesine neden olur.



Omek olarak; iyonize radyasyon hiicrede en fazla bulunan su molekiiliinii ayristirarak
serbest radikallerin olusmasina ve hiicre i¢i pH’ nin degigsmesine neden olarak tesir eder
(Machlin ve Bendich 1987, Weiss vd. 1990, Athar vd. 1993, Kaya 2002, Gabani ve
Singh 2013).

Farkli radyasyon kosullarinda yasayabilen mikroorganizmalar radyasyona direngli veya
radyotolerant olarak isimlendirilirler. Bu organizmalar, sira dis1 bir sekilde diger birgok
organizma i¢in 6liimciil olan hem iyonize radyasyon hem de iyonize olmayan radyasyon
varliginda yasamlarini = siirdiirebilmektedirler. Bunlar arasinda en c¢ok calisilan
organizma olan D. radiodurans, 6ldiiriicii dozun ¢ok iizerinde bir iyonize radyasyon ve
UVR’ye (1000 Jm?) karsi koyabilme yeteneginde olan bir mikroorganizmadir
(Menglong Yuan vd. 2009a, Yvonne V Yuan vd. 2009b, Gabani ve Singh 2013).

2.3 Deinococcus radiodurans’in Genel Ozellikleri

D. radiodurans (Yunanca: deinos: gii¢lii, sira dist ve coccus: tanecikli meyve),
Deinococcaceae ailesinin bir iiyesidir. D. radiodurans ilk olarak Anderson (1956)
tarafindan, Amerika Birlesik Devletleri, Oregon State Universitesi, Oregon Tarimsal
Deneyler Tesisinde, 4000 Gy gama 1sin1 uygulanarak sterilize edilmis konserve etten
izole edilmis ve baslangigta fiziksel karakterlerine dayali olarak Micrococcus
radiodurans olarak adlandirilmistir. Fakat sonraki 16S rRNA gen dizi analizleri ile yeni
bir filogenetik grubun varligi ortaya ¢ikarilmis ve bu nedenle, bakteri yeni bir aile olan
Deinococcaceae ailesine dahil edilerek Deinococcus radiodurans olarak yeniden
isimlendirilmistir (Anderson vd. 1956, Raj vd. 1960, Blasius vd. 2008, Slade ve
Radman 2011).

D. radiodurans, Gram pozitif, pigmentli, spor olusturmayan, hareketsiz, 0.5-3.5 um
boyutlarinda kok seklinde, siklikla diyad ve tetrat halde bulunan, katalaz pozitif, patojen
olmayan, aerobik bir bakteridir (Sekil 2.1). Kolonileri karotenoid pigment i¢ermesi
sebebiyle pembe renklidir. 39°C {izerinde bir termal yasama sinir1 olup, genellikle 30-

37°C arasinda gelisim gosteren mezofilik bir bakteridir.



D. radiodurans, 32 °C’de zengin TGY besiyerinde (0.5% tripton, 0.1% glukoz, 0.15%
maya ekstrakti), oksijenli ortamda oldukga iyi bir gelisme gosterebilmektedir. Iki katina
cikma siiresi yaklasik 1,5-3 saattir ve kolonilerin yeterli gelisimi 3 giin siirer. Yiiksek
hiicre yogunluguna ulasmak ve biiyiik dlcekli iiretimini yapmak i¢in 37°C’de HEPES
tamponu (pH 7.0) ile hazirlanmis magnezyum destekli TGY besiyeri (0.5% tripton,
0.1% glukoz, 0.15% maya ekstrakti) kullanilir (Anderson vd. 1956, Englander vd. 2004,
He 2009, Slade ve Radman 2011, Misra vd. 2013, Agapov ve Kulbachinskiy 2015).
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Sekil 2.1 SEM (Taramali Elektron Mikroskobu)’de D. radiodurans R1 tetrat hiicre yapisina ait
tez kapsaminda goriintiilenen bir fotomikrografi

D. radiodurans iyonize radyasyon, UVR, hidrojen peroksit gibi ¢ok sayida 6ldiiriicii ve
mutajenik ajana karst ¢ok yiiksek miktarda direng gosterir. Ayrica kuruluk, yiliksek
miktardaki reaktif oksijen tiirleri ve mitomisin C gibi genotoksik ajanlara da direng
gosterebilmektedir. Diinyanin radyasyona en direngli aerobik bakterisi olarak
bilinmektedir. Ayrica, D. radiodurans RNA sentezini (aktinomisin D), protein
sentezini (kloramfenikol, streptomisin, neomisin, kanamisin ve eritromisin) ve hiicre
duvar sentezini inhibe eden (penisilin, basitrasin ve vankomisin) antibiyotiklere kars1 da
duyarhdir (Hawiger ve Jeljaszewicz 1967, Minton 1994, 1996, Li ve Lu 2001, Slade ve
Radman 2011, Agapov ve Kulbachinskiy 2015).



2.4 Deinococus Cinsi Bakterilerin Habitatlar:

Deinococci’nin dogal habitati net olarak tanimlanmamistir. Deinococcaceae ailesine ait
tirler, diinyanin ¢esitli yerlerinden izole edildiklerinden, izolasyon ortamlari, onlarin
genel ekolojik ve cografik dagilimlari agisindan biiylik 6lgiide degisiklik gdsterir. Konu
ile ilgili yiiriitiilen iki ekolojik ¢alismada, Deinococci’nin ¢ogunlukta toprakta yayilim
gosterdigi ileri stirilmektedir (Brooks ve Murray 1981, Murray 1992, Battista 1997). Bu
calismalarda ¢ogu Deinococcal izolatin organik besinlerce zengin toprak, hayvan fegesi,
islenmis et, atik sular, gibi ortamlarda da bulundugu belirtilmistir. Bunun disinda kuru
gidalar, besince fakir ¢oller, oda tozu, radyoaktivite ile kontamine bolgeler, 1simnlanmis
medikal cihazlar, tekstil drtinleri gibi farkli kaynaklardan izole edilip
tamimlanabilmislerdir. (Minton 1994, Battista 1997, White vd. 1999, Dose vd. 2001,
Slade ve Radman 2011). Farkli bolgelerden izole edilmis olmalar1 ve gok sayida farkli
habitatlarinin bulunmasi, Deinococci’nin evrimlesmesine biyiik katki saglamistir.
Ciinkii her ne kadar spor olusturamasa da g¢evresel strese uzun siire dayanabilmektedir.
Dikkate deger diger bir 6zelligi de D. radiodurans’in kuruluga sira dist direncidir. Bir
desikatorde sadece 6 yil boyunca kiltiirin  %10°u canli kalacak sekilde
yasayabilmektedir. D. radiodurans’in iyonize radyasyon direnci ile kuruluk direnci
arasinda bir iliski oldugu kanitlanmistir. D. radiodurans’in iyonize radyasyona duyarli
(IRS) 41 susunun desikatérde 6 hafta yasadigini ve IRS izolatinin ayni zamanda
kuruluga da duyarli oldugu ispatlanmistir. Ayrica, D. radiodurans IRS’de dehidrasyon
stiresince DNA hasarinin da biriktigi belirlenmistir  (Murray 1992, Mattimore ve
Battista 1996, Battista 1997).

2.5 Sistematikteki Yeri ve Filogenisi

2016 itibariyle LPSN bacterio.net adresi kayitlarina gére Deinococcus cinsine ait 59 tiir
bulunmaktadir (Cizelge 2.2). Yine bu yil itibariyle NCBI (National Center for
Biotechnology Information) veritabaninda kayitli olan Deinococcus cinsine dahil 7 adet
bakterinin 16S rRNA gen dizi verisi bulunmaktadir (Cizelge 2.3). Deinococcus 16S
rRNA gen dizilerinin tiirlerinin filogenetik analizi sonucu olusturulan diyagram Sekil

2.2’de gosterilmistir.



Cizelge 2.2 Deinococcus cinsine dahil tiirler (LBSN-bacterio.net, 2013)

Deinococcus carri

Deinococcus phoenicis

Deinococcus depolymerans

Deinococcus daejeonensis

Deinococcus pimensis

Deinococcus deserti

Deinococcus erythromyxa

Deinococcus piscis

Deinococcus peraridilitoris

Deinococcus aerius

Deinococcus proteolyticus

Deinococcus ficus

Deinococcus aerolatus

Deinococcus mumbaiensis

Deinococcus frigens

Deinococcus aerophilus

Deinococcus radiodurans

Deinococcus geothermalis

Deinococcus aetherius

Deinococcus radiomollis

Deinococcus gobiensis

Deinococcus alpinitundrae

Deinococcus radiophilus

Deinococcus grandis

Deinococcus altitudinis

Deinococcus radiopugnans

Deinococcus hohokamensis

Deinococcus antarcticus

Deinococcus radiotolerans

Deinococcus hopiensis

Deinococcus apachensis

Deinococcus reticulitermitis

Deinococcus humi

Deinococcus aquaticus

Deinococcus roseus

Deinococcus indicus

Deinococcus aquatilis

Deinococcus xibeiensis

Deinococcus maricopensis

Deinococcus aquiradiocola

Deinococcus saxicola

Deinococcus marmoris

Deinococcus metallilatus

Deinococcus sonorensis

Deinococcus metalli

Deinococcus caeni

Deinococcus swuensis

Deinococcus misasensis

Deinococcus cellulosilyticus

Deinococcus wulumugiensis

Deinococcus murrayi

Deinococcus citri

Deinococcus xinjiangensis

Deinococcus navajonensis

Deinococcus claudionis

Deinococcus yavapaiensis

Deinococcus papagonensis

Deinococcus daejeonensis

Deinococcus yunweiensis

Cizelge 2.3 NCBI veri tabaninda bulunan kayitlarina gére Deinococcus cinsine dahil

tirler (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, 2013)

Deinococcus soli

Deinococcus aeria

Deinococcus aquivivus

Deinococcus actinosclerus

Deinococcus puniceus

Deinococcus enclensis

Deinococcus sahariens

D. radiodurans ilk olarak morfolojik ve fiziksel karakteristik 6zelliklerine dayali olarak
Micrococcus radiodurans olarak adlandirilmigtir. Fakat daha sonra 16S rRNA gen dizi
analizi temelli molekiiller calismalarin artmasiyla, 1980’lerde yapilan farkh
calismalarda, 16S ile 5S rRNA ve yiiksek diizeyde korunmus protein dizilerinin
karsilastirilmast sonucunda Deinococcus cinsinin filogenetik olarak Thermus cinsine
daha yakin oldugu ortaya c¢ikarilmis ve bu nedenle, bakteri yeni bir aile olan
Deinococcaceae ailesine dahil edilerek Deinococcus radiodurans olarak yeniden
isimlendirilmistir (Hensel vd. 1986, Woese 1987, Weisburg vd. 1989, Agapov ve

Kulbachinskiy 2015).
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—#'711329 Deinococcus grandis DSM 3863
_cl ¥11332 Deinococcus rodiodurans DSM 20539
AJ549111 Deinococeus indicus Wi/ 1e

————MAY743262 Deinococcus hopiensis KR—140

AJBB5984 Deinococcus saxicola Ad—1444

M AJSBSGRY Deinococcus frigens AA—692
AJSB5886 Deinccoccus marmoris AA—63
¥11334 Deingcoccus rodiopugnans ATCC 18172

ABQB7288 Deinococcus cerius TRO125
AY743264 Deinococcus apochensis KR-38

| ABO87287 Dei s aetherius STO316
CPOO0D358 Deinococcus geothermalis DSM 11300
¥13041 Deinococcus murrgyi ALT=1b

u FUS77832 Dei us phoenicis 1P10ME

= DO344634 i3 yunweiensis YIM 007

711330 Dei us erythromyxa ATCC 187

EF141348 Deinococcus peraridilitoris KR-200
AY743280 Deinococcus papogonensis KR—241
AY743278 Deinococcus yovapoiensis KR-236
| AYT43277 Dei s pimensis KR-235
DO883809 Deinococcus cellulosilyticus 5518J-15
CPO02454 Deinococcus maricopensis DSM 21211
# EF635408 Dei s olpinitundrae ME-04-04-52
Q683348 Deinococcus piscis 3ax
CPQ02536 Deinococcus proteolyticus DSM 20540
11333 Deinococcus rodiophilus DSM 20551
AYT743283 Deinococcus sonorensis KR-87
EFB35404 Deinococeus radiomellis PO-04-20-132
EF635406 Deinococcus claudionis PO-04—18-125
EF635407 Deinococcus altitudinis ME—04-01-32
L wCPOO2191 Deinococcus gobiensis CGNCC 1.7299
CPO01114 Deinecoccus deserti VCD115

‘EI..I“YW-JZSG Deinococcus hohokamensis KR—40

AY743258 Deinococcus navajonensis KR—114
b——a 00003135 Deinococcus mumbaiensis CON—1

Sekil 2.2 2016 itibariyle Deinococcus cinsine dahil 16S rRNA analizleri yapilmis tiirlerin
filogenetik diyagramu (http://www.straininfo.net/, 2016)

White vd. (1999) yaptiklar1 ¢aligmada, Thermus thermophilus ait giincel 175 protein
dizisini, D. radiodurans’in tim genom dizisi ile karsilastirmiglar ve 143 proteinin
yiiksek bir oranda benzerlik gosterdigini ortaya koymuslardir. D. radiodurans ve T.
thermophilus yakin GC miktarlari, her ikisinin de kirmizi pigmentli olusu, spor
olusturmamalari, aerobik olmalar1 ve peptidoglikan (peptid kopriileri olarak L-ornitin,
diamino asit ve glisilglisin) tabakalarinda A3 tip mureine sahip olma gibi pek ¢ok ortak
Ozelligi paylasirlar. Deinococcus ve Thermus cinslerinin fenotipleri de benzerdir.
Thermus tiirleri Gram negatif boyanirlar fakat hiicre duvar yapisi birkag ozellik
bakimmdan Gram pozitif bakterilerinkine benzerlik gosterir. Ornegin peptidoglikan
yapisinda ornitinin ve dallanmis zincirli yag asitlerinin varligir gibi. Buna karsin
Deinococcus tiirleri Gram pozitif boyanmasina karsin, yag asit profili bakimindan
cogunlukla Gram negatif bakterilere benzerlik gosterir. Ayrica bir caligmada
Deinococcus-Thermus subesine ait tiirlerin Cyanobacteria ve Actinobacteria ile de
iligkili olduklar bildirilmektedir (Pask-Hughes ve Williams 1978, Donato ve Seleiro
1990, Wolf vd. 2001, Battistuzzi vd. 2004, Henne vd. 2004, Slade ve Radman 2011).
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Yiritilen evrensel filogenetik analizlere gore, Deinococcus-Thermus cinslerine ait
tiirlerin atalar1 mezofilik veya fakiiltatif termofilik tireme gosterirler. Gruplarin evrimsel
olarak ayrilmasindan sonra Thermus’un yiiksek sicakliga adaptasyon yetenegini Arke ve
termofilik bakterilerden yatay gen transferi sonucu kazandigi, ayrica Deinococcus un
stresten sorumlu pek ¢ok geni de diger bakterilerden edinmis oldugu diisiiniilmektedir.
D. radiodurans genomunun yaklasik %10-15’inin yatay gen transferi ile kazanilmig
oldugu tahmin edilmektedir. Bu kazanilmis genlerin ¢ogu mega plazmid DNA’larin

tizerinde kodludur (Makarova vd. 2001, Omelchenko vd. 2005, Slade ve Radman 2011).

2.6 Fiziksel Ozellikleri

D. radiodurans hiicre duvari yapist ve kompozisyonu bakimindan essizdir. Bakteri
Gram pozitif olmasina ragmen, hiicre duvar yapisinin ¢ok sayida tabakadan olusmasi ve
lipit kompozisyonu bakimindan Gram negatif bakterilere benzer. Hiicre duvari, 14-20
nm bir peptidoglikan tabakasi iceren bir plazma membran (i¢ membran) ve dis
membrandan olusur (Thornley vd. 1965, Lancy Jr ve Murray 1978, Makarova vd. 2001,
Slade ve Radman 2011). D. radiodurans elektron mikroskobunda goriilen en az 6
tabakadan olusan toplam 150 nm kalinliginda bir hiicre duvarina sahiptir (Sekil 2.3), D.
radiodurans’mm sahip oldugu bu kalin hiicre duvarmin, sitozoliinde yiiksek
konsantrasyonda bulunan ve Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROS)’nin temizlenmesi ile
oksidatif hasara karsi korumada 6nemli bir yeri olan kiigiik molekiillerin neden oldugu
yiiksek ozmotik basinca karsi hiicreyi korudugu bilinmektedir (Work ve Griffiths 1968,
Lancy Jr ve Murray 1978, Slade ve Radman 2011).
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Sekil 2.3 D. radiodurans’n hiicre duvar yapisinin kisimlari

(1) Plazma Membran, (2) Tipik peptidoglikan tabaka, (3) Holey (delikli) tabaka, (4) Diger bir plazma
membran, (5) Dis fosfolipit tabaka, (6) Hekzoganal proteinlerce siki paketlenmig S-tabaka, (7) Yogun
dallanmus zincirli polisakkarit tabaka

D1s membran S tabaka ve polisakkarit tabaka ile kaplidir. Son ¢alismalar, i¢ membranin
dis membran ile protein kompleksleri araciligiyla baglantili oldugunu gdstermistir. D-
proteini bu iligkide kilit rol oynamaktadir. Holey adi verilen tabaka glukozamin,
muramik asit ve dort ana amino asit (glutamik asit, alanin, glisin ve 1-ornitin) igeren bir
peptidoglikandan olusur. Diamino asit 1-ornitin, normalde bakteri hiicre duvarlarinda
nadiren bulunur; ancak Deinococcus hiicre duvari L-ornitince zengindir (Work 1964,
Work ve Griffiths 1968, Slade ve Radman 2011, Agapov ve Kulbachinskiy 2015).

Deinococcus ‘'da dis membran, S tabakasi ve polisakkaritler bir araya gelerek, bakteriye
pembe rengini veren karotenoidler igeren, tek bir yap1 halinde bulunur. Membrana baglh
bu karotenoidlerin serbest radikallerin inaktivasyonunda ve onlarin {iretiminin
onlenmesinde koruyucu rol oynadigi bilinmektedir. In vitro galismalarda karotenoitten
yoksun suslarda oksidatif stres kosullarinda protein hasar seviyesinin daha yiiksek
oldugu gosterilmistir. Ayrica, bu bakterilerin yabanil tiire gére radyasyona daha duyarl
hale geldigi bildirilmistir (Kiibler ve Baumeister 1978, Bing Tian vd. 2007, B Tian vd.
2009, Agapov ve Kulbachinskiy 2015).
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S tabakanin ana protein bileseni hekzagonal yapidaki Hpi’dir. S tabaka ayrica
karotenoid, lipid, protein ve polisakkaritleri icerir. Polisakkarit olarak galaktoz, glukoz,
eser miktarda ramnoz ve mannoz igerirken, heptoz bulunmaz. S tabaka kismen hiicre
saglamligim artirir ve gesitli ligantlarla iliskiyi kolaylastirir. Ayrica yiiksek dozda UVR
ve iyonize radyasyona karsi direncte dnemli bir yere sahiptir (Kiibler ve Baumeister

1978, Farci vd. 2014, Agapov ve Kulbachinskiy 2015).

Deinococcus’un membran lipitlerinin % 43’1, alkilamin igeren fosfoglikolipidlerden
olusur. Bakterilerde yaygin olan fosfotidiletanolamin, fosfotidilserin, fosfotidilkolin ve
fosfotidilinositol gibi fosfolipidler bulunmaz. Lipoproteinler temelde ¢ift sayida, diiz
zincirli ve doymus yag asitleri icerip, palmitolatca zengindir ayrica 6nemli miktarda tek
sayida doymus yag asidi ve genellikle bakterilerde bulunmayan tekli doymamis yag
asidi bulundurur. Doymamis yag asitleri hiicre zarinin akiskanligini artirir. Bu yapinin
kuruluga direncte Onemli olabilecegi diisliniilmektedir. Bu cins {iyelerinde c¢oklu
doymamus, siklopropil ve dallanmis zincirli yag asitleri tespit edilmemistir (Knivett vd.
1965, Girard 1971, Thompson vd. 1982, Slade ve Radman 2011).

2.7 Metabolizma

D. radiodurans proteolitik yasam bi¢imine sahip organotrofik bir bakteridir. D.
radiodurans m verimli gelisimi i¢in bazi minimal gereksinimleri vardir. Bir karbon
kaynag1, nikotinik asit, bir nitrojen kaynagi ve bir mangan (Mn+2) kaynagi gibi. Amino
asitler primer karbon kaynagi olarak tercih edilir. Karbonhidratlardan en ¢ok friiktoz,
piirivat, glukoz, oksaloasetat, gliserol sirasiyla kullanilir. Karbohidratlar muhtemelen
mega plazmitte kodlanan fosfoenolpiirivat fosfotransferaz sistemiyle hiicre igine
alinmaktadir (Murray 1992, White vd. 1999, Makarova vd. 2007, He 2009, Slade ve
Radman 2011).

Metabolizmadaki birka¢ 6zellik iyonize radyasyon ve oksidatif stresi de igine alan ¢ok
sayida cevresel strese karsi koruyucu destek saglar. Proteoliziz, ekzojen peptid
materyallerinin alimi, 6lii hiicrelerden gelen proteinler ve hasarli proteinlerin geri

doniisiimii ve hiicresel fonksiyonlarin yenilenmesi i¢in kritik 6neme sahiptir.
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Nitekim hiicrenin iyonize radyasyona maruziyeti siiresince hiicre ic¢i proteolizizin
hizlandig1 ispatlanmustir. Proteinlerin geri kazanimi biyosentetik ihtiyact minimize eder
ve manganli peptidler ile amino asitlerin antioksidan kompleksine katki saglar (Liu vd.

2003, Ghosal vd. 2005, Daly vd. 2010, Slade ve Radman 2011).

D. radiodurans, Fe veya Fe-S kofaktoriine gereksinim duyan birkag protein sentezler.
Iyonize radyasyonu takiben reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) iiretimi ve beraberinde
ise ektrem oksidatif stres gelisir. Trikarboksilik asit dongiistiniin (TCA) glioksilat
bypass1 indiiklenir ve Fe-S igeren enzimleri ile solunum enzimlerinin (sitokrom ve

flavoproteinler) sayisi azalarak, ROS iiretimi baskilanir (Slade ve Radman 2011).

D. radiodurans direk olarak glikoz metabolizmasini besleyen karbohidrat graniilleri
muhafaza eder. Deoksiniikleozit trifosfat onciilleri DNA hasarim1 takiben, graniil
depolarindan salinan glukoz ile yapilir. Bunun disinda glikoliz, glikojen sentezi, pentoz
fosfat yolu, trikarboksilik asit dongiisti gibi birgok metabolik siiregte glukozu kullanir
(Thornley vd. 1965, Makarova vd. 2001, Slade ve Radman 2011).

D. radioduransin NAD biyosentezi ile iligkili anahtar enzimi yoktur. Karbon kaynagi
olarak ne niikleozid iiridin ve adenozini ne de TCA firiinleri siiksinat, malat, fumarat ve
alfa ketoglutarati1 kullanabilir. Bu metabolik eksiklik niikleozitlerin ve NAD
onciillerinin birikimine neden olur. Bu olumsuz gibi goriinen durumun, en az DNA
onarim mekanizmalar1 kadar radyasyon toleransina katkida bulundugu giinlimiiz
arastirmalarina dayanarak agiklanmaktadir. Fakat, bu konuda daha fazla arastirmaya
ihtiyag vardir. D. radiodurans’in metabolik konfigiirasyonu sadece endojen ROS
iiretimini baskilamaz ayni zamanda eksojen etkilerce uyarilmig ROS’a kars1 da hiicreyi
korur. Ozellikte ROS temizleyici gibi yaygin hiicresel metabolitler, Mn®" ile birlikte bu
islevi gergeklestirir (Ghosal vd. 2005, Daly vd. 2010, Slade ve Radman 2011).

Wan ve arkadaslar1 2013’te yaptiklari bir ¢aligmada D. radiodurans metabolizmasina ait
8 mekanizmanin radyasyon direncinde rol oynadigini biyoinformatik olarak ortaya

koymustur: Arjinin metabolik islevi, GTP metobolik islevi, dikarboksilik asit taginimi,
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protein taginimi, protein oligomerizasyonu, hiicre duvar organizasyonu, glisinin
katabolik islevi tRNA aminoagilasyonu (Wan vd. 2013).

2.8 Genom Organizasyonu

D. radiodurans genomu 3.28 megabaz biyiikligiindedir. Genom 2,648,638 bp ile
412.348 bp biiyiikliigiinde iki kromozom ve 177.466 bp ile 45.704 bp biiylikliigiinde iki
plazmitten olusur. Ayrica 3.187 acik okuma cergevesi (ORF) igerir ve yiiksek GC
miktarma (% 66.6) sahiptir. D. radiodurans 'in logaritmik fazda, genomun 10 kopyasini
iceren her bir hiicre icin ortalama DNA miktar1 3,4 x 10’ bazdir. Son yapilan
caligmalarda TGY besiyerinde gelisen hiicrelerde genom kopya sayisi minimal
besiyerinde gelisen hiicrelerden 2 kat daha fazladir. Genom kopya sayisi ile radyasyon
direnci arasinda bir korelasyon olmamasma ragmen, 2 genom kopyasi iyonize
radyasyonun yol actidi ¢ift zincir kirik onarimini iceren DNA hasarinin etkili bir sekilde
homolog rekombinasyon ile onarilmasi i¢in daima bir kalip olarak islev goriir (Driedger

1970, White vd. 1999, Slade ve Radman 2011, Agapov ve Kulbachinskiy 2015).

Deinococcus genomu mozaik bir yapidadir, birgok gen Thermus ve Bacillus
genomlarryla homologdur. Cok sayida gen ise Arkeleri ve Okaryotlar1 iceren diger
domainlere ait genlerle yaygin bir kdkene sahiptir. D. radiodurans hiicrelerinin dogal
yeteneginden dolay1 yogun yatay gen transferi goriiliir. Diger bakterilere kiyasla ilging
sekilde, D. radiodurans UVR’ye maruz kalmis hasarli DNA’y1 ¢ok daha etkin bir
sekilde aktarir. D. radiodurans’da DNA onariminin ¢ok daha etkili olmasi bunun bir
sonucu olabilir (BE Moseley ve Setlow 1968, Tirgari ve Moseley 1980, MICHAEL D
Smith vd. 1988, Agapov ve Kulbachinskiy 2015).

D. radiodurans 6nemli miktarda yabanct DNA’y1 (>500,000 bg, > %10 D. radiodurans
genomu) kendi genomuyla birlestirebilir. D. radiodurans hiicre duvari, dogal
transformasyon da Onemli rol oynayan bir DNA tasiyicisina sahip bir DNA onarim
kompleksi bulundurur. D. radiodurans genomu sikica paketlenmistir ve halkasal
yapidaki niikleoid formundadir (Sekil 2.4). Bu yapi, iyonize radyasyon ve radyasyon
tarafindan hiicre icinde {iiretilen aktif radikaller gibi mutajenik faktorlerden DNA’y1
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koruyan bir mekanizma olarak hizmet etmektedir. Iyonize radyasyonun DNA’da
meydana getirdigi hasar D. radiodurans ve Escherichia coli hiicrelerinde benzer
seviyelerdedir. Fakat D. radiodurans’in spesifik niikleoid yapisi, DNA yakinindaki ¢ift
zincir kiriklarinin olugmasina kars1 korunmaya yardimeci olmakta ve DNA onarimin
kolaylagtirmaktadir (Levin-Zaidman vd. 2003, Englander vd. 2004, Zimmerman ve
Battista 2005, Agapov ve Kulbachinskiy 2015).

Sekil 2.4 Kirmizi pigmentli D. radiodurans hiicresinin, halkasal genom morfolojisinin
goriiniimii (Levin-Zaidman vd. 2003)

2.9 Ekstrem Radyasyon Direnci

Deinococcaceae ailesi iiyeleri ekstrem radyasyon karsi direng fenotip sergileyen
bakterilerdir. D. radiodurans’in en karakteristik 6zelligi, ¢ok yiiksek dozda radyasyona
direncli olmasidir. Tyonize radyasyon yiiksek diizeyde reaktif radikallerin (6rn; hidroksil
radikalleri) olusumuna yol agar ve DNA’da tek-¢gift zincir kiriklar1 ve baz
modifikasyonlarina neden olur. E. coli’den 30 kat, insandan 1000 kat daha direnglidir.
5000 Gy doz her bir D. radiodurans genomunda yaklasik 200 tane DNA ¢ift zincir
kirig ve 190 gapraz bag meydana getirir. Buna karsin E. coli hiicresi sadece birkag
DNA ift zincir kinigr ile olir D. radiodurans kiltirii ise 5000 Gy radyasyonda
canliigin1 kaybetmeden yasayabilir. D. radiodurans’in radyasyon direnci, DNA
hasarmin 6nlenmesi ile iligkili degildir. Cilinkii ayn1 kosullar altinda radyasyona ugrayan
D. radiodurans ve E. coli’de DNA cift zincir kirig1 olusma orani aynidir. Bu nedenle

radyasyon direnci, bakterinin olduk¢a etkin DNA onarim sistemleri ve sira dist DNA
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onarim kapasitesiyle iligkilidir. (Moseley ve Mattingly 1971, Krasin ve Hutchinson
1977, Gerard vd. 2001, Michael M Cox ve Battista 2005, Blasius vd. 2008, Slade ve
Radman 2011).

D. radiodurans’da diger organizmalarda bulunmayan, spesifik olarak DNA onarimi ile
iligskili ¢ok sayida enzim bulunmaktadir. Son caligmalarla, Deinococcus DNA’sinin
hasara kars1 direncinin, hasar miktar1 veya onarim kapasitesinden ziyade, DNA
onariminda ve oksidatif hasara karst konulmasinda rol oynayan enzimlerin

korunmasiyla iliskili oldugu ispatlanmistir (Slade ve Radman 2011).

2.10 iyonize Radyasyona Karsi Direnc Stratejileri

2.10.1 Dirence pasif olarak katki saglayan bilesenler

2.10.1.1 Genom kopya sayisi

Hiicrelerde genom kopya sayisinin artigi iyonize radyasyon direncini artirir. Statik fazda
hiicrelerde kromozomun 4 kopyas1 bulunurken, aktif olarak boliinen hiicreler 10 kopya
icerir. Dolayisiyla ¢ok sayida genom kopyasi hiicreye genetik bilginin bir deposu olma
ozelligi kazandirir. Bu sayede organizmada DNA onarim siireci daha etkili olmaktadir.
Ozellikle hiicrede yasamsal genleri iceren ek DNA kopyalar, radyasyona kars1 hiicrenin
hayatta kalma sansini artirmaktadir. Mortimer 1958 yilinda yaptig1 bir calismada S.
cerevisiae’nin diploid ve tetraploid formlarinin haploid formuna gore radyasyona daha
direncli oldugunu ispatlamistir. Bu sonuglara gore, ekstra genetik bilginin radyasyonun
neden oldugu hiicre o6liimiine karsi poliploid hiicreleri korudugu ileri siiriilmektedir.
Ciinkii c¢oklu genom kopyasinin, hasarli veya kaylp DNA sekansinin homolog
rekombinasyon mekanizmasiyla onarilmasi sirasinda substrat olarak tercih edildigi

distiniilmektedir.

Genom kopya sayisinin tek basina direngte etkili olmadigi, diger bir¢ok mekanizma ile

birlikte dirence katki sagladigi s6ylenebilir. Ciinkii bircok bakteri iissel gelisme fazinda
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cok sayida genom kopyasina sahipken, iyonize radyasyona diren¢ gosterememektedir.
Yine de DNA ¢ift zincir kiriklarinin rekombinasyonel onarimi genomun birden ¢ok
kopyasini gerektirir ve bu yilizden direncgte etkisi goz ardi edilemez (Mortimer 1958,
Kitayama ve Matsuyama 1981, Battista 1997, Michael M Cox ve Battista 2005).

2.10.1.2 Niikleoid organizasyonu

Statik fazda D. radiodurans hiicrelerinin niikleoidleri yiiksek doz iyonize radyasyon ile
degismeden kalan siki bir halka yapisi halinde diizenlenmistir. Minsky vd.(2003), D.
radiodurans’in niikleoid yapisinin ¢ift zincir kiriklariin olusturdugu fragmentlerin
olusumunu oOnleyerek radyasyon direncine pasif olarak katki sagladigini ileri
siirmektedir. Ancak, bu hipotez tartismalidir; ¢linkii farkli gelisim kosullar1 altinda bu
tir siki paketlenmis niikleoitlerin sikligi ile iyonize radyasyon direnci arasinda
dogrudan bir iliski yoktur. Fakat Deinococcus ve Rubrobacter cinslerine ait tiirlerin
niikleoidleri iizerine yapilan son ¢alismada, bu bakterilerin 6zellikle radyasyona daha
duyarli E.coli ve Thermus aquaticus tiirlerine gore, niikleoid sekline bakilmaksizin ¢ok
daha ytiiksek yogunlagsmis bir genoma sahip olduklar1 ortaya ¢ikarilmistir. Bu sebeple
genomun siki bir sekilde paketlenmesinin, iyonize radyasyona karsi korunmaya katki
sagladig1 diisiiniilmektedir (Levin-Zaidman vd. 2003, Daly vd. 2004, Cox ve Battista
2005, Zimmerman ve Battista 2005).

2.10.1.3 Mangan miktar:

Daly vd. (2004), D. radiodurans hiicrelerinde biriktirilen yiiksek Mn*?
konsantrasyonunun radyasyona karsi korunmada etkisini arastirmistir. D. radiodurans
kiiltiriic Mn*? bakimindan fakir oldugunda, iyonize radyasyon direnci azalmaktadir.
Ancak hiicreye ayni spesifik dozda iyonize radyasyon verildiginde Mn*? varliginda ve
yoklugunda DNA c¢ift zincir kirik oraninda bir farklilik goriilmemistir. Bu sebeple Mn*?
DNA hasarin1 6nlemez. Ancak, yiiksek dozda radyasyona maruz kalan hiicre, Mn*?

varliginda hasar1 daha 1yi tolere eder.
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DNA hasarinin biiylik cogunlugu iyonize radyasyona maruz kalan hiicrede, suyun
hidrolizi sonucu olusan reaktif oksijen tiirevlerinin aktivitesiyle meydana gelir. Hiicre
ici Mn*?, serbest radikallerin temizlenmesini saglar. Daly vd. Mn*? birikiminin,
siiperoksit ve ROS’un radyasyon siiresince proteinlerde meydana getirdigi hasari
onledigini ileri siirmektedir. Ayrica Mn*? konsantrasyonunun artisi D. radiodurans
genomunun yogunlagmasina katki saglamaktadir (Daly vd. 2004, Michael M Cox ve
Battista 2005).

2.10.2 Direncte aktif rol oynayan bilesenler

2.10.2.1 Enzimler

DNA zincir kiriklar1 enzimatik olarak onarilir. Deinococcus tiirlerinin yeni onarim
mekanizmalarini kullandigi bilinmektedir. 1996°da Daly ve Minton genom onariminin
en az iki farkli asamada gerceklestirildigini kanitlamistir. Kromozom onarimi, hiicre
yiiksek doz iyonize radyasyona maruz birakildiktan sonra, ilk 1.5 saat icinde RecA
bagimsiz onarim mekanizmasiyla gerceklestirilir. Bu asamada yaklasik 1-3 cift zincir
kirig onarilir. RecA bagimli rekombinasyonel DNA onarimi radyasyona maruz
kalindiktan birkag saat sonrasinda gdrev almaya baslar ve genomun yeniden
yapilandirilmasinin ileri sathalarinda etkilidir. Son yillarda yapilan calismalarda ise
iyonize radyasyon ve kuruluga yanitta hem RecA bagimli hem de RecA bagimsiz ¢ift
zincir kirik onariminin énemli oldugu ispatlanmistir. Radyasyondan sonra iissel fazda
gelisen hiicrelerde toplam 72 gen, normal zamana goére 3 kat1 veya daha fazla oranda
uyarihr ve ifade edilir. Ozellikle ddrA, ddrB, ddrC, ddrD ve pprA 5 genleri stres
yanitinda olduk¢a dnemlidir (Daly ve Minton 1996, Tanaka vd. 2004, Michael M Cox
ve Battista 2005).

2.10.2.2 DNA’nin u¢ kisminin korunmasi

ddrA gen lokusu 5 yeni gen igerisinde ilk karakterize edilendir. DNA’n u¢ kisminin

korunmasinda rol aldigr bilinmektedir. Genin delesyonu sonucunda, zengin
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besiyerindeki hiicrelerde radyasyona duyarlilik az miktarda artar. Fakat hiicreler,
besince fakir besiyerine birakildiginda canlilik orani yabanil tipe gére 100 kat azalir.
Ciinkii ddrA proteini tek zincirli DNA’nin 3’ ucuna baglanmakta ve onu niikleolitik
degradasyondan korumaktadir. ddrA geninin delesyonu, niikleolitik degradasyon ile
genomik DNA miktarinin ani bir sekilde azalmasma neden olur (Harris vd. 2004,
Michael M Cox ve Battista 2005).

2.10.2.3 RecA bagimsiz ¢ift zincir kirik onarimi

D. radiodurans’da hem homolog olmayan uglarin birlestirmesi (NHEJ) hem de tek
zincir baglanma (SSA) mekanizmalari islevseldir. Minksky vd. (2008) NHEJ nin ¢ift
zincir kirik onariminda yararli bir mekanizma oldugunu ileri stirmiistiir. PprA ve PolX
proteinlerinin NHEJ mekanizmasinda rol oynadigi tahmin edilmektedir. Ancak sonraki
calismalar ile klasik NHEJ sisteminin genelde hataya meyilli ve tam genom onarimina
elverissiz oldugu gozlenmistir (Haber 2000, Levin-Zaidman vd. 2003, Englander vd.
2004, Lecointe vd. 2004, Narumi vd. 2004, Michael M Cox ve Battista 2005).

Son ¢aligmalar, D. radiadurans R1 susunda sentez bagimli tek zincir baglanma
(ESDSA) olarak adlandirilan daha etkili bir mekanizmanin bulundugunu ileri
sirmektedir (Sekil 2.5). Genomun onarilmasinin ilk asamasinda bu mekanizma
devrededir. Bu mekanizmada reaksiyonel tamirde gorev alan Holiday kesigmesi
olmaksizin bir onarim gerceklesir. Bu siiregte ¢ift zincir kirik olustuktan sonra, serbest
3’ ucu, kardes ¢ift zincirdeki homologuna saldirir ve DNA’nin ilk sentezi baslar. Kardes
zincir ¢oziilir ve D-loop genisler. Yerinden ayrilmis hasarsiz zincir, ¢ift zincir kirig
sonucu olusmus serbest 3’ ucuna baglanir ve komplementer DNA sentezi
gergeklestirilir. Bu sekilde ¢ift zincir kiriklar1 hatasiz bir sekilde onarilmaktadir. RecA
bagimsiz DNA onariminda DdrB proteinin rolii biyiiktiir. ddrA ve ddrB genleri
bakimindan mutant olan suslarda iyonize radyasyona kars1 6nemli dl¢lide duyarliligin
arttig1 gozlemlenmistir. Bu da DdrA ve DdrB’nin onarimda tamamlayict bir aktiviteye
sahip oldugunu gosterir (Daly ve Minton 1996, Tanaka vd. 2004, Michael M Cox ve
Battista 2005).
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2.10.2.4 Rekombinasyonel DNA onarimi

Rekombinasyonel onarim, DNA’nin hatasiz bir sekilde onarilmasi i¢in ekstra genetik
bilginin kullanildigi bir onarim seklidir. D. radiadurans’da rekombinasyonel DNA
onariminda rol oynayan proteinler; rekombinaz A (RecA), tek zincir baglanma proteini
(SSB), Rekombinaz D (RecD), DNA polimeraz |, Rekombinaz R (RecR) ve
Rekombinaz O (RecO)’dur. E. coli’nin RecA proteininin DNA zincir degisim
reaksiyonlar1 bu giine kadar detayli olarak incelenmistir. Burada cift zincirli DNA ’nin
baglanmasindan o6nce tek zincirli DNA’nin baglanmasi diizenlenir. RecA proteini
DNA’da hasarli bolgelerde ve durmus replikasyon catalinda tek zincir bosluklarina
baglanmay1 hedefler. Bunun aksine, D. radiodurans’da RecA proteini oncelikle DNA
¢ift zincirine baglanir sonrasinda homolog tek zincire baglanir. Onemi tam olarak
aciklanmamasina ragmen RecA’nin ¢ift zincir kirik onariminda 6nemli fonksiyonu
oldugu ileri siiriilmektedir (Sekil 2.5), (Kim ve Cox 2002, Michael M Cox ve Battista
2005). Bu gen bakimindan mutant suslarda yiiksek diizeyde UV radyasyona ve gama
isinina  duyarlilbik gbézlemlenmistir. Diger organizmalarin aksine hasar gormemis
Deinococcal hiicrelerde RecA proteini bulunmaz. RecA’nin, DNA hasarini ve onarimi

takiben sentezlendigi goriilmistiir (Carroll vd. 1996, Makarova vd. 2001).

ESDSA Onarim Rec A Aracih DSEB Onarim
o
l Niiklens /
3
= i = ——
lERekDmbinasyun (RecA/D) l RecA
l Polimeraz /
—_—
Polimeraz
Helikaz/ Coziilme Helilkkaz
Niikleaz
l Polimeraz/Ligaz \\/

Sekil 2.5 D. radiodurans’da ESDSA ve Rec A aracili gift zincir kiriginin onariminin
sematik goriiniimii (Cox vd. 2010)
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2.11 Karbonik Anhidraz (CA)

Tiim canli organizmalar icin kilit rol oyanayan bir metabolit olan COy’in cevresel
konsantrasyonu nadiren yiiksektir. Ayrica CO, ve HCOj3 dengesi fizyolojik agidan
oldukca onemlidir. HCO3™ negatif yiikliidiir ve sivi ortamlarda yiiksek c¢oziiniirliige
sahiptir. Bu ylizden CO; serbestce hiicreden difiize olabilirken, HCOj3 hiicre
membranindan tasinmak zorundadir. pH 6.3’{in {izerinde bu iki bilesik arasindaki esitlik
HCO3”a dogru yon degistirir ve sonugta CO; ile HCO31n hiicreler arasi1 konsantrasyon

dengesinin siirdiiriilmesi gerektiginden, hiicre i¢in ciddi bir problem ortaya ¢ikar.

CO; ve HCO3’mn birbirlerine doniisiimii fizyolojik pH’da ¢ok yavas oldugundan, bu
reaksiyon i¢in enzimatik katalizasyon gerekir. CO2’in HCO3’a doniisiimii, hiicrede
COy’in yakalanmast i¢in 6nemli iken, HCO3”in COy’e doniisiimii de onun hiicrede
tasinmasint  kolaylastirmast bakimindan Onemlidir. Bu nedenle CO;’in HCOj’a
enzimatik donlisiimii yalnizca hiicresel enzimler igin gerekli olan CO; seviyesini
saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda CO; ve HCO3 in hiicreler arasi seviyesinin hiicre

i¢in uygun diizeyde siirdiiriilmesine yardimci olur (Smith ve Ferry 2000).

Karbonik anhidrazin substrat spesifikligi ¢ok dar olup, ¢ok CO; ‘e afinite gosterir. CA
enziminin CO, hidrasyonu disinda, 4-nitrofenil asetat gibi bazi fenolik esterler de
substrat olarak diisiik afinite ile saglanabilir. Ayrica, asetaldehit ve pridin aldehitleri
hidrolize edebilen karbonik anhidraz siniflar1 da mevcuttur (Sekil 2.6), (Thorslund ve
Lindskog 1967).
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Sekil 2.6 CA enziminin substratlart CO, ve ester hidrolizinin sematik goriiniimii (Lopez vd.
2011)

Karbonik anhidraz (Karbonat hidroliyaz, karbonik dehidrataz, karbonat anhidraz,
karbonik asit anhidraz, DrCA, CA, E.C.4.2.1.1), Bakteriler, Okaryotlar ve Arkelerde
yaygin olarak bulunan CO’in HCO®a déniisiimiinii tersinir olarak katalizleyen, aktif
merkezinde Zn*? bulunduran bir metalloenzimdir (Lindskog 1997, Supuran ve
Scozzafava 2001, Scozzafava vd. 2006, Supuran ve Scozzaava 2007). Karbonik
anhidraz enzimi ilk olarak 1933 yilinda birbirlerinden bagimsiz sekilde Meldrum ve
Roughton ile Stadie ve O’Brien tarafindan kesfedilmistir. Meldrum ve Roughton (1933)
enzimi s1gir eritrositlerinden tam saflagtirmistir (Meldrum ve Roughton 1933, Stadie ve
O’Brien 1933). Enzim, HCO™ iyonunun eritrositlerden akciger kilcallarma hizl
transferi icin gerekli olan katalitik faktoriin arastirildigi bir ¢alismada karakterize
edilmistir. Zn"?’nin katalizde spesifik bir rol oynadigini ve aktivitenin Zn*? miktar ile
dogrudan baglantili bir ¢ok ¢alisma ile ispatlanmig ve karbonik anhidraz enzimi ilk
olarak Zn*? metalloenzimi olarak tamimlanmustir. p CA’nin varhigi ilk olarak 1939°da

Neish tarafindan bitki yaprak kloroplastinin bir yapitasi olarak tespit edilmistir.

Onceleri bitkilerdeki kloroplastik CA evrimsel ve yapisal olarak farkli bir CA formu
olarak tanimlanamamistir. Bundan yaklagik 50 yi1l sonra DNA dizileme teknolojisinin
ortaya ¢ikmasiyla, bitkilerde saflastirilan enzimin, hayvanlardakine kiyasla siilfonamid
inhibitorlerine daha az duyarli ve boyut olarak farkli oldugu gosterilmistir (Neish 1939,
Rowlett 2010). Enzim 1963 yilinda ilk kez Veitch ve Blankenship tarafindan

prokaryotik bir konaktan izole edilmistir. Solunum yollar1 enfeksiyonu ceken bir
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hastanin nazal salgisinda CA aktivitesi bulunmustur. Ayrica Lactobacillus, Neisseria ve
Streptococcus salivarius ayrica CA aktivitesinin incelendigi bakterilerdir. CA, Arke
domaininde ilk olarak methanoarchaea’da tanimlanmis ve 1994 yilinda
Methanosarcina thermophila’dan saflastirilip karakterize edilmistir (Alber ve Ferry
1994, Smith ve Ferry 2000).

Hiicrede en etkili enzimler arasinda yer alan CA, katalizledigi reaksiyonun hizini
oldukea artirarak saniyede 10*— 10° tepki hizina ulastirir (Smith ve Ferry 2000, Supuran
ve Scozzafava 2001). Enzim, HCOs™ ve H' olusturarak hem CO,’in uzaklastirilmasinda
hem de hiicre i¢ci pH dengesinin korunmasinda Onemli rol oynar. Bunun diginda
solunum, fotosentez, CO, ve iyon taginimi gibi ¢ok 6nemli temel hayati fonksiyonlarin
yerine getirmesinde anahtar bir enzimdir (Sly ve Hu 1995, Henry vd. 1997).

2.11.1 CA ailesinin simiflandirilmasi

CA’nin evrimsel olarak farklt 5 sinift a- , -, y- , 8- ve € bulunmaktadir. Ancak bu
gruplar icersinde 3 domainde de en sik karsilasilan ve iizerinde ¢alisilan 3 ana enzim
simift a, B ve y olarak bilinmektedir. Bu 3 simif homolog enzim grubu arasinda énemli
bir farklilik bulunmamaktadir. Bagimsiz bir kokene sahiptirler ve bu 6zelliklerine
dayanilarak CA’nin konvergent (daralan) evrimin miikemmel bir 6rnegi oldugu
sOylenebilir. Bir takim yapisal farkliliklara ragmen izoenzimlerin tamaminda ortak
olarak aktif bolgede Zn*? atomu bulunur ve bu sebeple katalitik 6zellikleri bakimindan
benzerdir. Memelilerin ¢ogunda o-CA, bitkilerde B-CA bulunur. Diger yandan
prokaryotlarda CA’nin dagilimi diizensizdir (Hewett-Emmett ve Tashian 1996, Smith
ve Ferry 2000).

2.11.1.1 a-CA

a-CA smifi enzimleri, ilk tespit edilmis ve en 1yi karakterizasyonu yapilmis, monomerik
yapidaki CA smifidir. Cogu 30 kDa molekiil agirligindadir ve siklikla memelilerde

bulunmasina ragmen az da olsa prokaryotlarda da gozlenmistir. Memelilerde yaklasik
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16 izoenzimi tanimlanmigtir. Bu izoenzimler, farkli inhibitérlere duyarliligi ve
seciciligi, katalitik oranlar1 ve hiicre icinde bulunma yeri ve dagilimma gore
tamimlanmustir (Cizelge 2.4), (Smith ve Ferry 2000, Supuran ve Scozzafava 2001, Tripp
vd. 2001).

Cizelge 2.4 Yiiksek omurgalilarda o-CA izoenzimlerinin hiicre i¢i yerlesimleri, hidrataz

Aktiviteleri ve Sulfonamid inhibisyonlar1 (Supuran vd. 2003)

izoenzim Hiicresel Yerlesim Katal iti_k Aktivite (CO, Siil.fon.arpidlerle
Hidrasyonu) Inhibisyon
CAl Sitozol Diisiik (CAII’nin % 10°u) Orta
CAll Sitozol Yiiksek Cok Yiiksek
CA Il Sitozol Cok Disiik (CAII’nin % 0,3’1) Cok Diisiik
CA IV Membrana bagl Yiiksek Yiiksek
CAV Mitokondri Orta-Yiiksek Yiiksek
CA VI Salgi (hiicre dis1) Orta Orta-Diisiik
CA VI Sitozol Yiiksek Cok Yiiksek
CAIX Membrana bagl Yiiksek Yiiksek
CA Xll Membranlar arasi Diisiik-Orta Diisiik
CA Xl Bilinmiyor Yiiksek Bilinmiyor
CA XIV Bilinmiyor Diisiik Diisiik
CA XV Membrana bagli Diisiik Disiik

Bu izoenzimler arasinda en iyi karakterize edilen sitozolik hCAIl enzimidir. Bu
1zoenzim ¢ok sayida hiicre ve dokuda bulunur. a-CA smifi enzimleri, katalitik 6zelligi
en iyi ¢alisilmis olandir. Enzimlerin aktif bolgesi oyuk seklindedir. Zn*? iyonu bu
oyugun alt kismina bitisiktir ve aktif bolgeye 3 histidin (His 94, His 96, His 119) ve bir
H,O veya OH’ iyonu ile baglanir. Bu su molekiilii ayn1 anda Thr199’un hidroksil ve

karboksil kismi ile de bag yapmustir.

Bu durum Zn*? ile iliskili olan su molekiiliiniin niikleofilik karakterini arttirmakta ve bu
sayede substrati olan COy’e niikleofilik saldir1 i¢cin uygun sekilde yonlendirilmis

olmaktadir (Sekil 2.7), (Smith ve Ferry 2000, Tripp vd. 2001).
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Birinci basamakta aktif bdolgeden protonun dis ortama aktarilmasinda His-64 birimi
aract rol oynamaktadir. Proton His-64’e, His-64 ile ¢inko atomu arasindaki su
molekiilleri araciligi ile aktarilir. ikinci basamakta Zn*? iyonuna baghi —OH (enzimin
aktif formu) grubundaki bag yapmayan elektron ¢ifti, CO, molekiiliine niikleofilik atak
yaparak karbon oksijen bagi olusturur ve bu esnada m bagi agilir. Sonraki asamada,
HCO3 iyonu olusur ve su molekiilityle yer degistirerek ¢ozeltiye geger. Son olarak Zn*?
iyonuna su molekiilii baglanir ve bilesik yeniden baslangictaki inaktif forma doniisiir

(Johansson ve Forsman 1993, Smith ve Ferry 2000, Smith vd. 2000) (Sekil 2.8).

Sekil 2.7 hCAII izoenziminin aktif bolgesi ve reaktif bolgeleri

Cinko iyonu 3 histidin (His-94, His-96, and His-119) ve bir katalitik su (Wat-263) ile tetrahedral bir yap1
olusturmustur (Sjoblom vd. 2009)

H \O/H Hw
l T +  HHis 64 aracihig: ile
Zn?* Zn?* o
A 7 U= tampona aktarilir
His119 His94 His119 His94
His96 His96

(o]
x
C Q |
r‘ %O W / c H\ /H
C =
Hey ot 6 o /—\\o H,0 HCO,
Yot L, 4
an. Zn‘p ano an'
His11¢ His94 His119 His94 His119 His%4 His119 HisS4
His96 His96 His96 His96
Ikinci Basamak

Sekil 2.8 a CA’nin CO, hidrasyon mekanizmasi (Zhang vd. 2010)
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2.11.1.2 B-CA

Bu smifa ait enzimlerin ilk Kristal yapis1 2000 yilinda rapor edilmistir. Onceleri sadece
bitkilerde bulundugu sanilan bu siniftaki izoenzimler son zamanlarda cesitli alg
tillerinde ve genis capta bakterilerden izole edilmistir. 1999 yilinda Smith ve Ferry
tarafindan metanojenik bir Arke olan M. thermoautotrophicum’da  B-CA’nin
kesfedilmesiyle birlikte bu sinifa ait enzimelerin 3 domainde de bulundugu
gosterilmistir (Eriksson vd. 1996, Smith vd. 1999b, Mitsuhashi vd. 2000, Smith ve
Ferry 2000).

B-CA sinifina ait enzimlerin 6zelliklerine bakildiginda, diger iki gruptan ¢ok net sekilde
ayrilmalarini saglayan farkliliklar ortaya konmustur. a-CA ve y-CA grubu sirasiyla
monomer ve trimerken, B-CA simifinda bulunan enzimler dimer, tetramer, hekzamer ve
oktamer halindedir. Temel yapitasinin dimer oldugu ileri siiriilmektedir. Ayrica
filogenetik analizler f-CA’nin diger iki sinifa nazaran daha cok ¢esitlilik gosterdiklerine
isaret etmektedir. Bu smiftaki izoenzimlerin kristal yapisina bakildiginda aktif
bolgedeki Zn*? atomunun korunmus iki sistein ve bir histidin ile baglanti kurdugu
gortliir. Dizi analizleri bu siniftaki izoenzimlerde yalnizca 5 aminoasit biriminin ve
aktif bolgede 3 ¢inko ligandinin, bir aspartat ve bir de arginin biriminin korunmus

oldugunu gostermektedir.

Yakin zamanda B-sinifindaki izoenzimlerin bitki tipi ve Cab tipi diye 2 alt gruba
ayrilabilecegi savunulmaktadir. Bunun nedeni, aralarindaki yapisal degisiklikler ve
inhibitorlere karst verilen cevaptaki farkliliklar gosterilmektedir. (Smith vd. 1999a,
Kimber ve Pai 2000, Strop vd. 2001, Tripp vd. 2001).

Prokaryotlarda karbonik anhidrazlarla ilgili pek ¢ok ¢aligma mevcuttur. Bu ¢aligmalarin
biiyiik kismi ise klinik dneme sahip insan patojeni bakterilerle yiiriitiilmiistiir. Bu
patojenlerle hiicre i¢i ve hiicre dist lokalize olan ve cogunlukla  grubu karbonik
anhidrazlara rastlanmaktadir. Bu da o6zellikle patojenik suglarda B-CA’nin yaygin

oldugunu gostermektedir. Tez konusu kapsaminda bulunan Deinococcus cinsine ait
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bakterilerle ilgili bir karbonik anhidraz enzim c¢aligmasi ise literatiirde
bulunmamaktadir. Ancak D. radiodurans’in tim genom dizilimi ¢ikarildiginda, f-CA

sinifi enziminin bakterideki varlig1 bilinmektedir.

2.11.1.2.1 p-CA famiyasina dahil enzimlerin karakterizasyonlarinda kullanilan
temel analizler

B-CA grubu karbonik anhidraz enzimi, diger a- ve y- gruplarina benzer sekilde CO,
hidrasyonu yapmak adina temel substrat1 olan CO;’ye ¢ok yiiksek afinite ile baglanirlar.
Bu nedenle de enzimin susbtrat spesifikligi cok dar bir aralikta olup, neredeyse sadece
COy’ye kars1 afinite gosterir. Enzim aktivitesi ise hidrataz enzim aktivitesi ile 6l¢iiliir.
a-CA’lardan farkli olarak, esteraz aktivitesinde kullanilan p-nitrofenil asetat gibi fenolik
esterlere afinitesi yok denecek kadar diisiiktiir (Thorslund ve Lindskog 1967). Cizelge
2.5’de patojenik bakterilerden klonlanan ve simdiye kadar karakterize edilen CA’larin
inhibisyon ¢alismalar1 sunulmustur. Cizelge’ye bakildiginda enzimlerin en fazla inhibe
oldugu molekiiliin siilfonamid tiirevi ilaglar oldugu goriilmektedir Bunlarin yani sira,
enzimin minimum, maksimum ve optimum aktivite ve stabilite gosterdigi pH ve

sicaklik degerinin belirlenmesi de yiiriitiilen diger ¢calismalar arasindadir.

Wilbur-Anderson (1948) ve Maren (1967) tarafindan uygulanan CO,-hidrataz aktivitesi
kolorometrik bir yontem olup, CO,’in hidratasyonu sonucu aciga ¢ikan H* iyonlari
nedeniyle pH degerinin 9.0°dan 6.3’¢ diiser ve sonugta indikator olarak kullanilan brom
timol mavisinin renginin sarimsi yesile donilismesi i¢in gegen siire kronometrik olarak
Olctliir. B grubuna DrCA enziminin esteraz aktivitesinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle
enzimin ileri karakterizasyon icin sadece siirenin 6l¢iildiigli kronometrik bir analiz olan
hidrataz aktivitesi, son yillarda Stopped-Flow spektrofotometresi ile yiiriitiilmektedir.
Bu cihaz, hidrataz aktivitesinde substratin bir gaz oldugu CO’nin bikarbonata
milisaniyeler igerisindeki hizli donilistimiinii 6lgerken, reaksiyonu kapali bir haznede,
cok diisiik hacimdeki kinetik dl¢limlerle ve floresan bir spektorfotometre yardimiyla
yapabilmektedir. Stopped-Flow spektrofotometresi kronometrik yonteme gore ¢ok daha
hassas oldugundan, saflastirilan karbonik anhidraz enzimlerin kinetik ¢alismalar1 ve

daha ileri karakterizasyon c¢aligsmalar1 bu cihazla ¢alisilmaktadir.
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COy’in suda ¢oziilmesi ortam sicakligina, pH’sma ve basinca bagli olarak degisir.

Sicaklik azaldik¢a CO7’in sudaki ¢ozliniirliigli artmaktadir.

CO,(g) + H20 (1) = H,COs(aq) = HCO; (aq) + H'(aq) -

Bu reaksiyon kinetik olarak yavastir. CO,’nin sadece % 0.2-1’lik bir kismi H,COj3’e
doniistir. CO,’in biiyiik bir kism1 suda molekiiler halde ¢oziinmeden kalir. Ortam bazik
oldugu durumda reaksiyon HCO3 olusma egilimi gosterir. Asidik oldugunda tam tersi
yonde reaksiyon gercgeklesir. Sekil 2.9°da farkli pH diizeylerinde H,CO3, HCO3 ve

CO:%m dagilimi gosterilmektedir.

L

Fraksiyon

o 3 3 s 3 70 2 a
pH
Sekil 2.9 H,CO;, HCO; ve CO;*mn pH’da dagilimi
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Cizelge 2.5 Patojenik bakterilerden klonlanan ve simdiye kadar karakterize edilen CA’larin

inhibisyon ¢aligmalari

Enzim

Enzimin

inhibisyon Calismasi

Bakteri Grubu Adi in vivo in vitro Referans
Neisseria " i Stilfonami, Siilfonamid Chirica vd. 1997,
gonorrhoeae anyonlar Elleby vd. 2001
L . . .. . Adler vd. 1972,
Neisseria sicca o - Siilfonamid Siilfonamid Sanders 1967
Chirica vd. 2002,
. . . Nishimori vd. 2006,
He"c‘igfi"ter o hpaCA S‘::"gﬁ‘lgid’ Siilfonamid | 2007, Marcus vd.,
Py y 2005, Shahidzadeh
vd. 2005
Siilfonamid Marcus vd. 2005,
H. pylori B hpBCA ’ Stilfonamid Shahidzadeh vd.
anyonlar
2005
E. coli B - Calisma yok | Caligma yok Cronk vd. 2006
Haemophilus . Cronk vd. 2006,
influenzae HICA Bikarbonat Calisma yok Hoffmann vd. 2011
Mycobacterium . . . Suarez Covarrubias
tuberculosis B mtCA 1 Siilfonamid Aktivite yok vd. 2005, 2006
Minakuchi vd.
M. tuberculosis B mtCA 2 Siilfonamid Aktivite yok | 2009, Nishimori vd.
2009, 2010
Giizel vd. 2009,
. . . . Carta vd. 2009,
M. tuberculosis B mtCA 3 Siilfonamid Aktivite yok Davis vd. 2011,
Winum vd. 2010
; . . . . Joseph et al. (2010),
Brucella suis B bsCA1 Siilfonamid Siilfonamid Vallo et al. (2010)
: . . .. . Joseph vd. 2011,
Brucella suis B bsCA2 Siilfonamid Siilfonamid Winum vd. 2010
Streptococcus Siilfonamid, Burghout vd. 2010,
pneumoniae p PCA anyonlar Calisma yok 2011
Salmor.]e“a B StCA 1 Sillfonamid, Calisma yok Vullo vd. 2011
enterica anyonlar
Salmor.]e“a B stCA 2 Sulfonamid, Calisma yok Vullo vd. 2011
enterica anyonlar
Kovacikova vd.
Vibrio cholerae Bilinmiyor - Siilfonamid Siilfonamid 2010, Abuaita ve

Withey 2009

2.11.1.3 y-CA

Ucgiincii sinif olan y enzimleri trimer yapida olup, bu sinifin yapisi aydinlatilmis tek

tiyesi 1994°te bir Arke olan Methanosarcina thermophila’dan izole edilmis izoenzimdir.

izole edilen bu izoenzim aktif merkezinde Zn*? yerine Co*? bulundurur ve bu nedenle
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daha yiiksek hidrataz aktivitesi gosterir. Ayrica p-nitrofenil asetatla esteraz aktivitesine
sahiptir.

Metal baglanma bolgesinde a-sinifindaki gibi 3 histidin birimi ligand olusturmaktadir;
ancak bunlarin ikisi bir monomere, bir tanesi ise bitisikteki monomere aittir (Alber ve

Ferry 1994, Smith vd. 1999a, Smith ve Ferry 2000, Tripp vd. 2001).

Son zamanlarda Thalassiosira weissflogii’den izole edilen karbonik anhidraz
TWCALY’in diger karbonik anhidraz siniflarindan ayri bir sinifa (8-sinifi) ait oldugu
bildirilmistir. TWCAT1 6teki siniflardaki karbonik anhidraz izoenzimlerine yapisal ve

amino asit dizilimi agisindan benzememektedir (Roberts vd. 1997).

2.11.2 Prokaryotik CA

Karbonik anhidrazin enzimolojik ve fizyolojik 6zellikleri 6karyotik domainde, 6zellikle
insanlarda iyi g¢alisilmistir. Prokaryotlar olan Bakteri ve Arkelerde daha az dikkat
cekmistir ve siirli sayida organizmadan saflastirma yapilmistir. Kapsamli filogenetik
ve metabolik incelemeler sonucunda prokaryotik CA’nin ¢ok ¢esitli oldugu
gorlilmiigtiir. Bakteri ve Arke domainlerinde  ve/veya y simifina ait enzimler baskindir.
Memelilerin tim izoenzimleri o simifina aittir; fakat birka¢ o smifi karbonik anhidraza
ait genin bakteri domaininde de bulundugu rapor edilmistir (Smith vd. 1999a, Smith ve
Ferry 2000, Tripp vd. 2001).

Prokaryotlarda, CA’lar iki temel fonksiyona sahiptir: (i) farkli ortamlar doku ve
organizmalar arasinda CO,/ HCO™ tagmim, (i1) enzimatik reaksiyonlar i¢in CO,/HCO3’
lin temini. Fotosentetik olmayan cok sayida prokaryotta CA’nin amaci aktif bolge
civarina CO/HCO™ saglamak veya bu bilesiklerin reaksiyon enerjetiklerini arttirmak
icin  uzaklagtirmaktir.  Karboksilasyon/dekarboksilasyon reaksiyonunu yliriiten
prokaryotik CA’larin ¢ogu, boylesi dnemli bir fizyolojik fonksiyona sahiptir (Supuran

ve Scozzaava 2007).
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Prokaryotlarda o sinifina ait enzim ilk kez N. gonorrhoeae’nin geninin klonlanmasiyla
kesfedilmistir. Bu kesiften sonra prokaryotlarda bu sinifa ait sadece iki enzim daha
tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Arke domaininde ait hicbir tiirde o sinifi CA’ya
heniiz rastlanmamustir. Birkag prokaryotik genom tarafindan kodlanan o smifina ait
genlere bakildiginda, karbonik anhidrazin 0,5-0,6 milyon y1l 6nce yaygin bir atasal gen
tarafindan evrimlestigi gorilmistiir (Chirica vd. 1997, Soltes-Rak vd. 1997, Smith ve
Ferry 2000).

Hem bitki hem de alg kloroplastlarinda bulunan B sinifina ait enzimlere, Arke ve
Bakteri domaininde de rastlanmistir. Cogu prokaryot bu ii¢ gruba ait genlerin 2 veya
3’tine sahiptir ya da memelilerde oldugu gibi ayni sinifa ait ¢oklu genleri icerebilir.
Bircok arastirmaci prokaryotlarda ¢oklu karbonik anhidraz genlerinin varliginin,
prokaryot fizyolojisinde énemli bir roliiniin oldugunu ileri stirmektedir. Fakat bu roliin
sebebi hala bilinmemektedir. Ancak yiiriitillecek yeni calismalar, hi¢ sliphesiz ki
prokaryotik karbonik anhidrazin yeni fonksiyonlarini ortaya ¢ikaracaktir (Smith vd.
1999a, Smith ve Ferry 2000).

Taze su kaynaklarinda ve denizlerde yasayan, mezofilik, termofilik, aerobik, anaerobik,
patojenik, simbiyotik, metilotrofik, asetotrofik, metanojenik, asetojenik, heterotrofik ve
fotosentetik tlirlerden elde edilen karbonik anhidrazlar, bu enzimlerin yalnizca
prokaryotlarda baskin olmadigini, ayn1 zamanda metabolik olarak ¢ok daha farkli
tirlerde de yaygin oldugu goriislinii kanitlanmistir. Daha once de belirtildigi gibi
incelenen bu tiirlerde a smifi CA’dan ziyade B ve y smifina ait enzimler baskindir.
Sadece birka¢ mikroorganizmada a sinifi CA tespit edilmistir (Smith vd. 1999a, Smith
ve Ferry 2000).

CA, dekarboksilasyon reaksiyonlarinda olusan CO’in HCO3’a doniigiimiiyle ortamdan
uzaklastirilmasin1 saglayarak, bu reaksiyonlarin saglikli bir sekilde ilerlemesine
yardimc1 olmaktadir. Fotosentetik olmayan c¢esitli prokaryotik hiicrelerde 6nemli
miktarda CO, fiksasyonu meydana gelir ve 6zellikle CA enziminin CO7’in hiicre digina
tasinmasinda ve CO; konsantrasyonunun hiicre i¢i homeostasisinde onemli roller

oynadig1 bilinmektedir. Prokaryotik metabolizmada hemen hemen her yerde bulunan
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CO2’in doniigimii ve tasmimi, cesitli fizyolojik fonksiyonlarin gergeklesmesinde
CA’nin ne kadar 6nemli bir ara¢ oldugunu gostermektedir. Yine prokaryotik birkag
tiirde izole edilen bir transmembran proteinin yapisal olarak B CA’ya benzedigi ve
CA’nin simport ve antiport mekanizmalarinda 6nemli oldugu ileri siirtilmektedir.
Ayrica CA, CO; ve HCO3 in birbirlerine doniisiimiinii farkli birkag reaksiyonda da
gerceklestirir; aldehit hidrasyonu, korboksilik esterlerin ve ¢esitli halojen tilirevlerinin
hidrolizi gibi. Fenol esterleri, sulfonik ve fosforik asitler bu enzim igin substrat olarak
aktivite gosterir. Bu aktiviteler insan o CA iizerinde tanimlanmis olmasina ragmen
heniiz  veya y sinif CA enzimlerinin bu reaksiyonlardaki rolii bilinmemektedir (Smith

vd. 1999a, Smith ve Ferry 2000, Tripp vd. 2001).

Bitkilerin ve memelilerin enzimleri ile ilgili ¢ok fazla detay bilinmesine ragmen
prokaryotik karbonik anhidrazlar ile calismak neden dnemlidir? Onceki calismalarda
prokaryotlara ait karbonik anhidrazin dar bir islevi oldugu belirtilmekteydi. Sinirh
sayida prokaryotik tiirden saflastirilan bu enzim ve CA aktivitesini belirlemek ig¢in
sarfedilen cabalarin biraktig1 etki, enzimin prokaryot fizyolojisinde onemli olmadigi
yoniindeydi. Su anda prokaryotik karbonik anhidrazlarin genel olarak cok diisiik
miktarda olusu ve bu durumun CA varliginin tespitini zorlastirdig: bilinen bir gercektir.
v sinift CA’nin kesfedilmesiyle birlikte birgok prokaryotun genom dizisinin incelenmesi
ve prokaryotik enzimleri igeren antiserumlarin her sinif CA’y1 bulundurmasi, bu alanla
ilgili daha kapsamli ¢aligmalara olanak saglamistir. Bu analizler, karbonik anhidrazlarin
aslinda metabolik ve filogenetik olarak farkli prokaryotlarda (hem bakteri hem de arke
domaini) yaygin olarak bulunan ve sik rastlanan bir enzim oldugunu ortaya koymakta
ve prokaryot fizyolojisinde &nemli rol oynadigini diisiindiirmektedir. Ozellikle bu
tirlerin genomlarinda enzimi aymi sinifina ait coklu gen kopyalar:t halinde
bulundurmalar1 ve dolayisiyla ¢ok cesitli sayida CA igermeleri, bu durumu

desteklemektedir (Smith ve Ferry 2000).

2.12 Hiicre ici pH Homeostasisi

Tiim mikroorganizmalar yasamsal fonksiyonlarin1 yerine getirebilmek ve gelisebilmek

icin hiicre i¢i ortamda uygun bir pH araligina ihtiyag duymaktadir ve bunu hiicre i¢i
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dengeyi korumak {izere evrimlesmislerdir. Ciinkii proteinlerin ¢ogu farkli pH
araliklarinda aktivite gosterirler. Bakteriler, bulunduklari ortamimn pH’sinda meydana
gelen degisiklikleri algilayarak belirli bir siire icinde uyum saglama yetenegine sahiptir.
Buna “pH homeostasis mekanizmasi” adi verilir. Hiicre membranindan proton
taginimint gergeklestiren bu mekanizma ile sitoplazma pH’s1 korunur (Slonczewski vd.
2009).

Bakteriyal pH homeostasisi fizyoloji, ekoloji ve patojenite de olduk¢a Onemlidir.
Hiicrede enzim aktivitesi, reaksiyon orani, protein stabilitesi, niikleik asitler ve diger
bir¢cok biyolojik molekiiliin yapisini etkileyen hiicre dis1 pH, kismen sitoplazmik veya
hiicre i¢i pH degerini belirler. Fakat bir¢ok mikroorganizma pH homeostasisini bir
noktaya kadar korur. Hiicre zarimin, proton ve diger iyonlara gegirgenliginin diisiik
olmasi, sitoplazma pH’sinda biiyiik degisimlerin olusmasini dnler. Dolayisiyla ortamda
bulunan protonlar, hiicre zarindan kolayca gecip sitoplazma pH’sii diisiiremez.
Sitoplazma pH’smmin 6nemli olgiide degisimini engelleyen ikinci faktor, hiicrenin
yiksek tamponlanma kapasitesidir (Wilks ve Slonczewski 2007, Slonczewski vd.
2009).

Sitoplazmik pH, hiicre dist1 pH’dan daha dar bir aralikta tutulur. Sitoplazmik pH
genellikle nétral pH’ya yakindir. Ornegin E. coli’nin optimal gelisme kosullar1 boyunca
sitoplazmik pH’s1 7.4 ile 7.8 arasinda sinirlandirilir. Oysa hiicre dis1 pH degiskendir ve
pH 5.0-9.0 araligindadir. Benzer bir oran Bacillus subtilis’de gozlemlenmistir.
Acidithiobacillus ferrooxidans’in dinlenme hiicrelerinin i¢ pH’s1 6.0-7.0 araligindayken,
hiicre dis1 pH 1.0-8.0 arasindadir (Cox vd. 1979, Shioi vd. 1980, Wilks ve Slonczewski
2007, Slonczewski vd. 2009).

Mikroorganizmalar pH 0’dan pH 13.0 ve iizerindeki ¢evresel pH oranlarinda
gelisebilme kapasitesine sahiptirler. Bu denli genis pH araliginda yasayabilen
mikroorganizmalar ile ¢alismak ilgi ¢ekicidir. pH araligi ¢cok ¢esitlense de genel olarak
mikroorganizmalar i¢in genel bir smiflandirma yapmak miimkiindir; pH 0.5-5.0
araliginda optimum gelisim gosteren mikroorganizmlar asidofil, pH 5.0-9.0 araliginda

notrofil, pH 9.0-12.0 araliginda yasayan mikroorganizmalar ise alkalifil olarak
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tanimlanir. Farkli habitatlara adapte olmus ve farkli ¢cevresel pH araliginda yasayabilen
Bakteri ve Arkelerde pH homeostasisi i¢in farkli mekanizmalar evrimlesmistir. pH
spektrumunun hiicre i¢in uygun sartlarda korunmasi amaciyla homeostasinin bazi

yaygin prensipleri uygulanir (Roadcap vd. 2006, Slonczewski vd. 2009).

Sitoplazmik pH, organeller, amino asitler gibi kii¢iik organik molekiiller, proteinlerin
iyonlagsabilen gruplar1 ve polifosfat gibi inorganik polimerlerce tamponlanir ve
sitoplazma pH’s1 bu sayede korunur. Bu parametrelerin her birinin tamponlama
kapasitesi farklidir. Cesitli kaynaklarin tamponlama 06zelligine ragmen, aktif pH
homeostasis mekanizmalarmin yoklugunda, iyonoforlar veya kalict asitler, bazlar ve
protonlarin hiicre i¢i ve hiicre disina hizli bir sekilde ge¢is mekanizmasiyla bir sekilde
sitoplazmik pH degisir. Asitlerin membrandan gecisiyle birlikte sitoplazma igerisinde
fermentasyon iirlinii asitler konsantre hale gelir. Bu konsantre etki hiicre i¢i ile hiicre
dis1 arasinda bir pH farklilig1 varsa ve 6zellikle sitoplazmik pH, hiicre dis1 pH’dan daha
yiiksek ise gozlemlenir. pH farklilig1 notrofillerde genelde dardir; fakat asidofillerde
cok genistir. Bu sebeple membran gecirgenligi olan asitlerin {iretimi asidofiller i¢in ¢ok
daha toksik etki yaratir. Asitlerin sitoplazmada birikmesiyle kismen vaya tamamiyle pH
homeostasisi bozulur ve gelismeyi yavaslatan organik asitlerin konsantrasyonu artabilir.
Benzer sekilde sitoplazmik pH, hiicre dist pH’dan daha diisiik oldugu durumlarda
poliaminler gibi membran gecirgenligi olan bazlarin birikimi tercih edilir. Bu kosullar
altinda hiicreye giren yiiksiiz bazlar sitoplazma igerisinde protonlanir ve sitoplazmik
protonlarin tiikketimi pH homeostasisinin bozulmasina yol agabilir (Salmond vd. 1984,
Sally White vd. 1992, Slonczewski vd. 2009).

Hiicre zarinda yer alan elektron tagima sistemi elemanlarinin zardaki yerlesimleri tasima
islemi sirasinda protonlarin elektronlardan ayrilmasini saglamaya uygundur. NADH
gibi bir molekiilden uzaklastirilan iki elektron ve iki proton 6zgiil tasiyicilar araciligiyla
zincirin bagindan sonuna dogru tasinirlar. Bu sirada protonlar hiicre disina pompalanir
Gram-negatif prokaryotlarda ise protonlar periplazmaya pompalanir. Protonlarin
disariya ¢ikisi, zarin dis yilizeyinin nispeten asidik hale gelmesine neden olur. Elektron
tasinmasinin net sonucu olarak, zarin iki yiizeyi arasinda hem pH gradiyenti hem de

elektro-kimyasal potansiyel farki ortaya ¢ikar. Zarin i¢ yiizeyi negatif elektrik yiikli ve
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bazik hale gelirken, dis yiizeyi elektriksel olarak pozitif ve asidiktir. Bu pH gradiyenti
ve elektrokimyasal potansiyel farkina proton itici (PMG) giic adi1 verilir. Zarin bir
batarya gibi enerji yiiklii hale gelmesine neden olur. Ortaya ¢ikan elektriksel enerjinin
bir kismi hiicre tarafindan ATP seklinde korunur. Elektron tasinmasi sirasinda zarin
enerjitik hale gelmesiyle olusan PMG enerjisi bakteriyal pH homeostasisi basta olmak
tizere, ATP sentezi, iyon tasinmasi, kamgi rotasyonu ve hareket gibi bircok hayati
fonksiyonun yerine getirilmesinde kullanilir. Enerji gerektiren islemlerin siirdiiriilmesi
icin PMG yeterli diizeyde ve kalic1 olmalidir. Bu nedenle de, membran proton gecirmez
ve PMG hizli bir sekilde proton veya yiik hareketliligiyle dagilmaz. Membranin iyon
gecirgenligini, Ozelikle proton gecirgenligini, saglamaya yonelik mekanizmalar
olmasina ragmen, Ozellikle bazi tiirlerde bulunan belirli membran lipidleri (6rnegin
asidofilik Arkelerde tetraeterler gibi) sayesinde diger tiirlere nazaran protonun zardan

geecmesi ¢ok daha zordur (Albers vd. 2001, Slonczewski vd. 2009)

Sitoplazmik pH’nin, hiicre dis1 pH’dan daha yiiksek veya daha diisiikk olup olmamasina
bagli olarak ApH, biyoenerjik calismay siirdiiren proton itici giicii arttirir veya azaltir.
PMG elektrokimyasal veya kemiosmotik bir proton gradiyentidir. Bu gii¢ aktif proton
pompalama ve sekonder iyon hareketlerinin gegisiyle kurulmustur (Slonczewski vd.
2009). Bazi1 Bakteri ve Arkelerde bulunan proton pompalama kompleksleriyle PMG
tretimi arasinda bir baglanti bulunmaktadir. Bu proton pompalama kompleksleri
elektron donérii olarak islev goriir. Iyonoforlarm varligi gibi durumlarda PMG
azalabilir. Ornegin dinitrofenol veya permeant iyonlarn kombinasyonu sitoplazmik pH
homeostatisinde basarisizliga yol agabilir (Khan ve Macnab 1980, Slonczewski vd.
2009).

2.13 pH Homeostazis Mekanizmalari ve CA’nin Rolii

Aktif pH homeostasisini siirdiiren farkli mekanizmalar biiylik oranda pasif sitoplazmik
tamponlamaya destek olur. Aktif pH homeostasisi mekanizmalarinin ana kategorileri
sunlardir: Katyonlarm (K*, Na*) veya anyonlarm (CI') uygun sekilde enerjitik olarak
membrandan geg¢isi, alkalin pH homeostasisi olarak bilinen bir strateji, metobolik olarak

tiretilen asidik veya notral son iirlinlerin birbirlerine doniisiimii, asit kaynakli amino asit
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dekarboksilazlar, baz kaynakli amino asit deaminazlar, karbonik anhidraz ile birlikte is
goren treaz aktivitesi, sitoplazmik ve periplazmik pH’y1 diizenleyen yag asitleri,
tetraeter lipidler, yiiksek pH’da artis gosteren anyonik fosfolipidler veya spesifik nétral
lipidler ile pH degisimine bagli gegici hasardan proteinleri koruyan saperonlar buna
ornek verilebilir. (Richard vd. 2004, Padan vd. 2005, Sachs vd. 2005, Slonczewski vd.
2009).

Karbonik anhidrazlar, asit/baz kinetigi ile oksidatif fosforilasyon tarafindan CO,
seklinde asit iiretimi ve anaerobik glikoliz tarafindan asit {iretimi siire¢lerinde hayati rol
oynar. CO; dkoryatik hiicrelerde 6rn; mitokondride oksidatif fosforilasyon ile arttiginda,
ya hiicre membranindan serbestge difiize olur veya sitozolik CA’nin katalitik
aktivitesine bagl olarak H" ve HCOj3e déniistiiriiliir. Insanda, birgok hiicrede CAII gibi
CA’nin en hizli izoformu eksprese olur veya beyinde ise CAIV ve CAXIV gibi diger
hizli ekstraseliiler izoformu ifade olur. CAIV’in son zamanlarda intraseliiler aktivitesi
de gbzlenmis ve intraseliiler aktivitenin daha yiiksek oldugu gériilmiistiir. Okaryotik
canlilarda, farkli hiicre tiplerinde ve dokularda asit/baz ¢iftinin membrandan tasinmasi,
ektraseliiler ve intraseliler pH’nin diizenlenmesi, H® tamponlanmasi, enerji
metabolizmas;, H/HCO™® membran tagmmmi gibi fonksiyonlarin hepsi farklh CA
izoformlarmin aktivitesine ve CA’nin katalitik olmayan fonksiyonlarmma baghdir

(Deitmer vd. 2015).

Karbonik anhidrazin hiicre i¢i pH homeostasisinin saglanmasinda 6nemli bir yeri
oldugunu, mide liimeninde yagamaya uyum saglanmig Helicobacter pylori bakterisinde
gormek miimkiindiir. En iyi ¢alisilmis bakteriyal a CA (hpaCA), H. pylori’ye aittir.
Mide liimeni asidik bir pH’ya sahiptir. H. pylori burada ancak birka¢ dakika yasayabilir
ve en kisa siirede, yasayabilecegi pH’ya sahip olan mukus tabakasina ulagmas1 gerekir.
Siilfatlanmis polisakkaritlerden olusan mukus tabakasi, mide asidinden protonlarin
difiizyonuna olanak saglamakta ve tampon gorevi ile mukoza hiicrelerini asitten
korumaktadir. Bakteri hizl1 hareketi ve {ireaz enzimi sayesinde bu tabakaya ulasir. Mide
epitel hiicrelerinden bikarbonat ve iire salinmaktadir. Ureaz enzimi ile bu iireyi
parcalayarak amonyak iiretir ve bu amonyak bulutu igerisinde kendi yasayabilecegi

pH’y1 olusturur. Yine bakteri sahip oldugu a ve B karbonik anhidraz enzimi sayesinde
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karbondioksitin bikarbonata doniisiimiinii katalizler ve ¢evreye adaptasyonunu saglar.
Sekil 2.10°da H. pylori’de pH homeostasisini saglamada gorevli olan CA enzimleri ve
tireazin hiicredeki fonksiyonu sematize edilmistir (Amieva ve EI-Omar 2008, Bury-
Mon¢ vd. 2008, Giirbiiz ve Yilmaz 2011).

5 NH co I TUre kanah
periplazma T I
Sitoplazma
(Urexz
INH + (¢ \- — Um
N
| 7
NH," = NH, +H" & H'+HCO

Nature Reviews | Drug Dis

Sekil 2.10 H. pylori’de pH homeostasisini saglamada gorevli olan CA enzimleri ve iireazin
iliskisi (Supuran 2008)

Maya CA geninin delesyonunun yapildigr bir c¢alismada, mutant maya hiicresinin
oksijene karst duyarli oldugu ve CA’nin oksidatif strese kars1 gerekli oldugu
diisiiniilmistiir (Gotz vd. 1999). Bakteriler iizerinde yapilacak olan yapisal biyolojik
caligmalar, pH homeostasisini destekleyen mekanizmalarin, proton siklusunun ve
proton hareketlerini kontrol eden komplekslerin agiga ¢ikarilmasinda ve anlagilmasinda
merkezi rol oynamaktadir. Bir takim fonksiyonel arastirmalar neticesinde bazi
ekstremofillere ait yeni adaptasyon mekanizmalar1 bulunmustur; ancak daha ¢ok

ekstremofilin genom verisine ulasabilmek adina ek ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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2.14 Prokaryotik Hiicrelerin Karbonik Anhidraz Enziminin Klonlama ve
Saflasgtirma Calismalar:

Cizel 2.5’de de sunuldugu lizere, pek ¢ok bakteri tiirlinden o, B ve y familyasina ait
karbonik anhidraz enzimi klonlanmis ve saflagtirilmistir. Prokaryotik karbonik anhidraz
enzimi ilk kez Veitch ve Blankenship tarafindan 1963 yilinda Neisseria sicca
bakterisinden saflagtirllmistir. o grubuna dahil olan enzim 28.6 kDa agirligindadir.
Enzimin zayif bir esteraz aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir. Optimal pH 7.1 oldugu
ve enzimin sulfonamidlerle inhibe edildigi bulunmustur. Chirica vd.1997°de N.
gonorrhoeae CA enzimini klonlayip saflastirmistir. o grubuna dahil olan enzimin
yiiksek CO, hidrataz aktivitesine sahip oldugu ve pH 9.0 ve 25°C’de Ky, degerinin 20
mM, (ke 1.1x 10° s7) oldugu bildirilmistir. Carta vd.2009°da Mycobacterium
tuberculosis bakterisinin B CA enziminin klonlama ve karakterizasyon c¢aligsmalarini
yapmistir.  Enzimin yiikksek oranda bir CO, hidrataz aktivitesine sahip oldugu
bulunmustur (Kex0f 9.8 x 10°s%). Bunlarm yami sira E. coli, Synechocystis spp.,
Asetobacterium woodi, Anabaena variabilis ve Rhodospirillum rubrum gibi bir ¢ok
bakteride a- , B- ve y-CA’larin klonlanmasi ve saflastirilmast ¢alismalar1 yapilmistir.

(Veitch ve Blankenship 1963, Chirica vd. 1997, Carta vd. 2009).

Kuzucu’nun 2016 yilinda yaptigi calismada, farkli dozlarda (100 Gy-1000 Gy
araliginda) iyonize radyasyon uygulanmig D. radiodurans R1 hiicresinde DrCA geninin
ekspresyonu calisilmistir. Ekspresyon sonuglar1 artan radyasyon dozuna bagl olarak
800 Gy’a kadar siirekli artmis (sirasiyla 2% degerleri; 6.18, 6.36, 8.11, 8.28, 8.63,
8.85, 9.38, 10.34, 7.89) bu noktadan sonra bir diisiis goriilmiistiir (Kuzucu 2016).

Bu c¢aligma disinda prokoryatlara dahil olan Deinococus cinsi mikroorganizmalar
radyasyon direnclikleri nedeniyle ekstremofil olarak bilinmelerine ragmen dogrudan pH
homeostasisi ve CA enziminin iliskisinin c¢alisildigi herhangi bir literatiir verisi
bulunmamaktadir. Okaryotlarda ¢ok detayli olarak calisilan o ve B-CA’lar
prokaryotlarda da olduk¢a Onemlidir. H. pylori’de aydinlatilan mekanizmadan da
anlagilabilecegi gibi pH homeostasisi ile karbonik anhidrazin dogrudan bir iligkisi

oldugu agiktir. H. pylori kadar ekstrem bir ortamda yasayan D. radiodurans’da da
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karbonik anhidraz enzimi ile radyasyon direnci ve pH homeostasisi arasindaki
baglantinin yapilacagi her c¢alisma, ekstrem radyasyon direncinin aydinlatilmasina

katkida bulunacaktir.

2.15 D. radiodurans R1’in tiim genom dizilemesi sonrasi genomik c¢alismalarla
tespit edilen hipotetik karbonik anhidraz geni

Radyasyona direngli model bir ekstremofil olmasi nedeniyle D. radiodurans R1
susunun 2,648,638 bg¢’lik 1. kromozomundaki tiim genom dizilemesi 1999 yilinda
White ve arkadaglar tarafindan yapilmistir (GenBank aksesyon no: NC_001263). Bu
genom dizisi lizerinde yiiriitiilen islevsel ve karsilagtirmali in siliko genomik analizlerde,
genomun 2,320,61-2,232,855 bazlarina tekabul eden 795 bg¢’lik hipotetik bir DR_2238
kodlu (aksesyon no: NC_001263.1) karbonik anhidraz enziminin varlig1 saptanmistir.
Sekil 2.11’de de gorildigi gibi beta CA familyas: igerisinde evrimsel olarak
farklilasmig, A’dan D’ye kadar siralanan 4 ayri filogenetik enzim kladi yer almaktadir.
Acik okuma ¢ergevesi belirlenmis bu genin 193 amino asitlik, B-CA grubunun C
kladina dahil (cd03378) bir enzimi kodladig1 tahmin edilmektedir. Bu hipotetik enzim
veri tabanlarinda mevcut diger DNA ve/veya protein dizileri ile %58.95 dizi benzerligi
gosteren putatif bir enzimdir. Enzimin karbonik anhidraz siiper familyas1 (c100391)
icerisindeki beta-CA familyasinin (¢cd00382) beta CA-kladC alt familyasina (cd03378)
dahil oldugu disiiniilmektedir. Bu hipotetik beta CA-kladC grubuna dahil DR_2238
kodlu karbonik anhidraz enzimi en gok Mycobacterium tuberculosis H37RV (aksesyon
no: 2A5V-D), Synechocystis sp. PCC6803 (aksesyon no: WP_01087397.1) ve
Desulfotolea pyschrophila (aksesyon no: GA635579) gibi tiirlerinin -CA enzimlerine
dizi benzerligi gostermektedir. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?
(uid=239473, erisim tarihi 2.12.2016).

Tez ¢alismasi kapsaminda klonlanan DrCA enziminin varligi hipotetik olarak genomik
calismalarla saptanmis, ancak su ana kadar hi¢ saflagtirilip karakterize edilmemistir.
Enzimin biyoinformatik araclarla belirlenen olast ii¢ boyutlu yapisina bakildiginda
enzimin o heliks ve B pilili tabakalardan olustugu goriilmektedir. Aktif bolgesinde bir

¢inko iyonu bulunmakta ve enzim homo-dimer bir yap1 gostermektedir (Sekil 2.12).
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cd00382 beta_CA

cd00883 beta_CA_cladef
beta_CA_cladeB
( )ed03378  beta_CA_cladeC
cd03379 beta_CA_cladeD

Sekil 2.11 D. radiodurans R1 DR-2238 (NC 001263.1) karbonik anhidraz geninin beta CA
ailesinin olas1 C kladina dahil oldugunu gosteren kladogram

Sekil 2.12 Tez calismas1 kapsaminda D. radiodurans R1’den klonlanan beta-DrCA
enziminin:

a. https://swissmodel.expasy.org/  biyoinformatik  araciyla  belirlenen  ve b.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=239473 (erisim tarihi: 2.12.2016)
adresinden alinan olasi ti¢ boyutlu yapisi
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizmalar

Tezde kullanilan Deinococcus radiodurans R1 (DSM 20539) ve Escherichia coli DH5a
susu Leibniz-Institute DSMZ GmbH’den (DSM 6897) liyofilize formda tedarik
edilmistir. E. coli BL21 (DE3) Sigma’dan (CMO0014) ticari olarak alinmistir. Molekiiler
biyolojik ¢alismalarda kullanilan bakteri konaklarinin genel ozellikleri ¢izelge 3.1°de

sunulmustur.

Cizelge 3.1 Kullanilan bakteri konaklar1

Genomda Mutasyona Ugramis
Tiir Sus Kullamim Amaci
Bolgeler

F- 80dlacZz M15 (lacZY A-argF) U169
E. coli DH5 Alpha | recAlendAlhsdR17(rk-,mk+) Klonlama Hiicresi
phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relAl

thuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm]
AhsdS A DE3 = A sBamHIo AEcoRI-B
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21
Anin5

E. coli BL21(DE3) Ekspresyon Hiicresi

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar gizelge 3.2 belirtilmistir.

43



Cizelge 3.2 Kullanilan cihazlar

Cihaz Marka
Otoklav Stimer SM3
Spektrometre Perkin Elmer Lambda 35 UV-vis
PCR cihazi Bio-Rad C1000 Touch

Elektroporasyon cihazi

Bio-Rad Gene Pulser Xcell™ Electroporation System

Gama 15101 kaynagi

Izotop Ob-Servo Ignis

Calkalamali inkiibator (8-60°C)

Shellab SSI5

Epoch Mikro Plaka Okuyucu

Biotek Take3 Plate

Sogutmali santrifiij

Hanil Smart R17

Yatay jel elektroforez tanki

Thermo Owl Easycast B2-BP

Protein elektroferez diizenegi

Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra Cell Systems

Ultrasonikator

Sonics Vibra Cell VCX750

Vorteks Heidolph Reaxtop

Hassas terazi Shimadzu ATX 120

pH metre Radiometer meterlab PHM 210
Kuru blok 1sitic1 (5-120°C) IKA Dry Block Heater 1
Magnetik karigtirict Heidolph MR Hei-Standart

Otomatik Pipetler

Eppendorf Research Plus

Kar makinasi

Scotsman AF-20

Saf su cihazi Niive

Buzdolaplari Arcelik

Derin dondurucu (-30 °C) Haier

Ultra low dondurucu (-80 °C) Haier, New Brunswick U410
Mikrodalga firin Arzum

Jel goriintiileme cihazi Vilber Lourmat Quantum ST5
Dijital orbital karigtirici WiseShake SHO

Gii¢ kaynagi Thermo EC 300 XL

Isik mikroskopu Leica DM 4000B

3.1.3 Sivi ve Kat1 Besiyerleri

D. radiodurans’m igin stok ve inokiilasyon kiiltiirlerinde Tripton Glukoz Yeast Broth
(TGYB) ve Tripton Glukoz Yeast Agar (TGYA) besiyerleri kullanilmigtir. Klonlama
ve gen ekspresyonu i¢in kullanilan E. coli DH5a ve E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinin
gelistirilmesi i¢in Luria Bertani Broth (LB) (Sigma L3022) ve Luria Broth Agar (LBA)
besiyerleri kullanilmistir. Gen ekspresyonu i¢cin Magic Media (Termo K6803) besiyeri
kullanilmistir.  Elektroporasyon ve kimyasal transformasyon sonrasinda hiicreleri

canlandirmak i¢in bakteriler SOC (Glukoz igeren Super Optimal Broth) besiyerinde

gelistirilmistir. Besiyeri igerikleri asagida sunulmustur.
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Tripton Glukoz Yeast Broth (TGYB): 10 g/L tripton ve 5 g/ maya 0ziitii i¢eren siv1

besiyeri hazirlanmistir. Otoklav ile sterilizasyonun (121 °C, 1.1 atm basingta 20 dk)
ardindan son konsantrasyon 5 g/L. olacak sekilde saf su igerisinde hazirlanmis ve 0.22

um steril filtreden gegirilerek steril edilmis glukoz ilave edilmistir (Raj vd. 1960).

Tripton Glukoz Yeast Agar (TGYA): Gerekli hacimde hazirlanmis TGYB besiyeri

icerisine 15 g/L olacak sekilde agar ilave edilerek hazirlanmistir (Raj vd. 1960).

Super Optimal Broth Besiverleri (SOB/SOC): 2 gr Tripton, 0.5 gr maya ekstrakti, 0.2
ml 5 M NaCl, 0,25 ml 1 M KCI tartilarak 90 ml distile suda ¢6ziildi. pH, 0.1 M HCI ile

7.0’ye ayarlanarak toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi. 121 °C’de, 20 dk siireyle
sterilizasyondan sonra, 1 M steril MgCl,’den (Sigma 7786-30-3) 1 ml ve 1 M steril
MgSOy’tan (Sigma 10034-99-8) Iml ilave edilerek SOB besiyeri hazirlandi. SOC
besiyeri i¢in ise, 100 ml glukozsuz SOB sivi besiyerine filtre ile steril edilmis 1M
glukozdan (Sigma G5767) 2 ml eklenmistir.

1 M MgCl,: 10.165 gr MgCl,.6H,0 tartilip, hacim 50 ml olacak sekilde distile suda
¢oOziilerek hazirlanmistir.

1M MgSOy,: 12.324 gr MgS0O,4.7H,0’dan tartilip, hacim 50 ml olacak sekilde distile
suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

5M NaCL: 14.61 gr NaCL, 50 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

1M KCL: 3.73 gr KCI, 50 ml distile suda ¢oziilmiistiir.

1M Glukoz: 9.008 gr glukoz, 50 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanmustir.

3.1.4 Primerler

Calismada biyoinformatik araclarla tasarlanan primerler PCR reaksiyonlari, klonlama
ve dizilemede kullanilmak {izere tez kapsaminda dizayn edilmistir (Cizelge 3.3)
Tasarlanan bu ileri (Dr 2238 F) ve geri (Dr 2238 R) primer ¢ifti, D. radiodurans
R1’in Genbank’taki (AE000513.1), 795 bg¢.’lik karbonik anhidraz enzimini kodlayan

DrCA gen dizisi temel alinarak olusturulmustur.
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7786-30-3&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=10034-99-8&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product

Cizelge 3.3 Kullanilan primerler
Dra Genomunda
Primer Baz Sirasi ™m % GC
baglandig1 bazlar
Dr 2238 F | 5’GCGTGCGATCGCCATGGGGCG3’ | 75 74 2232061-2232081
Dr 2238 R | 5’CGAGGTTTAAACTTAGAGTGC3’ | 74.2 57 2232830-2232855
3.1.5 Plazmid Vektorii

Calismada drCA genini klonlamak ve proteinin ekspresyonunu gergeklestirebilmek igin

Flexi vektor sistemine ait pFN2K (GST) vektorii (Flexi Vector Systems, Promega,

C8820) kullanilmistir. Vektoriin gen haritasi sekil 3.1’de gosterilmistir.

rrnB >
Terminator

cer

GST

TEV protease
Sgfl

PFN2K (GST) * 5arnase Pmel bolgesi
Flexi® Vector _
(4132bp) Pmel T7 terminator

T7 Terminator

T7 ENA polimeraz promotor
GST kodlayan bilge

TEV proteaz bilzesi

SgT biblgesi

Bamaz kodlayan bélge

Kanamisin direnci kodlayan bélge
ColElreplikasyon ofjininden tiremis

Cer bialgesi

B transkripsiyon terminator

2140

70-723

742762

760-767

791-1126

1128-1135

1235-1302

1683-2477

2646-2682

3333-3638

3639-4020

Sekil 3.1 PFN2K (GST) Flexi Vektoriin Genetik Haritas1 ve Niikleotid Dizi igerigi

3.1.6 Kullanilan ¢ozelti ve tamponlarin hazirlamslar

3.1.6.1 Agaroz jel elektroforezi

5x TBE( Tris-Borik Asit-EDTA) Tamponu: 50 gr Trizma base (Sigma T1503), 27.5

gr borik asit (Sigma B6768), 20 ml 0.5 M EDTA (Sigma E5134), 1 L distile su (pH:8.0)

5x Jel Yiikleme Tamponu: 0,25gr bromfenol mavisi, 3 ml saf gliserol, 7 ml distile su
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% 0,7-1 Jel: 0,7-1 gr agaroz (Sigma A9539) tartilarak, 100 ml TBE igerisinde
¢ozlilmiis ve jel sicakligi 60°C’nin altina diistiiglinde 2 pl Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

ilave edilerek, jel tank tepsisine dokiiliip katilagsmas1 saglanmistir.

3.1.6.2 Lizis tamponlar

3.1.6.2.1 DrCA gDNA saflastirmasi sirasinda kullanilan liziz tamponu

80 ml ultra saf su igerisinde 0.302 g Trizma-base (Sigma T1503) ¢oziilmiistiir.
Cozeltiye 0.093 g EDTA (Sigma E5134) ilave edildikten sonra, ¢oziilmiistiir. pH 0,1 M
HCI ile 8.0’a ayarlanmistir. 1 ml Triton X-100 (T8787) ilave edilerek homojen hale
gelmesi beklenmis ve son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir. Lizozim konsantrasyonu 2
mg/ul olacak sekilde istenilen miktarda hazirlanan tampona calismadan hemen &nce

lizozim eklenmistir.

3.1.6.2.2 Hiicrelerin homojenizasyonu i¢in kullanilan lizis tamponu

50 ml distile su icerisinde 8 gr/L NaCL (Sigma 13423), 0.2 gr/LL KCL (Sigma 12636),
1,44 gr/L Na,HPO, (Sigma 30427), 0.24 gr/L KH,PO, (Sigma 04243) sirasiyla ilave
edilip ¢Oziilmiistiir. Cozeltiye DMSO’da (Sigma D2650) hazirlanmis 1 mM PMSF,
%87’lik gliserolden (Sigma 15524) 11.494 ml, 0.0943 ml Triton-X100 (Sigma T8787)

ve 0.2 mg/ml lizozim eklenerek, son hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.

3.1.6.3 Esteraz aktivitesi tayininde kullanilan tampon ve cozeltiler

9 mM p-nitrofenil asetat cozeltisi: 27 mg p-nitrofenil asetat, buz ilizerine koyularak 2

ml aseton (Sigma 24201) i¢inde ¢o6ziilmiis ve iizerine 48 ml ultra saf su eklenerek ¢ok

yavas sekilde karistirilmistir. Cozelti glinliik hazirlanmastir.

50 mM Tris-SO4 Tampon_Cozeltisi (pH 7.4): 6.055gr (0.05 mol) Tris-SOq4, 950 ml
distile suda ¢6ziilmiis ve 1M H,SOy ile pH 7.4’e kadar titre edilmistir. Toplam hacim

distile su ile 1 litreye tamamlanmaigtir.

47



3.1.6.4 Hidrataz aktivitesi tayininde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

0,025 M Hepes Tamponu (pH 8.8): 1M Hepes tamponu (Sigma 83264) 0.025 M’a

seyreltilmistir ve 1M NaOH ile pH’s1 ayarlanmistir.

%0,2 (w/v) Brom-Timol Mavisi: 0.2 gr brom timol mavisi (Sigma 114413), 100 ml

%50 (v/v) etanol-su karisimda ¢oziilerek hazirlanmistir.

CO, Cozeltisi: Soguk ortamda tutulan erlen icerisine 200 ml distile su eklenmis ve agzi

folyo ile kapatilmistir. Ardindan su, 90 sn siireyle CO; ile doyurulmustur.

3.1.6.5 Transformasyon icin kompetent hiicre hazirlama cozeltileri

Elektroporasyonda kullanilmak iizere hazirlanan kompetent hiicreleri olusturmak igin
%10’luk gliserol kullanilmistir. Kimyasal transformasyonda kullanilan kompetent
hiicreleri olusturmak amaciyla 100 mM CaCl, (Sigma 449709) kullanilmistir. 100 ml

CaCl; ¢ozeltisi hazirlanirken 1.47 gr CaCl, distile suda ¢oziilmustiir.

3.1.6.6 Lowry protein tayininde kullanilan tampon ve cozeltiler

CuS0O,4.5H,0 (Sigma 8027), NasSitrat, Na,CO3 (Sigma 13418), NaOH (Sigma 06203),
Phenol-Folin-Ciocalteu (Sigma 9252) reaktifi kullanilmistir.

Kullanilan reaktifler:

A reaktifi: 0.5 gr CuSO4.5H,0 ve 1 gr NagSitrat 100 mL distile suda ¢6ziilmiistiir.
B reaktifi: 20.0 gr Na,CO3 ve 4 gr NaOH, 1 L distile suda ¢6ziilmiistiir.

C reaktifi: Taze hazirlanmis 50.0 ml B ¢ozeltisine, 1 ml A ¢ozeltisi ilave edilerek

numune sayisina gore hacim ayarlanmistir.

D _reaktifi: (Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifi): D reaktifi numune sayisina gore her

numuneye 250 pl olacak sekilde hesaplanarak ve v/v oraninda distile su ile

hazirlanmistir. 20 numune i¢in 20 x 0.25 ml = 5 ml D reaktifi sulandirilmistir.
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3.1.6.7 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezinde (SDS-PAGE)

kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

SDS-PAGE’de kullanilan ayirma ve yigma jellerinin icerigi ¢izelge 3.4’de belirtilmistir.

1-

2-

1M Tris-HCI (pH:8.8): 100 ml i¢in 12.14 gr Tris 80 ml distile suda ¢oziilmiis ve

derisik HCI ile pH ayarlandiktan sonra, son hacim 100 ml’ye tamamlanmaistir.

1M Tris-HCI (pH:6.8): 100 ml i¢in 12.14 gr Tris 80 ml distile suda ¢oziilmiis ve

derisik HCI ile pH ayarlandiktan sonra son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir.

%10’luk SDS: 90 ml distile suda 10 gr SDS ¢oziilmiis ve son hacim 100 ml’ye

tamamlanmustir.

%0.1’lik Brom timol Mavisi: Cam tiip igerisinde 0.01 gr boya tartilarak, 10 ml

distile suda ¢oziilmiistiir.

% 5’lik Amonyum Persiilfat (APS): Cam tiip igerisinde 0,5 gr APS tartilarak, 10

ml distile suda ¢oziilmiistiir.

Akrilamid (%30)+Bisakrilamid (%0,8) ¢ozeltisi: 100 ml i¢in 30 gr Akrilamid, 0.8

gr Bisakrilamid tartilmis ve 100 ml distile suda ¢6ziilmiistiir.

%5’lik TEMED (Tetra Metil Etilen Diamin): 50 ul TEMED iizerine 950 ul

distile su ilave edilerek hazirlanmistir.

Cizelge 3.4 SDS-PAGE’de kullanilan jellerin hazirlanisi

Ayirma Jeli (%12) | Yigma Jeli (%38)

dH,O 3.13ml 2.45 ml
1M Tris HCI (pH: 6.8) _ 0.41 ml
IM Tris HCI (pH: 8.8) S5ml _

Akrilamid (%30)+Bisakrilamid (%0,8) ¢ozeltisi 4.4 ml 0.44 ml
%0.1’lik SDS 0.2ml 0.03 ml
%5’lik TEMED 0.13 ml 0.03 ml
%5’lik APS 0.27 ml 0.07 ml

Yiiriitme Tamponu: 3 gr Tris ve 14.4 gr Glisin 100 ml distile suda ¢oziiliip, pH 8.8’¢

ayarlanmistir. Uzerine 10 ml %10’luk SDS eklenerek distile su ile hacim 1 L’ye

tamamlanmustir.
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Yiikleme Tamponu (10x): 0.65 ml Tris HCI pH:6.8 tamponuna 1’er ml %10’luk SDS,

%100’lik gliserol ve %0.1°lik brom timol mavisi eklenmis ve karistirilarak hacim 10
ml’ye tamamlanmistir. Kullanilmadan 6nce bu ¢ozeltiden 950 ul alinarak igerisine 50 ul

-merkaptoetanol eklenmistir.

Sabitlestirme Cozeltisi: % 50 izopropanol, % 10 TCA ve % 40 oraninda distile su ile

hazirlanmistir.

Coomassie Brillant Blue Bovama Cozeltisi: % 0.1’lik Commasie Brillant Blue, % 50

metanol, % 10 asetik asit ve % 40 oraninda distile su ile hazirlanmistir.

Bova Giderme Cozeltisi: % 50 metanol, % 10 asetik asit ve % 40 oraninda distile su ile

hazirlanmistir.

3.1.6.8 Rekombinant proteinin saflastirma asamasinda kullanilan c¢ozelti ve
tamponlar

Lizis Tamponu: Protein saflastirma kitinde (Magne GST, Promega, V8603) bulunan

lizis tamponuna, 25 mM Tris HCI’de hazirlanmig 10 mg/ml lizozim iceren ¢ozeltiden

1/10 oraninda ilave edilmistir.

Eliisyon Tamponu: 0.5 M glutatyondan 100 pl ve 0.5 M Tris tamponundan (pH 8.1)

100 ul alinarak hacim distile su ile 1 ml’ye tamamlanmistir. Bu tampon, -20°C’de

yaklasik 1 ay saklanarak kullanilmigtir.

3.1.6.9 Stok inhibitor c¢ozeltileri

SmM MgS04.7H,0: 0.123 gr MgSQO,4.7H,0’dan tartilip, hacim 100 ml olacak sekilde

distile suda ¢oziilerek hazirlanmustir.

S5mM MnSO4.H;0: 0.0845 gr MnSO,4.H,O’dan tartilip, hacim 100 ml olacak sekilde

distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

5mM CaCOg;: 0.5 gr CaCOgs’dan tartilip, hacim 100 ml olacak sekilde distile suda

coziilerek hazirlanmistir.

SmM ZnSOy4: 0.144 gr ZnSOy4’dan tartilip, hacim 100 ml olacak sekilde distile suda
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¢oziilerek hazirlanmistir.

0,01 M Siilfonamid: 0.172 gr Siilfonamid’den tartilip, hacim 100 ml olacak sekilde

distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

3.1.6.10 Diger cozeltiler

Kanamisin: 50 mg/ml olacak sekilde stok cozelti distile su ile hazirlandiktan sonra
filtre ile steril edilmistir. 100’er ul’lik hacimlere boliinerek kullanilincaya kadar 20°C’de

saklanmustir.

X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-beta-D-galakto-piranozit): 20 mg/ml olacak
sekilde DMSO’da ve soguk ortamda hazirlanmistir. Stok ¢ozeltisi kullanilincaya kadar
20°C’de saklanmustir.

IPTG (izopropil p-D-1-tiyogalaktopiranozit): 100 mM igin, 0.238 g IPTG 10 ml
distile suda hazirlanmustir. Filtreden gegirilerek, kii¢iik hacimlere boliinmiis ve -20°C’de

saklanmuistir.

100 mM ZnSOy4: 1.614 gr ZnSO4 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandiktan sonra,

son konsantrasyon 0.05 mM olacak sekilde besiyerine ilave edilmistir.

100 mM DTT (Ditiyotreitol): 1.545 gr DTT 100 ml distile suda ¢oziilerek

hazirlanmustir.

3.2 Metod

3.2.1 Primer tasarimi ve biyoinformatik calismalar

D. radiodurans R1’in tim genom dizilimlerindeki (GenBank aksesyon numarasi:
AE000513.1) B familyasina dahil karbonik anhidraz enzimine (drCA) ait DR 2238
kodlu genin, NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri tabanindaki
baz dizisine gore primer dizayni yapilmistir. Bu islem i¢in Flexi Vector Systems
(Promega, C8820) ¢evirim i¢i programu olan Flexi Vector Primer Design Tool

kullanilmistir. Bu aracla tasarlanan primerler BLAST (Basic Local Alignment Search
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Tool) ile D. radiodurans R1 genomu igerisinde arastirilmistir. Ayrica primer tasarimi

sirasinda su hususlara dikkat edilmistir:

Secilen ileri ve geri primerlerin, hedef gen bolgesinin disinda ve genomdaki diger

dizilerle hi¢bir benzerlik igermeyen dizilimde olmalari,

Dizayn edilen primerlerin 3" ucunun GC stabilitesi gostermesi (maksimum: 2 G
veya C),

Primerlerin, toplam GC oraninin %55°1 gegmemesi,

Primerlerin son niikleotidinin G veya C olacak sekilde hazirlanmasi,

Primerlerin uzunlugunun minimum 17, maksimum 40 bg¢ araliginda olmasi,

Primerlerin Tm (erime sicakligi) degerleri arasindaki farkin maksimum 5°C olmasi

\

Baglanma sicaklig1 agisindan, primerlerin Tm degerlerinin Tm= 64.9 +41x(yG+zC-
16.4)/(wA+xT+yG+zC) formiilii ile hesaplanarak 67°C’yi ge¢gmemesi (Rozen ve
Skaletsky 1999).

3.2.2 D. radiodurans R1 susunun gelistirilmesi

D.

radiodurans R1, TGYA plaklarma ekildikten sonra 32°C’de 36 saat inkiibe

edilmistir. Aktif kiiltiirti ise aseptik kosullarda bu kiiltiirlerden 6ze yardimiyla tek koloni
alinarak 100 ml’lik erlen igerisindeki 50 ml TGYB besiyerine ekilmesi ve 32°C’de 175

rpm’de 10 saat siireyle inkiibe edilmesi suretiyle hazirlanmistir.

3.2.3 Karbonik anhidraz aktivite tayin metodlar:

Asagida agiklanan enzim aktivitesi tayinleri liger tekrarl olarak yiirlitilmiistir.
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3.2.3.1 COs-hidrataz aktivitesi

Klonlanan drCA geni organizmada bulunan karbonik anhidraz enzimlerinden 3 grubuna
dahil oldugundan optimum sicakligin ve termal stabilitenin belirlenmesinde hidrataz
aktivitesine bakilmistir. Hidrataz aktivitesinde Wilbur-Anderson (1948) ve Maren
(1967) metodlar1 uygulanmistir. Wilbur-Anderson yontemi, CO7’in hidratasyonu
sonucu aciga ¢ikan H' iyonu nedeniyle pH degerinin 9.0’dan 6.3’e diismesi igin gegen
siirenin Sl¢iilmesi esasina dayanir. Indikator olarak pH 7.4’te renk degisimi gosteren %
0.04’lik brom timol mavisi, tampon olarak pH ‘s1 8.0-9.0 olan 0.025 M HEPES
tamponu kullanilmigtir. Kor tiipiine sirasiyla 0.1 ml indikatdr, 0.6 ml distile su ve 2.5
ml doygun CO; ¢dzeltisi toplam hacim 4.2 ml olacak sekilde eklenmistir. Daha sonra
bir kronometre yardimiyla CO; ¢ozeltisi katildigi andan itibaren indikatoriin mavi
renginin sarimsi yesile doniismesi i¢in gegen siire belirlenmistir (tp). Reaksiyon tiipiine
ise sudan 0.05 ml azaltarak bunun yerine enzim ¢ozeltisi eklenmis ve yine en son olarak
CO; ¢ozeltisi ilave edilir edilmez, indikatdriin mavi renginin sarimsi yesile donlismesi
icin gecen siire bir kronometre vasitasiyla belirlenmistir (tc). Yonteme gore DrCA
enzim aktivitesi i¢in bir {inite (U) enzim olmaksizin kendiliginden enzim meydana gelen
CO; hidrasyonu siiresini oda 1sisinda yartya indiren enzim miktar1 olarak
tanimlanmaktadir. (pH: 8.0-9.0, 25°C) Buna gére:
1 Unite enzim (U/ml) = (to) - (tc) / (tc)
formiilii uygulanarak kullanilan enzim ¢ozeltisi hacmine bagli olarak CO, hidrataz

enzim tUnitesi degeri hesaplanmistir (Maren 1967).
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Sekil 3.1 Hidrataz aktivitesinde, CO, hidrasyonu sirasinda reaksiyon tiiplerindeki:

a. reaksiyon Oncesi, b. reaksiyon sonrasi goriiniim

3.2.3.2 Esteraz aktivitesi

Baz1 c¢alismalarda; CA aktivitesi Olglimleri esteraz aktivitesine bakilarak da
belirlenebilmektedir. Bu yontemde CA enzimi, substrat olarak kullanilan p-nitrofenil
asetati, p-nitrofenol ve p-nitrofenolata hidroliz eder. Bu son iriinler 348 nm dalga
boyunda absorbans vermektedir (Sekil 3.2). Aktivite isleminde 1 ml’lik kuvartz
kiivetlere kor tiip igin 700 pl Tris-SO4 (pH 7.4) tamponu ve 300 ul substrat, enzim
igeren kiivete ise 600 ul Tris-SO4 (pH 7.4) tamponu, 300 pul substrat ve 100 pul enzim
¢ozeltisi koyulmasinin ardindan 3 dk siireyle, 25 °C’de 348 nm dalga boyunda
absorbans 6l¢timii yapilmustir. Bir tinite (U/ml) karbonik anhidraz, dakikada 1 mmolar
p-nitrofenoliin, 348 nm de, 25°C’de ve pH 7.4’de, olusumu icin gerekli olan enzim
miktar1 olarak tanimlamistir. Aktivite hesab1 asagidaki formiile gore yapilmistir

(Verpoorte vd. 1967).
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Unite /ml enzim = (AOD x V¢ X Df) / (€asgnm X t X b X Ve)

OD = Optik yogunluk
AOD = OD348 anmek-OD34gan6r

V¢ = Tiipte hazirlanan toplam hacim (1 ml)

Df = Diliisyon faktori (1)

€348nm = p-nitrofenoliin 348 nm’deki milimolar ekstinksiyon katsayist (pH 7.4)*

t = Reaksiyon zamani (3 dakika)

b = Kiivetin 151k gecis yolu (1 cm)

V.= Kiivette okutulan reaksiyon karigtmindaki enzim hacmi (0.1 ml)

* Ekstinsiyon katsayisi, enzim aktivitesinde uygulanan sicaklifa gore 0.2 L/mM.cm

cinsinden hesaplanmistir (Halvorson 1966).
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d-nitrofenil asetat + H:O = 4-nitrofenol + asetat

Sekil 3.2 CA’nin p-nitroferol substratinin kullanildig: esteraz aktivitesi mekanizmasi

3.2.4 D. radiodurans R1 gelisim egrisinin ve karbonik anhidraz aktivite egrisinin
olusturulmasi

D. radiodurans R1 gelisme egrisinin ¢ikarilmasi amaciyla, oncelikle stok kiiltiirden
alian tek koloni, 5 ml TGYB besiyerinde asilanarak, 32°C, 30°’lik ag1 ile 175 rpm’de,
15 saat inkiibe edilmistir. Hazirlanan aktif kiiltiir, 2 L’lik erlenlerde bulunan 795 ml

TGYB steril besiyerine inokiile edilerek ve her saat baginda spektrofotometrede (ODggo)

hiicre yogunlugu 6l¢iimii yapilmistir. Olgiimler 72 saat siiresince gerceklestirilmistir.

Optik yogunlugu (OD) okunan 6rneklerden ayrica seyreltme plaka yontemi ile TGYA

kat1 besiyerine ekim yapilmig, 32°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra koloniler

sayllmistir. Olusan koloniler, gozle ve goriintiileme cihazi ile sayilarak biiyiime egrisi

olusturulmustur.
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Bakteri gelisim egrisi olusturma asamasinda 6l¢iim yapilan her saatte (72 saat) ayni
zamanda 1’er ml hiicre kiiltiirii alinarak, {i¢ tekrarli karbonik anhidraz aktivitesine
bakilmistir. Santrifiij yapilan 6rnekler icerisine %10’luk gliserolden 1 ml eklenmis ve -
80 °C’de muhafaza edilmistir. Aktivite calismasinda, oncelikle 6rnekler santrifiij edilmis
ve stipernatant dokiiliip, pelet igerisine 1 ml lizis tamponu ilave edilmistir. 20 dk buz
tizerinde inkiibe edildikten sonra, ultrasonikatdor ile hiicreler pargalanmistir.
Sonikasyona %35-45 amplitude’de, 20 sn “on” 15 sn “off” seklinde toplam 5 dk siireyle
devam edilmistir. Sonikasyondan sonra tekrar santrifiij yapilip, intraseliiler enzim
fraksiyonunu igeren siipernatant alinarak, spektrofotometre de 348 nm’de drCA hidrataz
aktivitesi 6l¢iimii yapilmis ve hiicre biiyiime egrisine paralel olarak bir de drCA aktivite

egrisi olusturulmustur.

3.2.5 D. radiodurans’a radyasyon uygulanmasi ve sonrasinda CA aktivitesi ol¢ciimii

Tez kapsaminda yapilan radyasyon deneyi Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu Saraykody
Niikleer Arastirma ve Egitim Merkez’inde gergeklestirilmistir. Tek koloni ekimi
yapilmig 15 saatlik D. radiodurans R1 kiiltiirinden almman 1 ml kiiltiir, 99 ml TGYB
besiyerinde inokiilasyona birakilmis ve ODgog’si yaklasik olarak 0.6 olana kadar 30°C,

175 rpm de inkiibasyona devam edilmistir.

Ureyen kiiltiir 10 dakika buz icerisinde bekletilerek hiicre {ireme fazinin sabit kalmasi
saglanmustir. Steril eppendorf tiiplerine 0.5 ml olacak sekilde bu kiiltiirden aktarilmistir.
Ardindan hemen buz igerisine yerlestirilen tiipler radyasyon uygulamasi i¢in gama
radyasyon kaynagina gotiiriilmiistiir. Her defasinda tiger tekrar olacak sekilde cihaza
yerlestirilen tiiplere, sirasiyla 100 Gy’dan baslayarak 100’er Gy artacak sekilde 1000
Gy’a kadar radyasyon dozlari uygulanmistir (Sekil 3.3). Dozlarin uygulanmasinin
ardindan 20000 x g’de 10 dk santrifiij edilen tiiplerdeki siipernetant dokiilmiis ve
hiicreler iizerine %10’luk gliserolden 1 ml eklenmis ve G6rnekler santrifiij edilmistir.
Stipernatant dokiilerek pelet icerisine 1 ml lizis tamponu ilave edilmistir. 20 dk buz
tizerinde tutulan O6rnekler ultrasonikator ile sonike edilmistir. Sonikasyon yine % 35-45

amplitude’de 20 sn “on” 15 sn “off” seklinde toplam 5 dk siireyle yapilmistir.
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Sonikasyondan sonra tekrar santrifiij edilip slipernatant alinarak drCA aktivitesi 6l¢timii

gercgeklestirilmis ve aktivite egrisi olusturulmustur.

% % X X % % < % X

v

<]
<]
<
<]
<]
<
<]
<]

<]
<]
<7
<]
<]
<]
<]
<]

<]
<]
<
<]
<]
<
<]
<]

B
B
.

100 Gy 200Gy 300Gy 400Gy 500Gy 600Gy 700Gy 800Gy 1000 Gy

-
-
-
-
-
-
-
-

Sekil 3.3 D. radiodurans R1’e radyasyon uygulamasi deney semasi

3.2.6 Farkh pH degerine sahip TGYB besiyerlerinde DrCA aktivitesinin
belirlenmesi

Bu amacla, pH degeri 0.25°er farklilikla pH 5.0-9.0 olacak sekilde hazirlanan TGYB
besiyerlerinde ¢ogaltilan D. radiodurans hiicrelerinden 1., 3., 5. ve 24. Saatlerde tiiger
tekrarlt olacak sekilde Ornek alinarak drCA aktivitesine bakilmis ve aktivite egrisi

olusturulmustur.

TGYB besiyerleri hazirlanirken pH asetat tamponu ile 5.00, 5.25 ve 5.50; sitrat ve
karbonat tamponu ile: 5.75, 6.00, 6.25 ve 6.50; fosfat tamponu ile 6.75, 7.00, 7.25, 7.50
ve 7.75; Tris-HCI tamponu ile 8.00, 8.25, 8.50, 8.75 ve 9.00’a ayarlanmistir. Biitlin
besiyerleri i¢in; tamponlayict madde, tripton ve yeast ekstrakt, 30 ml distile suda
karistirllmig, pH istenilen seviyeye getirildikten sonra, hacim 38 ml’ye su ile
tamamlanarak yeni bir erlene aktarilmistir. Otoklavlanan besiyerine steril 1 M

glukozdan 1.1 ml ilave edilerek karistirilmistr.
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3.2.7 D. radiodurans R1’in genomik DNA’sinin saflagtiriimasi

Saflagtirma islemine baglamadan once sicak su banyosu 55 °C’ye, ¢alkalamali inkiibator
37 °C’ye ayarlandi. Tek koloniden hazirlanmis gece kiiltiirlinden alinan 1 ml ile oda
sicakligina gelmis 99 ml TGYB (250 ml’lik erlen)’ye inokiilasyon yapildi ve ODggg’si
yaklagik olarak 0.2 olana kadar inkiibe edildi (30°C, 175 rpm). Bu absorbansta D.
radiodurans R1’in hiicre konsantrasyonu yaklagik 0.5x10° CFU/ml dir. DNA saflastirma
icin kullanilacak hiicre miktar1 4 ml’de 2x10° CFU/ml olarak ayarlanarak, 15000 rpm’de
5 dk oda sicakliginda santrifiij edildi. Hiicre duvarmin degradasyonu ig¢in lizozim
par¢alama tamponu kullanildi. 4 ml hiicre kiiltiirii pelletine bu soliisyondan 180 pl
eklendi ve karistirildi. Ardindan 37 °C’de 30 dk calkalamali inkiibatérde 100 rpm’de
inkiibasyon yapildi. Siire sonunda 20 pl Proteinaz K (Sigma, P5056) ilave edildi ve 5 sn
vortekslendi. Sonrasinda genomik DNA izolasyonu i¢in PureLink Genomic DNA
izolasyon kiti (Termo, K182002) kullanild1 ve kitte belirtildigi sekilde DNA izolasyonu
yapildi. Santrifiij tliplindeki saflagmig DNA, steril PCR tiiplerinde 1’er pL olacak
sekilde mikrosantrifiij tiiplerine ayrildi ve kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

3.2.8 PCR ile gen izolasyonu

drCA geni icin farkli sicakliklarda Pfu (Termo, EP0501) ve Tag (Sigma, D186)
polimeraz enzimleri kullanarak Gradient PCR yapilmistir. PCR reaksiyon karisimi
hazirlanirken ilk olarak ultra saf su eklenmistir. Sonrasinda sirasiyla cizelge 3.1 ve
3.2°de belirtilen miktarlarda diger bilesenler (primerler ve enzimler haric) pipetlenmis,

vortekslenerek, PCR tiiplerine paylastirilmigtir.

Son olarak her bir tiipe primerler ile DNA polimeraz eklenmistir. Her bir 6rnek i¢in son
hacim 50 pl olacak sekilde hazirlanan PCR reaksiyonlari, PCR cihazina yerlestirilerek,
cizelge 3.3 ve 3.4’de acgiklandig iizere PCR programlar yiiriitiilmiistiir.
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Cizelge 3.1 DrCA geninin Pfu DNA polimeraz (Termo, EP0501) ile PCR reaksiyon karigimi

protokolii
Bilesen Miktar (ul)

Steril Ultra Saf Su 40.5
Tampon (Mg'" ilaveli) 5
dANTP mix (10 mM) 1
Kalip DNA (<1 pg) 1

Ileri Primer (50 uM) 1

Geri Primer (50 uM) 1

Pfu DNA polimeraz (2.5 U/pl) 0.5
TOPLAM HACIM 50

Cizelge 3.2 DrCA geninin Tag DNA polimeraz (Sigma, D186) ile PCR reaksiyon karigimi

protokolii
Bilesen Miktar (ul)

Steril ultra safsu 32
5% Q-solution 10
Tampon (Mg™™ ilaveli) 5

dNTP mix (10 mM) 1

Kalip DNA (<1 pg) 0.5
Ileri Primer (50 pM) 0.5
Geri Primer (50 uM) 0.5
taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.5
TOPLAM HACIM 50

Cizelge 3.3 Pfu DNA polimeraz ile uygulanan PCR programi

Dongii Adi Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 °C 3 dk 1
Denatiirasyon 95 °C 30 sn
Baglanma 52,50.8,49.4,46.4, 45°C 30 sn 33
Uzama 72 °C 2 dk
Son Uzama 72 °C 15 dk 1
Bekleme 4 °C 00 1
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Cizelge 3.4 Taq DNA polimeraz ile uygulanan PCR programi

Dongii Adi Sicakhk Siire Dongii
Sayisi

Baslangic 94 °C 3 dk 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 94 °C 30 sn
Baglanma 52,54.8,57.5,60.9,63.6,65.2,66°C 30 sn 33
Uzama 72 °C 1 dk
Son Uzama 72 °C 10 dk
Bekleme 4°C o0

3.2.9 DNA konsantrasyonunun ve safliginin 6l¢iilmesi

DNA konsantrasyonu ve saflik 6lgtimleri 2’ser ul DNA 6rneginin Epoch Mikroplaka
Okuyucuda (Biotek, Take 3) olciilmesiyle yapilmistir. DNA konsantrasyonu 260
nm’deki optik yogunlugundan (OD), saflig1 da 260 nm / 280 nm’deki absorbanslarindan
tespit edilmistir. DNA konsantrasyonu ve safligi asagidaki formiiller kullanilarak

hesaplanmustir.

3.2.10 Agaroz jel elektroforezi

DNA agaroz jel elektroforezi yatay jel tanki kullanilarak gerceklestirilmistir. Oncelikle
TBE tamponu ile % 0.7’lik bir agoroz jeli hazirlanmistir. Hazirlanan jel tanka
dokiildiikten sonra, tarak takilmis ve katilagsmasi i¢in yaklasik 45 dk beklenmistir. PCR
driinleri jel yiikleme boyasi ile karistirtlip (1/5 boya/6rnek), DNA kuyucuklara
yiiklenmis ve 100 V’da 1.5 saat elektrik akimi uygulanarak DNA 6rneklerinin yliriimesi
saglanmistir. DNA bantlar1 UV 151k altinda incelenmis ve goriintii, jel dokiimantasyon
sistemine kaydedilmistir. istenilen DNA bandina denk gelen PCR iiriinii, GenElute PCR
Clean-Up kitinden (Sigma NA1020) gecirilerek saflagtirildiktan sonra -20°C

saklanmustir.
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3.2.11 DrCA geninin pFN2K ekspresyon vektoriine klonlanmasi

Klonlamaya baglamadan once kullanilan restriksiyon enzimlerinin (Flexi Enzyme
Blend, Sgfl&Pmel, Promega, C8820) kesimi ve ligasyonda kullanilan T4 DNA ligaz ile
2X Flexi ligaz (Promega, C8820) tamponunun aktivitesi test edilmistir. Restriksiyon
enzimlerinin vektdrdeki kesim desenlerinin dogrulanmasi i¢in pFN2K Flexi Vektor
(Promega, 8820) protokoliinde belirtildigi tizere 100 ng/ul’lik Flexi vektdrden 1 pl ve 9
ul restriksiyon enzim kompleksi karisimi 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Ligasyon
etkinliginin denenmesi i¢in ise ¢izelge 3.5°de belirtilen ligasyon protokoliine gore
Onerilen kimyasal ve enzimler kullanilmistir. Sonuglar %]1°lik agaroz jelde

gosterilmigtir.

Cizelge 3.5 Ligasyon kontrol protokolii

Reaktant Miktar (ul)
Steril Ultra Saf Su 4ul
2X Flexi® Ligase Buffer 10ul
Kesilmis PFN2K Flexi® Vector (50ng) Sul
T4 DNA Ligaz (20 U/ul) 1ul
Son Hacim 20ul

Pfu DNA polimeraz ile PCR reaksiyonunun ardindan jelde goriintiilenen PCR f{iriinliniin
miktar1 nanodrop ile olgiildiikten ve safligi kontrol edildikten sonra vektor ile PCR
iriinii Sgfl & Pmel restriksiyon enzimleriyle kesime ugratilmistir. Reaktifler ¢izelge 3.6
ve 3.7 de belirtilen sekilde sirayla PCR tiipiine ilave edilmistir. Tiim ¢aligmalar buzun
tizerinde gercgeklestirilmis ve reaksiyona enzim en son eklenmistir. Ardindan tiipler
37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Sonrasinda, restriksiyon enzimleri 65°C’de 20
dakika siiresince inaktive edilmistir. Ligasyon yapilana kadar kesimi yapilmis PCR
triinii ve vektor buz igerisinde bekletilmistir. Kesimi yapilan PCR iiriinliniin miktar1
nanodrop cihazi ile 6l¢iilmiis ve kesilen PCR f{irlinii ve vektor ¢izelge 3.8 de belirtildigi
sekilde ligasyona tabi tutulmustur. 25°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Gen Elute PCR
Clean-Up (Sigma, NA1020) kitinden gegirildikten sonra elektroporasyon veya

transformasyonda kullanilacagi zamana kadar — 20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.6 Vektor kesim protokolii

Reaktant Miktar (ul)
Steril Ultra Saf Su 12ul
5 X Flexi” Digest Buffer 4ul
PFN2K Flexi® Vektor (200ng) 2ul
Flexi® Enzyme Blend (Sgfl & Pmel) 2ul
Son Hacim 20ul

Cizelge 3.7 PCR iiriinii Kesim Protokolii

Reaktant Miktar (ul)
Steril Ultra Saf Su 7ul
5 X Flexi® Digest Buffer 4ul
Saflastirilmig PCR f{iriinii ( > 500ng) Sul
Flexi® Enzyme Blend (Sgfl & Pmel) 4ul
Son Hacim 20ul

Cizelge 3.8 Ligasyon Protokolii

Reaktant Miktar (ul)
Steril Ultra Saf Su 1ul
2X Flexi” Ligase Buffer 10ul
Kesilmis PFN2K Flexi® Vector (50ng) Sul
Kesilmis PCR firiinii (yaklasik 100ng) 3ul
T4 DNA Ligaz (20 U/ul) 1l
Son Hacim 20ul

3.2.12 Transformasyon icin kompetent hiicre hazirlanmasi

DrCA geni insert edilen plazmid vektoriin klonlanmasi i¢in oncelikle plazmid stabilitesi
yiikksek E. coli DH5a konagi kullanilmis ve vektor sonrasinda, rekombinant protein
ekspresyonundaki basarisi bilinen ikinci bir E. coli BL21 (DE3) konagina aktarilmistir.

Boylece bir sub-klonlama islemi gerceklestirilmistir.

3.2.12.1 Elektrokompetent hiicre hazirlanmasi

Klonlamada kullanilan E. coli DHS5a ve ekspresyonda kullanilan E. coli BL21(DE3)
konaklarini elektrokompetent hale getirmek i¢in aktif LBA kiiltiirlerinden 5 ml’lik LB
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stvi besiyerine tek koloni ekimi yapilarak, 37°C’de, 300 rpm’de bir gece boyunca

tiremeye birakilmistir.

Stire sonunda 99 ml LB besiyerine, gece kiiltiiriinden 1 ml asilanmistir. Yine 37°C’ de,
300 rpm’de inkiibe edilmistir. Hiicrenin logaritmik fazi ve yogunlugu elektrokomponent
hiicre hazirlamada 6nemli oldugundan, bakteri yogunlugu ODggy 0.5-0.7 oldugunda
(yaklasik 4-5x107 hiicre/ml), bu hiicreler 20 dk buz igersinde (0°C’de) bekletilmistir. 4
adet 25’er ml steril santrifiij tiipiinde, 0°C’de 4000 g’de 15 dk santriflij edilip
siipernatant dokiilmiistiir. Her tiipe 25’ser ml %10’luk soguk gliserol ilave edilip, 4000
g’de 15 dk 0°C’de santrifiij sonrasi iist faz dokiilmiistiir. Ardindan her tiipe 12.5 ml
%10’luk soguk gliserol ilave edilip, tiip sayisi ikiye indirilmis ve 4000 g’de 15 dk
0°C’de santrifiij sonrasi siipernatant dokiilmiistiir. Son olarak yine her iki tiipe ikiser ml
%10’luk soguk gliserol ilave edilip, tiip sayis1 teke disiiriilmiistiir. 4000 g’de 15 dk
0°C’de santrifiij edilip st faz dokiilmistiir. Son asamadan sonra tiipiin dibinde olusan
pelete 400 ul %10’luk soguk gliserol ilave edilip yeniden siispanse edilmistir.
Stispansiyon 50 pl olacak sekilde toplam 8 tiipe boliinmiistiir. Boylece hiicrelerin son

konsantrasyonu 4-5x10" hiicre/ml olacak sekilde 10° kat konsantre edilmistir.

3.2.12.2 Kimyasal kompetent hiicre hazirlanmasi

Steril 100 mM CaCl, hazirlanmis ve +4 °C’ de saklanmistir. Tek koloniden E. coli
DH50. ve E. coli BL21(DE3) aktif kiiltiirleri (37°C’de 300 rpm) hazirlanarak, ODggo 0.1
olacak sekilde 30 ml LB’ye asilanmistir. ODgop 0.4-0.5 araliginda oluncaya kadar
gelistirilen hiicreler sonrasinda 10 dk buzda bekletilmistir. Ardindan +4°C de, 4000 rpm
de 5 dk c¢oktiiriilmiistiir. Sonra pelet 10 ml CaCl, de ¢oziilmiis ve 30 dk buzda
bekletilerek, tekrar 4000 rpm de 5 dk santrifiij edilmistir. Sonrasinda pelet 2 ml CaCl,
de ¢oziilmiis ve 200 pl’lik tiiplere bolustiiriilerek, -80 °C’de bir gece muhafaza

edilmistir. Bu protokol sonrasinda hiicrelerin kompetentlikleri arttirilabilmistir.
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3.2.13 Klonlama amaciyla DrCA geninin E. coli DH5a konagina transformasyonu

3.2.13.1 Elektroporasyon

Calismalarin tamami1 soguk, buzlu ortamda yapilmistir. SOC besiyeri hari¢ diger tiim
malzemeler +4°C’de tutulmustur. Soguk ortamda, 2 pl rekombinant plazmid ile 40 ul E.
coli DH50 kompetent hiicre mikrosantrifiij tiipiinde nazikg¢e karigtirilmis ve 15 dk buzda
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda karisim sogukta bekleyen kiivete dokiilmiistiir.
Kontrol amaciyla yine 40 ul kompetent E. coli DH5a ile 2 pl distile su mikrosantrifiij
tiipiinde karistirildiktan sonra, sogukta bekleyen kiivete koyulmustur. Ardindan hemen
elektroporasyon ile 2.5 kV akim verilmis ve kiiltiire hizli bir sekilde oda sicakligina
getirilmig 1 ml SOC medium ilave edilip yavasca pipetleme yapilmistir. Sonra kiivet
igerisindeki hiicrelerin tamami almip cam tiipe aktarilmistir. 37°C’de calkalamali
inkiibatorde 1 saat inkiibe edilmistir. Siire sonuna hem plazmid aktarilmis hem de
kontrol grubu hiicreleri, bir giin onceden hazirlanmis Xgal, IPTG ve 50 pg/ml
kanamisin igeren LBA besiyerine ekilmis ve plakalar 37°C’de 15-18 saat inkiibe

edilmistir.

3.2.13.2 Kimyasal transformasyon

Calismalarin tamami soguk, buzlu ortamda yapilmistir. SOC besiyeri hari¢ diger tiim
malzemeler +4 °C’de tutulmustur. 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiiniin igerisine 2 ul
ligasyon {iriinii ve buz igerisinde ¢oziinmiis kompetent hiicreden 50 pl eklenmistir.
Kontrol i¢in ligasyon iiriinii yerine steril distile su kullanilmigtir. DNA ve hiicre karisimi
20 dk stireyle buzda bekletilmistir. Siire sonunda 42°C’lik su banyosunda 45 sn siireyle
karigtirmaksizin tutulmus ve hemen buz iizerine alimarak 2 dk buzda bekletilmistir.
Ardindan iizerine 950 pl SOC besiyeri eklenmis ve 37°C’de 150 rpm de ¢alkalayici
inkiibatorde 1.5 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda hem plazmid aktarilmig
hem de kontrol grubu hiicreleri, bir giin 6nceden hazirlanmis Xgal, IPTG ve 50 pg/ml
kanamisin iceren LBA besiyerine ekildikten sonra, plaklar 37°C’de 15-18 saat inkiibe

edilmistir.
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3.2.14 Plazmid DNA izolasyonu

Transformasyon sonrasinda Xgal, IPTG ve 50 pg/ml kanamisin iceren LBA besiyerinde
gelisen uygun koloniler segilerek 5 ml’lik LB’ye tek koloni ekimi yapilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda elektroporasyon sonucu plazmit aktarimi yapilan direk ekim
petrilerinde gozlenen mavi kolonilerden 50 pg/ml kanamisin igeren 5 ml’lik LB’ye tek
koloni ekimi yapilmistir ve 15 saat calkalayicili inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon bitiminde Plazmid DNA izolasyon Kiti (Gen Elute HP Plasmid Miniprep
Kit, Sigma NAO0150) kullanilarak E. coli DH5a plazmid DNA’lar saflastirilmistir.
Saflagtirilan plazmid DNA gen ekspresyonu ig¢in E. coli BL21(DE3) hiicresine
aktarilmadan 6nce drCA genini icerip icermedigini kontrol etmek amaciyla Sgfl & Pmel

restriksiyon enzimleriyle kesime ugratilip agaroz jelde goriintiilenmistir.

3.2.15 E. coli DH5a’dan izole edilen plazmid DNA’min kesimi ve kontrolii

E.coli DH5wo’dan izole edilen plazmid DNA’nin kesimi ve kontrolii i¢in Oncelikle
cizelge 3.9°de belirtildigi sekilde bir karisim hazirlanmistir. Uzerine 5 ul (200-500 ng)
plazmid DNA eklenmistir. 37°C’de 2 saat ve 65°C’de 10 dakika inkiibasyona

birakilmistir. %1°lik agaroz jelde yiiriitiiliip gortintlilenmistir

Cizelge 3.9 Sgfl ve pmei ile klonlar1 tarama protokolii

Reaktant Miktar (ul)
Steril Ultra Saf Su 10.5ul

5 X Flexi® Digest Buffer 4l
10x Flexi® EnzymeBlend (Sgfl&Pmel) 0.5ul
Son Hacim 15ul

3.2.16 Dizi analizi

E.coli DH5a hiicresine aktarilmis olan ve hiicreden plazmid DNA saflastirma kiti ile
saflagtirillan rekombinant plazmid vektor, klonlamanin basarili olup olmadigini

belirlemek amaciyla hizmet alim1 (Medsantek Ltd. Sir.) yoluyla DNA dizi analizine
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gonderilmistir. Dizi analizinde, klonlama ¢alismalarinda da kullanilan drCA genine 6zel
F:5’-GCGTGCGATCGCCATGGGGCGCAGGCTAGCGCGT-3’ ileri ve
R:5’CGAGGT TTAAACTTAGAGTGCGAGGTCGTCCTCGTCCA-3’ geri primerleri

kullanilmustir.

3.2.17 Ekspresyon amaciyla E. coli DH5a’dan izole edilen plazmid DNA’nin E. coli
BL21 (DE3)’e transformasyonu

Rekombinant proteinin ekspresyonu i¢in E. coli DH5a’dan izole edilen plazmid DNA,
E. coli BL21 (DE3) konagina aktarilmistir. Bu asamada daha once E. coli DH5a
konagina aktarilan plazmid DNA’nin transformasyon siirecinde (Boliim 3.2.13.1 ve
3.2.13.2) yiiriitilen ¢alismalar tekrarlanmistir. E. coli BL21 (DE3) konagina hem
elektroporasyon hem de kimyasal transformasyon yontemiyle plazmid DNA aktarimi

yapilmuistir.

3.2.18 Rekombinant protein ekspresyonu

3.2.18.1 IPTG kullanilarak drCA geninin indiiklenmesi

50 pg/ml kanamisin igeren LBA besiyerinde tireyen E. coli BL21 (DE3) konagina ait
rekombinant mavi koloniler segilip ayn1 konsantrasyonda kanamisin i¢eren 5 ml’ik LB siv1
besiyerlerine ekilmistir. 37 °C’de 200 rpm’de 15 saat siireyle gelistirilen hiicreler, 99 ml’lik
LB siv1 besiyerine 1 ml olacak sekilde asilanmustir. 37°C’de gelistirilen hiicrelerin 600
nm’deki optik yogunluklar1 0.6 oldugunda, drCA geninin en iyi ekspre edildigi IPTG
konsantrasyonunu  ve sicakligimi  belirlemek icin  farkli  sicaklik ve IPTG
konsantrasyonlarinda indiiksiyon denemeleri yapilmistir. indiiksiyondan once besiyerleri
yaklasik 5 dk kadar buzda bekletildi ve indiiksiyon sicakligina gelmesi saglandi. Ardindan
0.05 mM, 0.6 mM ve 2 mM konsantrasyonlarda IPTG ile 20°C, 25°C ve 30°C’lerde gen
indiiksiyonu denenmistir (Cizelge 3.10). IPTG ile birlikte besiyerine, son konsantrasyonu
0.05 mM olacak sekilde ZnSO, eklenmistir. Indiiksiyon siiresi sonunda her bir hiicre
kiiltiirinden 3’er 6rnek alindiktan sonra, drCA enziminin spesifik aktivite 6l¢timii ve SDS-

PAGE analizi yapilmak iizere -20°C de muhafaza edilmistir.
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3.2.18.2 Magic Media E. coli ekspresyon besiyeri kullanilarak drCA geninin ifadesi

E. coli BL21 (DE3) klonlarinin bulundugu petriden bir koloni alinip 1 ml Magic Media
(Invitrogen, V8603) igeren 15 ml’lik cam tiiplere inokiilasyon yapilmis ve 30°C ve
37°C’lerde 18 ve 24 saat inkiibe edilmis, siire sonunda 3’er adet 1 ml’lik ornek
alinmistir. Boylece bu besiyeri ortaminda IPTG kullanilmadan, dogrudan genin

indiiksiyonu besiyeri aracligiyla yapilabilmistir.

3.2.19 DrCA enziminin spesifik aktivitesinin belirlenmesi

IPTG kullanilarak drCA geninin indiiksiyonundan sonra alinan 1 mI’lik 6rneklerden 500
ul’si bir kismi1 dncelikle % 0.9 NaCl ¢ozeltisi ile ii¢ kez yikanmistir. Sonrasinda lizozim
icermeyen PBS tamponu ile muamale edilip homojenize edilmistir. Ardindan Lowry
yontemi (Lowry vd. 1951) ile protein miktar1 belirlenmistir (Cizelge 3.10). Orneklerin
kalan 250 pl’lik kismi 10.000 g’de 5 dk santrifiij edilmis ve {ist faz atilmistir. Pelet
tizerine lizis tamponu eklenerek, %35-45 amplitude’de 20 sn “on” 40 sn “off” seklinde
buz iizerinde toplam 5 dk siireyle sonikasyon yapilmistir. Sonikasyon sirasinda kopiik
olusmamasina dikkat edilmistir. Sonikasyonun basaris1 mikroskopla da gozlemlenmistir.
Sonike edilen ve intraseliiler hiicre igerigini kapsayan 6rnekler 0°C’de 15.000 rpm de 60
dk siireyle santrifiij edilmistir. Nihai olarak kullanilarak siipernatant intraseiiler drCA
hidrataz ve esteraz enzim aktivite Ol¢limleri yapilmistir. Elde edilen drCA aktivitesi
(U/ml) ve protein miktar1 (mg/ml) verilerinden yararlanilarak enzimin spesifik aktivitesi

(U/mg) hesaplanmustir.
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Cizelge 3.10 Uygulanan farkli sicakliklar ve IPTG konsantrasyonlari

Sicaklik (°C) IPTG Konsantrasyonu Indiiksiyon Siiresi
0.05 mM

20 °C 0.6 mM 15 saat
2 mM

0.05 mM

25°C 0.6 mM 15 saat

2 mM

0.05 mM

30 °C 0.6 mM 10 saat

2 mM

3.2.20 IPTG ile indiiksiyon sonrasi alinan 6rneklerin SDS-PAGE analizi

IPTG kullanilarak drCA geninin indiiksiyonundan sonra alman 1 ml’lik 6rneklerden
(Bolim 3.2.16) 15.000 g de 5 dk santrifiijden sonra elde edilen 250 pul’lik kisim, PMSF
(Fenil Metil Siilfonil Florid) ve lizozim igeren lizis tamponu ile muamele edilmis ve buz
tizerinde 30 dk siireyle inkiibasyona birakilmistir. Ardindan buz igerisinde %35-45
amplitude’de 20 sn “on” 40 sn “off” seklinde toplam 5 dk siireyle kopiik olusmasina
dikkat edilerek sonike edilmistir. Sonike edilen 6rnekler 0°C’de 15.000 rpm de 60
dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra hiicre i¢i enzim igeren siipernatant

SDS-PAGE ile analiz incelenmistir.

Laemmli 1970’e gore yapilan SDS-PAGE’de %8’lik yigma jeli ve %12’lik ayirma jeli
kullanilmistir. Enzim 6rnekleri, toplam hacim 100 pl olacak sekilde 1:1 oraninda 6rnek
tamponuyla karistirilmistir. Jele yiliklenecek numuneler 5 dakika siireyle kuru 1s1
(100°C’de) blogunda bekletilmistir. Soguyan numuneler mikropipet yardimiyla
kuyucuklara 20 pl olacak sekilde yiiklenmistir. Elektroforez gii¢ kaynagina baglanarak
strast ile 80 V ve 120 V da elektroforez islemi yapilmistir. 2 saat siireyle yliriitme islemi

gergeklestirilmistir.
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Ardindan jel oda sicakliginda, 20 dk siireyle sabitlestirme ¢ozeltisinde bekletilmistir.
Sonrasinda 2 saat siireyle Coomassie Brillant Blue boya ¢ozeltisiyle boyanmustir. Siire
sonunda jel, boya giderme ¢ozeltisine alinarak ¢ozeltiyi belirli araliklarla degistirmek
suretiyle jelin zemin rengi acilip protein bantlar1 belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti
icinde 30 dakika calkalanmistir. Son olarak bu c¢ozeltiden ¢ikarilan jel fotograflari

goriintiileme cihaziyla fotograflanmigtir.

3.2.21 Rekombinant proteinin saflastirilmasi

3.2.21.1 Magne GST Protein Saflastirma Sistemi ile rekombinant proteinin
saflastirilmasi

3.2.21.1.1 Hiicre lizisi

Hem Magic Medium hem de IPTG indiiksiyonu sonrasi sonike edilen numunelerden
rekombinant proteinin saflastirma islemi MagneGST Protein Saflagtirma Sistem kiti
(Promega, V8603) kullanilarak yapilmistir. Bu sistem Glutatyon-S-Transferaz (GST)
flizyon proteinlerinin kolay ve hizli bir sekilde saflastirilmasi igin tasarlanmistir.
Hareketsiz glutatyon paramagnetik partikiiller (MagneGST ™ Particles) ve manyetik bir
destek araciligiyla, GST-tag proteinin sonikattan dogrudan izole edilmesi saglanmigtir

(Sekil 3.4-3.5).

Saflastirma siirecinde Oncelikle ekspresyon sonrasi alinan 6rnekler dncelikle 15.000 g
de 5 dk santrifiij edilmistir. 1ml’lik kiiltiirden elde edilmis hiicre peleti protein
saflastirma kitinde bulunan MagneGST lizis tamponu (25 Mm Tris HCI’de hazirlanmis
10 mg/ml lizozim ¢6zeltisi) ile muamele edilmistir. MagneGST lizis tamponu miktari
hiicrenin ODgg degerine bakilarak belirlenmistir. ODgpp=1.000 i¢in 100 pl lizis
tamponu, ODgp=3.000 icin 300 pl lizis tamponu ilave edilmistir. Ardindan nazikge
pipetaj yapilarak karistirilmistir. Sonra RNAz igcermeyen DNAz’dan 2 pl eklenmistir.
Viskozitesi azalan ve daha ¢6ziiniir hale gelen numunenin GST-flizyon proteinlerinin

saflastirilmasi kolaylastirilmistir.
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Omek oda sicakliginda 30 dk siireyle calkalamali inkiibatdrde inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra buz igerisinde %35-45 amplitude’de 20 sn “on” 40 sn “off”
seklinde toplam 5 dk siireyle sonikasyon yapilmistir. Sonike edilen 6rnekler 0°C’de
15.000 rpm de 60 dk siireyle santrifiij edilmis ve siipernatantin 20 pl’si SDS-PAGE igin
ayrilmistir.  Geriye kalan yaklasik 200 pl Ornek, protein saflastirma islemi igin

kullantlmistir.

3.2.21.1.2 Partikiil dengeleme

MagneGST partikiilleri tamamen karistirilmis ve homojen hale getirilmistir. 1.5 pl’lik
santrifitij tiiptine 100 pl partikiil koyulduktan sonra tiip, manyetik destege yerlestirilmis
ve birkac¢ sn beklenmistir. Destekte yer alan miknatisin etkisiyle manyetik partikiiller,
tampondan uzaklastirllmis ve partikiiliin i¢ginde bulunan silipernatant, mikropipet ile
dikkatli bir sekilde tlipten uzaklastinlmistir. Sonrasinda tiip, manyetik destekten
ayrilmistir. Partikiillerin tizerine 250 pl MagneGST baglanma ve yikama tamponu (4.2
mM Na,HPOy, 2 mM K,;HPO,, 140 mM NaCl, 10 mM KCl) eklenmis ve bu tamponla 3
defa yikama islemi gergeklestirilmisti. Daha oOnce belirtildigi {lizere bu asamada
destekte bulunan miknatisin manyetik partikiilleri ¢ekme giiciinden yararlanilmigtir

(Sekil 3.4).

Manyetik izolasyon Stipernatantin verni
123, yikamalar bir tiipe transferi
manyetik partikailler Eliisyon tamponu T

H ve hilcre lizati ekdenmesi I

1" \‘ / i‘ul.:\‘ l / Iﬂk’:

Hiicre lizatt protein partikiillere \
baglanit

Sekil 3.4 MagneGST Protein Saflastirma kitindeki (Promega V8603) manyetik partikdiller ile
protein saflagtirma basamaklari
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3.2.21.1.3 Baglanma

Yikamadan sonra, yikama tamponundan 100 upl’si almip partikiiller dikkatlice
karigtirilmistir. Daha 6nce hazirlanmis olan hiicre lizatindan 200 pl partikiillerin {izerine
eklenmis ve karigmasi saglanmistir. Hiicre lizat1 ve partikiil hacmi, toplam hacim 300 pl
olacak sekilde ayarlanmustir. Hazirlanan karisim galkalayicida, +4°C’de 30 dk siireyle
inkiibe edilerek, calkalama sirasinda partikiillerin tlipiin dibine ¢okmesine engel

olunmustur. Boylece proteinin baglanma etkinligi arttirilmistir.

3.2.21.1.4 Yikama

Inkiibasyondan sonra tiipler manyetik destege yerlestirilmis ve siipernatant dikkatli bir
sekilde uzaklastirilmigtir (Sekil 3.4). Siipertanat SDS-PAGE ig¢in -20°C’de saklanmustir.
Ardindan tiip destekten alinip igerisine 250 pl yikama tamponu eklenip, oda
sicakliginda 5 dk alt iist edilerek inkiibe edilmistir. Tiip tekrar manyetik destege
yerlestirilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Siipertanat SDS-PAGE igin -20°C’de
saklanmugtir. Tiip tekrar destekten alinip, igerisine 250 ul yikama tamponu eklenmistir.
Dikkatlice pipetleme yapilip inkiibasyon yapilmadan manyetik destege yerlestirilip,

slipernatant yeniden uzaklastirilmis ve toplamda 3 kez yikama islemi yapilmistir.

3.2.21.1.5 Proteinin eliisyonu

Son yikamadan sonra partikiil bulunan tiipe 200 pl eliisyon tamponu eklenmistir.
Karisim ¢alkalayicida, +4°C’de 15 dk siireyle inkiibe edilmistir. Tiip manyetik destege
yerlestirilip, partikiillerin uzaklastigin1 goriinceye kadar burada tutulmustur. Sonra
stipernatant dikkatle temiz bir tlipe alinmistir. Bu GST-flizyon proteinini igeren drnege

eliisyon islemi iki kez tekrarlanmistir.
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D—- glutatyon glutatyon-S g,%)

transferaz
Baglanma

O—glutatyon — glutatyon-S @
transferaz
Elusyon kglutatyon

glutatyon-S

glutatyon

Sekil 3.5 GST-tag iceren fiizyon proteininin saflagtirilmasi sirasinda gerceklesen olaylarin
sematik goriiniimii

TEV Proteaz

Tag -Gln-Asn-Leu-Tyr-Phe-Gln-Gly- rProtein

Sekil 3.6 Rekombinant proteini, tag kismina baglayan 7 amino asitlik dizisi ve bu flizyon
proteinde TEV proteazin etki ettigi yer gosterilmektedir.

3.2.21.2 GST-tag’in Pro-Tev Proteaz ile fiizyon proteininden ayrilmasi

Klonlanan enzimin ileri karakterizasyon c¢aligmalarinin yapilabilmesi i¢in enzimin GST-
tag kuyruksuz haline ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sebeple GST fiizyon proteini seklinde
bulunan drCA enziminin GST-tag kuyrugu, Pro-TEV Plus proteaz enzimi kullanilarak
kopartlmigtir. Pro-TEV Plus proteaz enzimi, (Promega V6101, 10.000 U/mg),
ENLYFQG amino asit dizisinde yer alan glutamin ve glisin veya serin arasindaki baga
yiiksek seviyede afinite gosteren proteolitik bir enzimdir (Dougherty ve Parks 1991,
Carrington vd. 1993). Calismada kullanilan Flexi™ vektor, klonlama bélgesinin yukari
yer alan ve saflastirma basamaklarinda 6nemli olan bu kesim bdlgesini ve GST dizisini

icerecek sekildtfggspOe tasarlanmistir (Sekil 3.6).
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Cizelge 3.11 ProTEV plus fiizyon proteini-tag koparma protokolii

Reaktant Miktar (ul/pg)
Niikleazsiz Ultra Saf Su 92 ul

Pro TEV Tampon, 20X Sl

100 MM DTT 1 ul
Fiizyon Protein 20 ug
ProTEV Plus Enzim (10U) 2 ul

Son Hacim 100 pl

Flizyon proteininin kesimi amaciyla c¢izelge 3.11°deki gibi hazirlanan reaksiyon
karisimi 30°C°de 2 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra reaksiyon
orneginden GST-tag kurugundan uzaklastirilmak lizere MagneGST kitinde anlatildig:
sekliyle, Bolim 3.2.21.1.2-3.2.21.1.5 kisimlar1 arasindaki yikama ve eliisyon
islemlerine tabi tutulmustur. Boylece tamamen saflastirilan enzim, daha sonraki SDS-

PAGE ve kismi karakterizasyon c¢alismalar1 yapilmak iizere -20°C’de saklanmustir.

3.2.22 Saflastirilan karbonik anhidraz enziminin optimum pH, optimum sicakhk
ve termostabilite isteginin belirlenmesi

pH’nin DrCA enzimi iizerindeki etkisinin aragtirilmasi amaciyla hidrataz aktivitesinde
kullanilan HEPES tamponu pH 8.0, pH 8.5, pH 9.0, pH 9.5, pH 10.0, pH 10.5 ve pH
11.0 seklinde ayarlanmis ve hidrataz enzim aktivitesi Sl¢limii yapilmustir. Sicakligin
DrCA enzimi iizerindeki etkisinin arastirilmasi amaciyla 0-70°C arahiginda sicaklik
degerler1 10’ar derece arttirilarak hidrataz aktivite Olgiimleri gergeklestirilmistir.
Istenilen sicakliklar, oda sicakligmin altinda ise buzdolabinda (+4°C ve +8°C), buz
banyosunda (0°C), oda sicakligmin iistiinde ise 1siticih ve sirkiilatorlii su banyosu
kullanilarak (20°C-70°C) uygun sicakliklara ayarlanmistir. Enzimin stabilitesini
belirlemek amaciyla; saf enzim ¢dzeltisi 30-70°C araliginda, sicaklik degerleri 5’er
derece farklilik icerecek sekilde bekletilmis ve bu numunelerden 7 saat siiresince, saat
bast Ornek alinmistir. Bu siire zarfinda aktivitelerdeki degisim oransal olarak
hesaplanmistir. Hi¢ sicaklikla muamele edilmemis 6rnek %100 olarak kabul edilmistir.

Deneyler ii¢ tekrarli olarak ylriitiilmustiir.
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3.2.23 Baz1 metal iyonlarinin ve Siilfonamid’in saf DrCA iizerine etkisi

Bazi metal iyonlarmin ve Siilfonamid’in DrCA enzimi lizerindeki etkisini belirlemek
amaciyla Mg+2, Mn*2 Ca*? zn*? iyonlarinin ve siilfonamidin farkli konsantrasyonlarda
cozeltileri kullanilarak enzimin hidrataz aktiviteleri belirlenmistir. % Aktivite grafigi
cgizilerek egri denkleminden ICsp (enzimin %50’sinin inhibe oldugu konsantrasyon)

degerleri hesaplanmustir.

Cizelge 3.12 Kullanilan metal iyonlarinin ve siilfanamidin ¢ozelti konsantrasyonlari

Madde Stok Cozelti Konsantrasyonu
Mg* 5mM
Mn*? 5mM
Ca* 5mM
Zn*? 5mM
Siilfonamid 10 mM
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4. BULGULAR

4.1 D. radiodurans R1 Gelisim Egrisi ve DrCA Enzim Uretimi Arasindaki iliskiye
Dair Sonuclar

D. radiodurans R1’in hiicre gelisim egrisini belirlemek amaciyla 72 saat siiresince her
saat bagi alinan orneklerden ODggo’de bulaniklik 6l¢iimii ve seyreltme plaka yontemiyle
koloni saymmi yapilmistir. 29. saat sonrasinda Oliim fazina gegis tam olarak
gozlendiginden seyreltme plaka ile hiicre sayimi sonlandirilmistir (Sekil 4.1 ve Cizelge
4.1). Sekil 4.3 hiicre biiyiime grafigine bakildiginda lag, log, duragan iireme fazlari
gozlemlenebilmektedir. Hiicrelerin 4. saate kadar lag fazinda, 10. saatte log faz1 ve
devaminda ise duragan faza gectigi goriilmektedir. ODgoo degerleri ile hiicre sayilari
arasinda duragan faza kadar bir korelasyon goriilmekle birlikte, sonrasinda ODggo
degerinde siirekli bir artig izlenmistir. Bu durum o6lim fazina giren hiicrelerde,
hiicrelerin parcalanmasi, hiicre igeriginde bulunan karatenoidlerin disar1 ¢ikmasi ve
aci8a cikan karatenoidlerin ODgo’de siirekli bir absorbans artisina neden olabilecegi
disiiniilmustiir. Sekil 4.2 hiicrenin TGY broth besiyerindeki 0. saat goriintiisii ve 66.
saat sonrasinda karatenoidlerin aciga ¢ikmasiyla besiyerinde olusan goriintii
goriilmektedir. Bulaniklik 6l¢timii ile elde edilen bu sonuglar, koloni sayim sonuglari ile
de paralellik gdstermistir (Cizelge 4.1). Ilk 4 saatlik log fazindan sonra, koloni sayis1 iki
katina ulasacak sekilde 10 saate kadar 285 x 10°® Cfu/ml degerine ulasmistir. En yiiksek

koloni sayim sonucu, 14-17. (510 x 10° Cfu/ml) saatler arasinda goriilmiistiir. 26.

saatten sonrasinda ise canli hiicre sayisinda dnemli bir diislis saptanmustir.

Sekil 4.1 D. radiodurans R1’in 15. Saatlik gelisimindeki seyreltme plaka ile koloni sayiminda
kullanilan petri goriintiileri
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Sekil 4.2 TGY broth besiyerine ekilen D.radiodurans’m sirastyla 0. ve 72. saatlerde elde edilen

s1v1 kiiltiirleri

Cizelge 4.1 D. radiodurans’a ait ODgy hm’deki absorbans degerleri, koloni sayimi ve
DrCA hidrataz aktivitesi sonuglar1 (pH 9.0, 25°C)

Saat | Absorbans CFU/mlI U/ml Saat Absorbans CFU/mlI U/ml
(x10° (x10°)
1 0.134 3.85 0.0026 25 2.595 305 0.0120
2 0.163 4.3 0.0030 26 2.646 254 0.0118
3 0.223 7.705 0.0036 27 2.671 218 0.0116
4 0.289 7.21 0.0042 28 2.675 197 0.0114
5 0.389 30.6 0.0046 29 2.676 174 0.0114
6 0.531 41 0.0050 30 2.760 0.0116
7 0.751 58.3 0.0056 31 2.811 0.0118
8 1.004 76.4 0.0062 32 2.815 0.0116
9 1.278 120 0.0068 33 2.834 0.0114
10 1.461 285 0.0074 34 2.839 0.0110
11 1.702 350.5 0.0080 35 2.858 0.0108
12 1.836 410 0.0100 36 2.861 0.0104
13 1.960 455 0.0108 37 2.878 0.0100
14 2.050 510 0.0112 38 2.898 0.0098
15 2.138 515 0.0112 39 2.909 0.0098
16 2.196 516 0.0122 40 2.939 0.0096
17 2.232 510 0.0122 41 2.930 0.0094
18 2.290 495 0.0124 42 2.944 0.0094
19 2.332 482 0.0126 43 2.987 0.0096
20 2.397 465 0.0128 44 3.002 0.0094
21 2.462 445 0.0128 45 3.014 0.0096
22 2.470 412 0.0128 46 3.027 0.0094
23 2.510 382 0.0128 47 3.059 0.0092
24 2.543 321 0.0126 48 3.061 0.009
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Sekil 4.3 D. radiodurans R1’in zamana bagl seyreltme plaka ve bulaniklik Slgiimii ile
olusturulmus gelisme egrisi grafigi.

Elde edilen koloni sayim sonuglar1 kullanilarak D. radiodurans R1’in hiicre sayisinin
iki katina ulagmasi i¢in gecen siire asagidaki formiile gore hesaplanmistir. Bu formiilde

15 ve 9. saatlerde dlgiilen; koloni sayim sonuclar1 (CFU/ml) kullanilmastir.

u; bliylime hizinin bir dl¢iisiidiir.

N; ve N,; Logaritmik faz igerisinden secilen iki noktadaki hiicre sayilar
t;; Ny hiicre sayisina ulasilan saat

to: No hiicre sayisina ulasilan saat

tp; Hiicre sayisinin iki katina ulagmasi i¢in gegen siire

InN; —InNy = u X (t; — ty)
In(515 x 10°) —In(120 x 10%) = u x (15 —9)

1,46 = X 6
u = 0,243 saat™?!
. In2
P
t 0693
0,243 saat™!
tp=2,85 saat

Bu hesaplamalara gore, D. radiodurans R1’1n TGY siv1 besiyerinde (32°C, pH 7.4)
hiicre sayisinin iki katina ulagmasi i¢in gereken siire, koloni sayim sonuglarina gore

2,85 saat olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.4 D. radiodurans R1’in zamana bagli olarak (pH 9.0, 25°C) olgiilen intraseliiler
aktivitesi

Hiicre biiylime egrisi olusturulmasi agamasinda 72 saat siiresince alinan numunelerden
bakilan drCA hidrataz aktivitesi sonuglari ¢izelge 4.1 ve sekil 4.4’de goriilmektedir. Bu
grafige bakildiginda, DrCA aktivitesi ilk 10 saat logaritmik olarak hiicre i¢inde
birikmektedir. drCA aktivitesi hiicre yogunlugu ile dogru orantili olarak ilk 20 saate
kadar artmaktadir. En yiiksek enzim aktivitesi 20-23. saatlerde 0.0128 (U/ml) olarak
Olclilmiistiir. Boliinme hizinda yavaslamanin basladigi 25. saatten itibaren ve buna baglh
olarak aktivitede bir miktar duraganlik ve sonrasinda bir miktar azalma goriilmektedir.

50. saatten sonra enzim aktivitesinde bir artig goriilmektedir.

4.2 D. radiodurans’a Radyasyon Uygulamasi Sonrasinda Olgiilen CA Aktivite
Miktarlan

D. radiodurans R1 hiicre kiiltiiriine gama kaynagi ile 100 Gy’dan baslayarak 100’er Gy
artacak sekilde 1000 Gy’a kadar radyasyon dozlar1 uygulanmistir. Ug tekrarli yapilan
deneyde radyasyon sonrasi DrCA hidrataz enzim aktivitesi belirlenmistir. Sekil 4.5’de
uygulanan dozlar (Gy) ve enzim aktivitesi (U/ml) sonuglar1 goriilmektedir. 800 Gy’a
kadar enzim aktivitesi siirekli artmakta; ancak bu noktadan sonra aktivitede hizli bir
diisiis gozlenmektedir. 1000 Gy’lik radyasyon dozu ile muamele sonrasi DrCA
enziminin aktivitesinde azalma gozlenmistir. D. radiodurans R1’in hi¢ radyasyon dozu

uygulanmayan kontrol grubunda hidrataz aktivitesi 0.024 U/ml bulunurken, 800 Gy
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radyasyon dozu ile muamele edilen grupta enzimatik aktivite artis1 bu degerin 5.4 katina
(0.129 U/ml) ulagmustir.

=
—
=

=
—
1+

=
—

0087

&
=
&

0,066

Aktivite (U/ml)
=]
o

0.05
0.03
0.02 Fo024

0 200 400 600 300 1000 1200
Radvasvon dozu (Gv)

Sekil 4.5 D. radiodurans hiicresine uygulanan radyasyon dozuna (Gy) bagli olarak (pH 9.0,
25°C) iirettigi DrCA hidrataz aktivite grafigi

4.3 Farkh pH Degerine Sahip TGYB Besiyerlerinde DrCA Aktivitesi Sonug¢lari

pH 5.0-9.0 araliginda degisen TGYB besiyerinde gelisen D. radiodurans kiiltiiriinden
1., 3., 5. ve 24. saatlerde alinan kiiltiirlerden hem bulaniklik dl¢timii (Cizelge 4.2) hem
de sonikasyon sonrasi DrCA hidrataz aktivitesi 6l¢iimil yapilmistir (Sekil 4.6). Cizelge
4.2’ye bakildiginda hiicre yogunlugunun en fazla oldugu degerler pH 6.75-7.75
arasindadir. Bu sonuca gore sekil 4.6’ya bakildiginda pH 6.75-7.75 araliginda DrCA
aktivitesi siirekli artmakta, 6zellikle 24. saatte diger pH degerlerine gore en yiiksek
degere ulagsmaktadir. Ortam sartlar1 bakterinin gelistigi optimum pH’dan uzaklastikca
enzim aktivitesinin arttig1, optimum pH’ya yakin aralikta ise, aktivitenin diisiik oldugu
goriilmektedir. Sonug olarak, D. radiodurans R1 susunun gelisebildigi pH aralig1 6.75-
7.75 araliginda olup, bakteri 32°C’de optimum gelistigi pH 7.0°de TGYB besiyerinde
24 saat gelistirildiginde 0.0098 U/ml olacak sekilde maksimum DrCA hidrataz enzim

aktivitesi gostermistir.
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Cizelge 4.2 D. radiodurans R1’in farkli pH’lardaki gelisimine ait bulaniklik dl¢iimii ile DrCA
hidrataz aktivitesi degerleri (pH 9.0, 25°C)

ODggo absorbans ve DrCA hidrataz aktivitesi degerleri

pH 1. saat U/ml 3. saat u/ml 5. saat u/ml 24, saat U/ml
5.00 0.078 0.00107 0.079 0.00146 0.080 0.00230 0.086 0.00312
5.25 0.073 0.00228 0.075 0.00290 0.077 0.00384 0.083 0.00460
5.50 0.073 0.00167 0.075 0.00218 0.076 0.00307 0.082 0.00386
5.75 0.075 0.00465 0.073 0.00512 0.075 0.00555 0.081 0.00621
6.00 0.075 0.00464 0.073 0.00472 0.071 0.00509 0.080 0.00550
6.25 0.073 0.00432 0.074 0.00461 0.073 0.00553 0.084 0.00620
6.50 0.075 0.00336 0.072 0.00454 0.077 0.00612 0.085 0.00652
6.75 0.084 0.00220 0.103 0.00503 0.146 0.00644 1.608 0.00706
7.00 0.085 0.00128 0.101 0.00453 0.124 0.00656 1.610 0.00989
7.25 0.084 0.00068 0.097 0.00426 0.115 0.00713 1.428 0.00826
7.50 0.087 0.001300 | 0.094 0.00388 0.104 0.00550 1.296 0.00776
7.75 0.086 0.001520 | 0.093 0.00220 0.109 0.00466 1.006 0.00661
8.00 0.079 0.001933 | 0.079 0.00246 0.081 0.00274 0.086 0.00515
8.25 0.078 0.002640 | 0.082 0.00312 0.082 0.00333 0.084 0.00413
8.50 0.077 0.003527 0.084 0.00306 0.081 0.00223 0.084 0.00326
8.75 0.076 0.003789 | 0.081 0.00320 0.083 0.00194 0.087 0.00260
9.00 0.083 0.002047 0.084 0.00258 0.084 0.00223 0.085 0,00249
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Sekil 4.6 D. radiodurans R1’in farkli pH’lardaki TGYB besiyerinde tiremesine bagli olarak (pH
9.0, 25°C) olusturdugu DrCA hidrataz aktivitesi grafigi
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4.4 Primer Tasarim ve Biyoinformatik Calisma Sonuclar

D. radiodurans R1 bakterisinin B-CA familyasina ait karbonik anhidraz enziminin
(DrCA) DR_2238 kodlu geni, NCBI (National Center for Biotechnology Information)
veri tabanindaki (GenBank aksesyon numarasi: AE000513.1) dizilimi temel alinarak
primer tasarimi yapilmistir. Tasarlanan primerler BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) tarama motoru ile genom igerisinde karsilagtirmali olarak incelenmistir.
Boylelikle tasarlanan primerlerin genomun igerisinde spesifik olmayan herhangi bir
bolgeye tutunmadigi belirlenmistir. Sekil 4.7°de sirasiyla ileri ve geri primerlerin
BLAST da arama sonucu gosterilmektedir. Klonlama yapilacak hedef DrCA geni, D.
radiodurans R1’de 795 bg¢ wuzunlugundadir. Tasarlanan ileri primer (F:5’-
GCGTGCGATCGCCATGGGGCGCAGGCTAGCGCGT-3’) bu genin  2232061-
2232081 bazlari, geri primeri (R: 5’CGAGGTTTAAACTTAGAGTGCGAGGTC
GTCCTCGTCCA-3’) ise 2232830-2232855. bazlar1 ile baz eslesmesi yapmaktadir.
Segilen primerler ile drCA geninin kromozom-1’de bulundugu pozisyon olan 2232061.
bazdan, 2232855. baza kadar %100 dogrulukta cogaltilabilecegi belirlenmistir. ileri
primer expect degeri 4x10°°, geri primerin expect degeri ise 5x10™° olarak
hesaplanmistir. Bu da drCA geninin c¢ogaltilmast i¢in segilen primerin yiiksek

spesifiklikte baglanabilecegine dair 6n bir bilgi vermistir.
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Sekil 4.7 Tasarlanan ileri ve geri primerlerin D. radiodurans R1 genomundaki olasi baglanma bolgelerinin belirlenmesi i¢in yapilan BLAST daki




4.5 PCR ile Gen izolasyonu

D. radiodurans R1’in genomik DNA’sindan tasarlanan primerler kullanilarak DrCA

geni PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilmistir.

Klonlanan drCA geninin boyutu 795 bg¢’dir. Ancak PCR ile amplifiye edilen genin
boyutu 820 bp’dir. Bunun nedeni ileri-geri primerler ve restriksiyon kesim bdolgeleri
eklendiginde genin boyut olarak artmasindandir. Hem Pfu hem de Tag DNA polimeraz
ile yiritilen Gradient PCR sonuglarinin agaroz jel goriintiileri sekil 4.8’de
goriilmektedir. Her iki sekilde de amplifikasyon iirlinlerinin olusturdugu bantlarin
tamami yaklagik olarak 0.8-0.9 kb araligina denk gelmektedir. Pfu enzimi i¢in en parlak
bant 45 °C’de, Taq enzimi icin ise 60.9 °C’de secilmistir. Sonraki ¢alismalar i¢in Pfu
enzim {iriinii kullanilmigtir. Nedeni, Pfu DNA polimerazin, Taq DNA polimeraza gore
daha hizli ve daha yiiksek dogrulukta sentez yapmasi ile amplifikasyon sirasinda
ekzoniikleaz aktivitesi gostermesidir. Dolayisiyla, Pfu DNA Polimeraz ile 45 °C’de
PCR iiriinii olusturulmus ve amplikon Gen Elute PCR Clean-Up kitinden gecirildikten

sonra klonlama iglemi i¢in kullanilmistir.
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45°C 46.4°C 49.4°C 50,8°C 52°C 52°C 54.8°C 57,5°C 60,9°C 63,6°C 635.2°C 66°C

Sekil 4.8 Pfu (A) ve Tag (B) DNA Polimeraz ile yapilan Gradient PCR {irlinlerinin agaroz jel
goriintiisii (DNA standardi; NEB, N3200S)
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4.6 DrCA geninin pFN2K (GST) Flexi Vektoriine Klonlanmasi

Klonlamada kullanilan restriksiyon enzimlerinin (Sgfl&Pmel) kesimi ve ligasyonda
kullanilan T4 DNA ligaz ile 2X Flexi ligaz tamponunun aktivitesi Oncelikle test
edilmistir. Sekil 4.9°deki agaroz jel goriintiisiinde pFN2K vektoriiniin  Sgfl&Pmel
enzimleriyle kesime ugratilmas: sonucunda, DrCA geninin vektore aktarilacagi yer olan
barnaz (335 bg) geninin bulundugu bolgeden kesilip uzaklastirildigi goriilmektedir.
Ligasyon sonucunda ise barnaz geninin, vektorde bulunan yerine tekrar baglandigi net
bir sekilde goriilmektedir. Bu sonuglarla restriksiyon enzimleri, T4 DNA ligaz ve 2X

Flexi ligaz tamponunun aktivitesinde herhangi bir sorun olmadigi teyit edilmistir.

& ] Ligasyon yapilan

PFN2K vektor(
k" Ligasyon yapilan

pFN2K vektor(

C . Kesim yapiimis

Bamnaz Geni $ PFN2K vektord

Barnaz Geni . Kesim yapiimis
pFN2K vektort

<: PFN2K vektoru

0,3kb 0,5kb

3.0kb 4.0 5.0kb

Sekil 4.9 Vektoriin kesim ve ligasyon kontrolil sonras1 agaroz jel goriintiisii (DNA Standard;
NEB, N3200S)

Pfu DNA polimeraz ile yapilan PCR sonucuna gore belirlenen PCR iirlinii, Sgfl&Pmel
restriksiyon enzimleriyle kesime ugratildiktan sonra, ligasyon yapilmis ve hem
elektroporasyon hem de kimyasal transformasyon yolu ile kompetent E. coli DH5a
konagina aktarilmistir. Ardindan IPTG, Xgal ve 50 pg/ml kanamisin igeren LBA

petrilerinde  inkiibe  edilmistir.  Gerek  kimyasal transformasyon  gerekse
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elektroporasyonla aktarim denense de, sadece elektroporasyon sonucu plazmid DNA
aktarimi yapilan besiyerlerinde koloni olusumu gézlenmistir (Sekil 4.10). Mavi renkli
insert DNA’y1 aldig1 diisiiniilen kolonilerden 3 tanesi secilerek 50 pg/ml kanamisin
iceren 5 ml’lik LB’lere tek koloni ekimi yapilmig ve 15 saat galkalayicili inkiibatorde
inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 4.10 E. coli DH5a0 klonlarinin sirasiyla LBA’da ve LB’de goriinimii

Bu E. coli DH5a klon kiiltiirlerinden saflastirilan plazmid DNA’lar, gen ekspresyonu
icin E. coli BL21 (DE3) hiicresine aktarilmadan once, drCA genini igerip
icermediklerini kontrol etmek amaciyla restriksiyon enzimleriyle kesime ugratilmis ve
sonuglar sekil 4.11 agaroz jelde goriintiilenmistir. Sekil 4.11°e bakildiginda, 335 bg’lik
barnaz geni yerine insert edilen 820 bg¢’lik (restriksiyon enzim kesim bolgeleri dahil)
drCA genini tasiyan plazmid vektoriin kesilmemis hali ile Sgfl/Pmel restriksiyon
enzimleriyle kesime ugratildiktan sonraki vektoriin ve drCA geninin ayr1 ayri olan
bantlar1 goriilmektedir. Restriksiyon enzimleriyle kesim sonrasinda plazmid vektoriin
barnaz geni yerine DrCA genini icerdigi ve bdylece transformasyonun basarili oldugu
ispatlanabilmistir. Béylece DrCA geni igeren vektor ilk konagi olan E. coli DH5a

konagina klonlanabilmistir.
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Sekil 4.11 E. coli DH5a’dan izole edilen plazmid DNA’nin restriksiyon kesim sonrasi jel
goriintiisii (DNA standardi NEB, N3200S)

4.7 Dizi Analizi

Klonlamanin basarili ve dogru bir sekilde gerceklesip gerceklesmedigini belirlemek
amaciyla, E. coli DH5a’dan izole edilen plazmid DNA’ya, dizi analizi (Medsantek Ltd.
Sirk.) yaptirilmistir. Her ne kadar spesifik primerler kullanilsa da, PCR’a dayali
amplifikasyonlarda yanlis hibridizasyonlar olabileceginden ve daha sonraki ekspresyon
caligmalarinda kullanilacak olan Ag¢ik Okuma Cergevesinde (ORF) DNA polimeraz
kaynakl1 olusabilecek tesadiifi mutasyonlarin varliginin kontrol edilmesi adina, dizileme
asamasi onem arz etmektedir. Elde edilen DNA dizi analizi sonuglari, NCBI (National
Center for Biotechnology Information)’a ait internet adresi kullanilarak biyoinformatik
caligmalarla incelenmistir. Dizi analizinden elde edilen genin biiyiikliigii, restriksiyon
kesim bolgeleri de dahil orijinal drCA genine benzer sekilde 820 bg¢ olarak
belirlenmistir. Ayrica, PCR’a dayali olarak herhangi bir mutasyon olusmadigi,
klonlanan genin D. radiodurans R1 genomundaki orijinal DrCA genine % 99’un
tizerinde dizi benzerligi gosterdigi teyit edilmistir (Sekil 4.12). Ayrica Blast sonucu ek

1’de verilmistir.
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b) Geri Primer

Sekil 4.12 DNA dizi analizi sonucu elde edilen dizinin sirasiyla a) ileri ve b) geri primerlerle
okunmasi sonrasi D. radiodurans R1 genomu ile yapilan karsilastirmali NCBI

BLAST tarama sonucu

4.8 E. coli DH50’dan izole Edilen Plazmidin E. coli BL21 (DE3) Konagma
Aktarimi

Tezin ana hedefi olan enzimin saflastirilmast asamasinda kullanilacak olan ve

klonlamada ekspresyon konagi olarak bilinen E. coli BL21 (DE3) susunun plazmid

stabilizesi diisiik oldugundan, bir sub-klonlamaya ihtiya¢ duyulmustur. Bu nedenle

E.coli

DH50 hiicresinden

izole edilen

rekombinant plazmid vektdr,

ekspresyonunda daha basarili oldugu bilinen E. coli BL21 (DE3) konagina ikinci kez

klonlanmistir. E. coli BL21 (DE3) konagina hem elektroporasyon hem de kimyasal

transformasyon yontemiyle plazmid vektoriin aktarimi yapilmistir. IPTG, Xgal ve 50

ng/ml kanamisin iceren LBA petrilerinde inkiibasyon sonrasinda, E. coli DH5a’da

yiriitillen klonlamanin aksine, bu sefer kimyasal transformasyonla plazmid DNA

aktarimi yapilan besiyerlerinde mavi renkli rekombinant geni iceren koloniler

gbzlenmistir (Sekil 4.13).

87

protein



Sekil 4.13 E. coli BL21 (DE3) klonlarinin LBA’daki goriintiisii

4.9 Rekombinant DrCA Enziminin Spesifik Hidrataz Aktivitesinin Belirlenmesi

Rekombinat plazmidin vektoriin E.coli BL21 (DE3) hiicresine aktarilmasindan, drCA
geninin en iyi ifade edildigi IPTG konsantrasyonunu ve sicakligini belirlemek icin, E.
coli. BL21 (DE3)’le farkli sicaklik ve IPTG konsantrasyonlarinda indiiksiyon
yapilmigtir. Indiiksiyon siiresi sonunda 3 tekrarli calisilan drneklerin spesifik hidrataz

aktivitesi belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3’de sunuldugu tizere, 3 farkli sicaklik ve IPTG konsantrasyonunda drCA
enziminin spesifik hidrataz ktivite sonuglart goriilmektedir. Sonuglar ayrica sekil
4.14°de grafik halinde sunulmustur. Bu sonucglara gore en iyi aktivite 25°C’de ve 0.6
mM IPTG konsantrasyonunda goriilmektedir. Aktivite sonuglarma bakildiginda,
belirlenen bu sicaklik ve siiredeki indiiksiyonun (0.109 U/mg), kontrole kiyasla (0.036
U/mg) cok yiiksek enzim {liretimine sebep oldugu belirlenmistir. 20°C’de yeterli
ekspresyonun saglanamadig1 ve buna bagh olarak diisiik bir aktivite gortildiigii, 30°C’de
ise IPTG konsantrasyonun artmasiyla birlikte hiicreler {izerinde toksik etki

olusturabilecegi ve bunun da aktivitede bir diislise neden oldugu sdylenebilir.
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Cizelge 4.3 Sicaklik ve IPTG konsantrasyonlarina bagh olarak (pH 9.0, 25°C) élgiilen pFN2K:
DrCA’nin Spesifik hidretaz enzimin Aktivite Sonuglari

insliicigﬁlslyg?n IPTG konsatrasyonu (mM) Aktil:iliitclg?t(ajlml) S/gekiiit/iil:el_?glﬁsz
0.05 0.024 0.033
20°C 0.6 0.026 0.031
2 0.03 0.035
0.05 0.03 0.030
25°C 0.6 0.094 0.109
2 0.026 0.030
0.05 0.076 0.095
30°C 0.6 0.048 0.071
2 0.024 0.029
Kontrol 0 0.022 0.036
0.12 25 °C
0,1
g 0,08
2
@ 0,06
=
f( 0,04 20°C
0,02
0
0 0,5 1 15 2,5
[IPTG] (mM)

Sekil 4.14 pFN2K: DrCA Ekspresyonunun Optimizasyonu i¢in farkli sicaklik ve IPTG
konsantrasyonlarinda (pH 9, 25°C) 6l¢iilen DrCA hidrataz aktivitesi degerleri

IPTG ile indiiksiyon sonrasi enzim aktivitesi Ol¢iilen numuneler ayni1 zamanda SDS-

PAGE ile de analiz edilmistir (Sekil 4.15). Klonlanan drCA geni, GST-tag ile birlikte

bulundugundan sentezlenen protein de bir fiizyon proteinidir. Proteinin toplam molekiil

agirligr 54 kDa’dur. (drCA; 28 kDa, GST-tag; 26 kDa). Bu calisma da, kontrol olarak

rekombinant plazmid aktarilmamis yabanil tip E.coli BL21 (DE3)’lin protein profili

kullanilmistir (Hat K). Protein standardinda, 50 kDa olan protein bandiyla yaklasik
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olarak ayni hizada bulundugu diisiiniilen goriilen protein bandinin, kontrol 6rneginde
bulunmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.15). Yine en koyu ve yogun bantlar 25 °C’de yapilan
indiiksiyonlara ait 6rneklerde (Hat 4, 5 ve 6) goriilmektedir. Elde edilen bu sonuglarla

spesifik enzim aktivitesi sonuglar1 arasinda bir korelasyon oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.15 IPTG indiiksiyonu sonrasi numunelerin SDS-PAGE goriintiisii

Hat 1-9: 20 °C-0.05mM IPTG, 20 °C-0.6 mM IPTG, 20 °C-2 mM IPTG, 25 °C-0.05 mM IPTG, 25 °C-
0.6 mM IPTG, 25 °C-2 mM IPTG, 30 °C-0.05 mM IPTG, 30 °C-0.6 mM IPTG, 30 °C-2 mM IPTG, K:
Kontrol, klonlama yapilmamis yabanil tip E. coli BL21 (DE3) konagi, M: Protein Standardi:
(Thermofisher, 26616)

4.10 Rekombinant Proteinin DrCA Enziminin Analizi

Bolim 4.10°da anlatildign iizere rekombinant E. coli BL21 (DE3) konagi LB
besiyerinde 25°C’de, 0.6 mM IPTG varhiginda indiiklenerek en yiiksek enzim aktivitesi
degeri gostermektedir. Magic Media besiyerinde 30°C’de 18 saat gelistirildiginde,
rekombinant konak hi¢bir indiiksiyona ihtiyag duymadan DrCA enzimini
iiretebilmektedir. Bu sebeple, rekombinant enzim saflastirilmadan 6nce LB indiiksiyon
yapilmadan dogrudan besiyerinde Magic Media besiyerinde 30°C’de 18 saat

gelistirildikten sonra saflagtirilmistir.

4.10.1 MagneGST ile rekombinant proteinin saflagtirilmasi

MagneGST protein saflastirma sistemi ile saflastirilan rekombinant DrCA enziminin,

saflagtirma sonucu elde edilen orneklerinin SDS-PAGE analizleri yapilmistir. Daha
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once de belirtildigi iizere, klonlanan DrCA geni, GST-tag ile birlikte bir flizyon proteini
seklinde bulunmaktadir. Proteinin toplam agirligi 54 kDa’dur. (drCA; 28 kDa, GST-tag;
26 kDa). Sekil 4.16’da SDS-PAGE jel goriintiisii goriilmektedir. Buna goére protein
standardindan sonra gelen ilk ii¢ bant, saflastirma sirasinda yikama asamalarina ait
orneklerdir. 4, 5 ve 6. hatlar, protein lizatlarina ait bantlar, 7 ve 8. hatlar ise nihai
elisyon Ornekleridir. Beklenildigi {izere saf enzim tek bir protein bandi vermistir ve bu
da, GST-tag kuyrugu ile kombine 54 kDa’lik DrCA flizyon proteininin bilinen

molekiiler agirligi ile esit molekiil agirligina sahiptir.

Beta-CA + GST
(28 kDa + 26 kDa)

Sekil 4.16 Magic besiyeri kullanilarak 30°C’de 18 saat gelistirilen rekombinant E. coli BL21
(DE3)’e ait DrCA’nin saflagtirilmasi sirasinda elde edilen 6rneklerin SDS-PAGE
goruntusu

Hat 1-3: Yikama &rnekleri 4-6: Lizatlar 7-8: Eliisyon ornekleri, M: Standart (New England Biolabs,
P7712S).

4.10.2 GST-tag Pro-Tev Proteaz ile DrCA’nin fiizyon proteininden ayrilmasi

GST flizyon proteini seklinde bulunan DrCA enziminin GST-tag kuyrugu, Pro-TEV
Plus proteaz enzimi kullanilarak koparilmis ve reaksiyon 6rnegi yeniden MagneGST’ye
tabi tutulmustur. Saflastirma isleminde daha once 3.2.21°de ayrintili bir sekilde
aciklanan protokol aynen uygulanmis ve GST-tag kuyrugu uzaklastirilmis enzim saf
halde elde edilmistir. Bu islem sonrasi yapilan SDS-PAGE analizi sonucunda, protein

standardindan sonra gelen 2. hattaki, ilk indiiksiyon sonrasi ekstrakttan elde edilen
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proteinlerin tamami goriilmektedir. 3. hatta GST-tag ile birlikte bulunmakta olan DrCA

fiizyon proteini goriilmektedir.

Bu flizyon proteinin toplam molekiil agirhigr 54 kDa’dur (drCA; 28 kDa, GST-tag; 26
kDa). 4. hatta ise GST-tag’in Pro-TEV Plus proteaz enzimi kullanilarak koparilmasinin
ardindan MagneGST ile muamele edilen reaksiyon 6rneginin eliisyonundan sonra elde
edilen saf DrCA proteini (DrCA; 28 kDa) goriilmektedir (Sekil 4.17). Saflagtirilan bu
son protein fraksiyonundaki hidrataz aktivitesi ise (pH 9.0, 25°C) 0.089 U/ml olarak

Olgiilmiistiir.

1 2 3 a

Sekil 4.17 GST-tag flizyon proteini ve GST-kuyrugun Pro-TEV proteaz ile kesimini takiben
yapilan MagneGST saflagtirmasi sonucu elde edilen saf DrCA proteininin SDS-
PAGE goriintiisii

1: Protein Standardi (New England Biolabs, P7712S), 2: Ham ekstrakt, 3: GST-Tag-DrCA fiizyon
proteini, 4: Saf DrCA enzimi
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4.10.3 Intraseliiler rekombinant DrCA enziminin saflastirilma calismasma ait
sonuclar

Hiicre i¢i rekombinant DrCA enziminin MagneGST saflagtirma kiti kullanilarak elde
edilen her saflastirma basamagindan aliman numunelerin saflagtirma verimi ve

katsayisina ait degerler ¢izelge 4.4’de sunulmustur.

Rekombinant DrCA enzimi son eliisyon neticesinde, % 94.68 verimle 4945 kat
saflastirilabilmistir. 25°C’de 0.6 mM IPTG konsantrasyonunda gelistirilen E. coli BL21
konagmin ham ekstraktindaki spesifik hidrataz aktivitesi 0.109 U/mg olarak
hesaplanirken, saflastirilan enzimin spesifik hidrataz aktivitesi degeri 0.539 U/mg
olarak bulunmustur (Cizelge 4.4). Bu sonucu gore de ekspresyon icin kullanilan ikinci
E. coli BL21 konaginin hedef enzimi indiiksiyon sonucunda yiiksek oranda ifade ettigi

ve klonlamanin bagarili oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.4 DrCA enziminin saflastirma basamaklari

Numune Hidrataz | Toplam | Protein | Toplam Toplam Spesifik % Saflastirma
tiirii Aktivitesi hacim (mg/ml) | protein aktivite hidrataz verim katsayis1
(U/ml) (ml) (mg) aktivitesi
(U/mg)
Ham 0.094 0.200 0.861 0.1722 0.0188 0.109 100 1.0
Ekstrakt
1. yikama 0.011 0.250 0.544 0.136 0.00275 0.0202 - -
2. yitkama 0.004 0.250 0.010 0.0025 0.001 0.4 - -
3. yikama 0 0.250 0 0 0 0 - -
Eliisyon 0.089 0.200 0.165 0.033 0.0178 0.539 94.68 494.5

NOT: Saflasgtirma basamaklar1 agagida verilen formiillere gore hesaplanmustir.
Toplam protein (mg) = Protein (mg/ml) x Hacim (ml)
Toplam aktivite (U) = Enzim aktivitesi (U/ml/min) x Hacim (ml)
Spesifik aktivite (U/mg) = Toplam aktivite/Toplam protein
Verim (%) = Toplam aktivite/Ham ekstraktin toplam aktivitesi
Saflastirma katsayis1 = Spesifik aktvite/Ham ekstraktin spesifik aktvitesi

4.10.4 Saflastirilan DrCA enziminin hidrataz aktivitesinin optimum pH, optimum
sicaklik ve termostabilite degerlerinin belirlenmesi

pH’nin DrCA enzimi tizerindeki etkisinin aragtirilmasi amaciyla hidrataz aktivitesinde

kullanilan HEPES tamponu pH 8.0, pH 8.5, pH 9.0, pH 9.5, pH 10.0, pH 10.5 ve pH
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11.0 seklinde ayarlanmis ve hidrataz enzim aktivitesi Ol¢iimii yapilmis ve sonuglar
grafik halinde sekil 4.18’de sunulmustur. Buna gore saf enzim pH 8.0°de, 30°C’de
0.087 U/ml olacak sekilde en yiiksek hidrataz aktivitesi géstermistir. Enzim pH 9.5 ve
sonrasindaki degerlerde ise goreceli olarak aktivitesinin %50’sini kaybetmeye

baslamistir.

Sicakhigin saf DrCA enzimi iizerindeki etkisinin arastirilmasi amaciyla 0-70°C
arahgmdaki sicakliklar ve termostabilite c¢alismalarinda ise 30-70°C araligindaki
sicaklik degerleri kullanilmis olup bu sonuglarla iliskili grafikler sekil 4.19 ve 4.20°de
sunulmustur. Enzimin aktivite gosterebildigi sicaklik degerleri 10 ile 55°C arasinda
bulunmustur ve yine sekil 4.19’a bakildiginda enzimin optimum sicakligmm 30°C
oldugu (0.084 U/ml), bu sicakligin {iizerindeki ve altindaki sicakliklarda enzim

aktivitesinin diistigi goriilmektedir.

Sicakligin artmasiyla birlikte enzimin ii¢ boyutlu yapisinda meydana gelen
denatlirasyon enzimi yine inaktif hale getirmektedir. Termostabilite c¢aligmasinin
sunuldugu sekil 4.20’ye bakildiginda ise, farkli sicakliklarda 7 saat siiresince tutulan

enzimin aktivitesinde meydana gelen degisim bagil aktivite cinsinden (%) sunulmustur.

Hig sicaklikla muamele edilmemis enzim aktivitesi %100 olarak kabul edildiginde, en
az degisimin oldugu sicaklik, 30°C olarak belirlenmistir. Yani enzimin, 7 saat siiresince
aktivitesini en iyi korudugu sicaklik 30°C’dir. Aktivitenin en fazla degisime ugrayarak
aktivite diisiisiiniin en yiiksek oldugu sicaklik ise 70°C olarak belirlenmistir. Ayrica
enzimin 50°C’de 7 saat tutuldugunda aktivitesinin %350’sini kaybettigi goriilmiistiir.

Sonug olarak rekombinant DrCA enzimi 30 ila 50 °C arasinda stabilitesini korumustur.
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Sekil 4.18 Rekombinant DrCA enziminin farkli pHdegerlerinde gosterdigi hidrataz aktivitesi
grafigi
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Sekil 4.19 Rekombinant DrCA enziminin farkli sicaklik degerlerinde (pH 9.0, 25°C) gosterdigi
hidrataz aktivitesi grafigi
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Sekil 4.20 Rekombinant DrCA enziminin (pH 9.0, 25°C) farkli sicaklik degerlerinde
termostabilitesini gosteren hidrataz aktivitesi grafigi

4.11 Bazi metal iyonlarmin ve Siilfonamid’in saf DrCA iizerine etkisi

Bazi metal iyonlarmin ve Silfonamid’in DrCA enzimi iizerindeki etkisini belirlemek
amaciyla Mg+2, Mn+2, Ca+2, Zn*? iyonlarmin  ve  siilfonamidin  farkl
konsantrasyonlardaki ¢6zeltileri kullanilmis ve rekombinant DrCA enzimi tizerindeki
etkileri Dbelirlenmistir. Sonuglar sekil 4.21-4.25°de % aktivite grafigi halinde
sunulmugtur. Artan konsantrasyonlardaki siilfonamidin hidrataz aktivitesini kademeli
olarak diisiirdiigii ve bir inhibitér olarak davrandigi goriilmistir (Sekil 4.21).
Stilfonamid konsantrasyonlarina bagli olarak azalan egri denkleminden siilfonamidin
ICs0 degeri 0.25 mM olarak hesaplanmistir. 0.40 mM siilfonamidin enzim aktivitesini %
75 oraninda diigiirdiigii saptanmistir. Ayrica, sekil 4.23-4.25 arasindaki grafiklerde
gozlendigi iizere, Mg+2, Mn*? ve Ca*? iyonlar1 hidrataz aktivitesinde anlamli bir
degisiklige neden olmamus, fakat 0.3 mM ve iizerindeki Zn*#nin hidrataz aktivitesini
arttirdigl gorilmiistiir (Sekil 4.22). Buna gore en yiiksek aktivite artisi, 0.45-0.5 mM

Zn*? varliginda % 125 oraninda belirlenmistir.
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Sekil 4.25 Ca™ iyonunun DrCA enzimi iizerindeki etkisi

4.12 Klonlama ve Saflastirmamin D. radiodurans R1’deki DrCA Aktivitesi ile
Kiyaslanmasi

Cizelge 4.5’e bakildiginda D.radiodurans R1’in hiicre kiiltiirinden alinan 22. saat
orneginde hidrataz aktivitesinin (pH 9.0, 25°C) en yiiksek degeri 0,0128 U/ml iken,
saflagtirdigimiz DrCA enziminin aktivitesi 0,089 U/ml (pH 9.0, 25°C) olarak tespit
edilmistir. DrCA geninin E.coli BL21 (DE3) hiicresinde klonlanmasi ve 0.6 mM IPTG
ile indiiksiyon sonrasi hesaplanan CA’nin en yiiksek spesifik hidrataz aktivitesi 0.109

U/mg (0.094 U/ml) (pH 9.0, 25°C) iken, saf DrCA’nin spesifik hidrataz aktivitesi 0.539
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U/mg (0.089 U/ml) (pH 9.0, 25°C) olarak belirlenmistir. Rekombinant hiicre ile saf
enzim aktiviteleri karsilagtirildiginda, enzim aktivitesinde bir artis ve yine spesifik
hidrataz aktivitesinde yaklasik 5 kati kadar 6nemli bir artis gézlenmistir. Bu sonuglara
gore klonlama basaris1 hakkinda onemli bir veri elde edilmistir. Diger taraftan, D.
radiodurans R1 susunda p-nitrofenol asetat substrati ile bakilan esteraz aktivitesi
25° C’de, pH 7.4’de 0,0128 U/ml olarak 6lgiiliirken, saflastirilan DrCA enziminin
esteraz aktivitesi, B-CA familyasina dahil olmas1 sebebiyle beklendigi iizere, 0.0002
U/ml olacak kadar eser miktarda oOlgiilebilmistir. Ayrica, sekil 4.26’da DrCA’nin
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER biyoinformatik arayiizii kullanilarak

elde edilmis olas1 ti¢ boyutlu yapist sunulmustur.

Cizelge 4.5 DrCA geninin izole edildigi D. radiodurans R1 bakterisinin aktarim 6ncesi
ve sonrasi E. coli BL21 konaginin ve saflagtirlan DrCA enziminin hidrataz
aktiviteleri arasindaki farklar

DrCA Enzim DrCA Enziminin Bakterl Gelisim Ol¢iimiiniin
Bakteri Aktivitesi Spesifik Aktivitesi Ortam g Yapildig:
(U/ml) (U/mg) pH/Sicakhik
. TGYB 0
D. radiodurans R1 0.0128 - 74 30°C 9.0/ 25°C
E. coli BL21 LB 0
(DE3) konag! 0.022 0.036 70/37°C 9.0/ 25°C
Rekombinant E. LB (50 pg/ml
coli BL21 (DE3) 0.094 0.109 kanamisin igeren) 9.0/ 25°C
konag1 7.0/ 25°C
Saf DrCA enzimi 0.089 0.539 - 9.0/ 25°C

99



http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER

Sekil 4.26 DrCA’min http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER adresinden olasi
boyutlu yapist
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5. TARTISMA ve SONUC

Ozellikle Diinya’da son yillarda sera etkisine bagl olarak yeryiiziine ulasan iyonize
radyasyon miktarinin giderek artmasi, radyasyona direngli mikroorganizmalarin
calisilmasini cazip hale getirmektedir. Ekstremofil olarak bilinen bu canlilarin direng
mekanizmalarmin biyolojik, genetik ve molekiiler seviyede aydinlatilmasi, yasamin
siirlarinin daha iyi anlasgilmasinda temeldir ve diger gezegenlerde ekstrem kosullarda
yasamin olup olmadig1 sorusunu cevaplamamiza yardimei olabilecektir. Bu kosullarda
hayatta kalmaya adapte olan mikroorganizmalarin evrimlesmeleriyle iligkili bilgiler,
evrim siirecini ve ekstrem ortamlarin genetik sonuglarini daha iyi anlamamizi
kolaylastiracaktir. Bu bakimdan ozellikle bu tiir organzimalarin yiiksek evrimsel
potansiyellerinin ve direng fizyolojisinin aydinlatilmasi, radyasyonun etkisine karsi

aliabilecek onlemlere bir katki saglayabilmesi bakimindan 6nem arz etmektedir.

Bir metalloenzim smifinda yer alan karbonik anhidraz enzimi, ¢ok basit ama oldukga
onemli bir fizyolojik reaksiyon olan CO;’nin HCO3”e ve H™’a hidrolizini hizl1 bir
sekilde katalizler. Karbondioksit, bikarbonat ve proton, yasayan ii¢ domainde de
(Bacteria, Archaea ve Eukarya) bir¢ok dnemli fizyolojik islemde temel molekiiller veya
iyonlar olduklarindan ve bu organizmalarin farkli doku veya hiicrelerinde gorece yiiksek
miktarlarda bulunmalarindan dolay:1 hayati 6neme sahiptir. CA enzimi; solunumda gaz
degisimi, asit-baz homeostasisi, elektrolit salgisi, lircogenez, glukoneojenez, yag asidi
sentezi, iyon tasinimi, omurgalilarda kas kasilmasi ve bitki-alglerde fotosentez gibi ¢ok
temel fonksiyonu olan, farkl fizyolojik ve biyokimyasal siire¢lerde merkezi rol oynayan
onemli bir enzimdir. Bunlarin yanisira, siyanatin karbamik aside veya siyanamidin
iireye hidrasyonu, gem-diollere aldehit hidrasyonu, karboksilik ve siilfonik esterlerin
hidrolizi gibi ¢ok sayida reaksiyonu katalizlemektedir. CA’nin, CO; hidrasyonu gibi
temel fizyolojik 6neme sahip esansiyel roliiniin yanisira, yukartya belirtilen pek ¢ok
metabolik siirece katki sagladigi bilinmektedir (Smith ve Ferry 2000, Supuran ve
Scozzaava 2007, Vullo vd. 2015).

Son zamanlarda prokaryot fizyolojisinde de 6nemli bir yeri oldugu diisiiniillen CA’nin

lizerinde yogunlasan c¢aligmalar, bu enzimin yeni fonksiyonlarinin belirlenmesi
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bakimindan 6nemlidir. Ayrica, yeni CA izozimlerinin ve siniflarmin saflastirilmasi,
katalitik etkinlikleri ve mekanizmalarinin arastirildigi her ¢alisma bu konudaki bilgi
agiginin  kapatilmasina katki saglayacaktir. Ozellikle enzim saflastirilmasi  ve
karakterizasyonu ¢alismalarinda, bol miktarda saf enzime ihtiya¢ duyuldugundan, artik
giintimiizde daha yiiksek bir verimle enzim {iiretimi yapabilecek farkli konaklara hedef
genin klonlamasi ve ekspresyonu g¢alismalar1 6n plana ¢ikmaktadir. Ayr1 bir ¢alisma
olarak D. radiodurans 5.0-9.0 gibi farkli pH degerine sahip TGYB besiyerlerinde
32°C’de gelistirilmis ve 1., 3., 5., ve 24. saatlerde alinan drneklerden DrCA aktivitesine
bakilmistir. Optimal gelisim, pH 7.25’de gozlemlenmis ve zamana bagli olarak ortam
pH’sinda meydana gelen degisim nedeniyle DrCA aktivitesinde siirekli bir artig
gbzlenmistir. Artisin en yliksek goriildiigii pH araligi 6.75-7.75 arasindadir. Bunun
nedeni, bu araligin hiicrenin optimum gelisim pH’sina yakin olmas ile agiklanabilir.
Hiicre yogunlugu bu noktada fazla oldugundan DrCA aktivitesindeki degisim, buna
bagli olarak artig gostermistir. Bu aralikta DrCA aktivitesinin ozellikle 1. saatte diisiik
olmasi, ortam pH’sinin hiicrenin optimum pH’sina yakin olusundan ve karbonik
anhidraza ihtiyacin diisiik olmasindan ileri geldigi diisiiniilebilir. 24 saatte aktivitede
ciddi bir artisin meydana gelmesinin nedeni olarak hiicre yogunlugunun artis ile birlikte
ortamda biriken atik maddeler, serbest radikallerin artis1 ve buna bagli olarak hiicre ici

pH’seviyesini istenilen seviyeye getirme istegi ve DrCA’ya olan ihtiyacin artirmasidir.

Tez calismasi kapsaminda, yliksek seviyede (15,000 Gy>) radyasyon altinda hayatta
kalabilen ve bu denli yiliksek radyasyona karsi koyabilmek gibi ekstrem bir yetenege
sahip bakterilerden biri olan D. radiodurans’in, diren¢ fizyolojisinde énemli oldugunu
diisiindiiglimiiz karbonik anhidraz enziminin klonlanmasi, ekspresyonu, saflagtirilmasi

ve kismi karakterizasyonu yapilmistir.

Oncelikle D. radiodurans’'mn olusturulan gelisim egrisine paralel olarak dlgiilen DrCA
enziminin hidrataz aktivite olgtimii yapilmistir. Cizelge 4.1 ve sekil 4.4’e bakildiginda
en yiiksek enzim aktivitesi 20-23. saatlerde 0.0128 (U/ml) olarak ol¢iilmiistiir. Boliinme
hizinda yavaslamanin basladigi 26. saatten itibaren, DrCA aktivitesinde bir miktar
duraganlik ve sonrasinda bir miktar azalma goriilmektedir. 50. saatten sonra enzim

aktivitesinde bir artig goriilmesinin nedeni; metabolizma artiklarinin ve toksik
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maddelerin birikmesi, ozmotik basincin ve yiizey geriliminin degismesi, oksijenin
azalmasi, besiyerinde bulunan fermente olabilir karbonhidratlarin ayrismasi sonucu
olusan gesitli organik asitlerin, siiperoksit radikallerinin ortamin pH ‘sim1 degistirmesi,

vs. gibi faktorler nedeniyle oldugu diistiniilmektedir.

B grubu CA iizerinde yapilan ¢alismalarda E.coli CA’nin pH 9.0’da 25 °C’de kcat
degeri 1.1 x 10® (Chirica vd. 1997), H. pylori CA’nin pH 8.3’de 20 °C’de kcat degeri 7.
1 x 10° (s) (Nishimori vd. 2007), H. influenzae CA’nin pH 8.0’de 20 °C’de kcat degeri
82 + 19 ms™ (Hoffmann vd. 2011), S. enterica CA 1 ve CA 2’nin pH 8.3’de 20 °C’de
keat degeri sirasiyla 1 x 10° keat (s™) ve 7.9 x 10° kecat (s7) (Vullo vd. 2001), S.
pneumoniae CA’nin pH 8.4°de 20 °C’de kcat degeri 7. 4 x 10° (s%), M. Tuberculosis
CA’nin pH 8.4°de 25 °C’de aktivitesi 0.04 U/ml bulunmustur. Bu ¢alismada ise yine pH
8.0’de 25 °C’de enzim aktivitesi 0,089 U/ml, spesifik aktivite ise 0,539 U/mg olarak

bulunmustur.

D. radiodurans R1 susunun tiim genom dizisi ¢ikarilmistir (White vd. 1999). D.
radiodurans’in tim genom dizisinin temel alindigi bu aragtirmada Oncelikle
biyoinformatik ¢aligmalar sonucu primer tasarimini yaptigimiz ve B grubuna dahil
oldugunu bildigimiz karbonik anhidraz enzimine ait DrCA geni PCR c¢alismalariyla
cogaltilmistir. Ardindan klonlama amaciyla heniiz yeni kullanilmaya baglanan
subklonlamada ikinci bir vektore ihtiyag duymaksizin tek bir vektér ile hem
klonlamanin hem de ekspresyon calismalarinin yapilmasina olanak saglayan, pFN2K
(GST) Flexi vektor sistemi kullanilmistir. Bu vektor sistemi sayesinde hem klonlama
kolaylikla yapilabilmis hem de sahip oldugu GST-tag kuyruk bolgesi sayesinde
rekombinant protein kolayca saflastirilabilmistir. Literatiirdeki farkli ¢aligmalarda PCR
iirtinii olan genleri klonlamak i¢in degisik vektorler kullanilmistir; Maya CA geni 6nce
PGEM-T klonlama vektoriine, daha sonra da ekspresyon amaci ile pET21a vektoriine
klonlanmis, Aspergillus flavus CA geni once pGEM-T klonlama vektoriine, sonra
pET30a (+) ekspreyon vektoriine, bir siyanobakteri olan Nostoc commune’nin y CA
geni pET15-b vektoriine klonlanmigtir. D. radiodurans’in RNA polimeraz geni pET28
vektorii icerisine klonlanmistir. Yine D. radiodurans’in termostabil lipaz genlerini

klonlamak i¢in pMD-18T vektorii ve ekspresyon i¢in pET-28a(+) vektori kullanilmistir
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(Isik 2008, Ceylan 2013, Esyunina ve Kulbachinskiy 2015, Vullo vd. 2015). Ancak, su
ana kadar hicbir ¢alismada D. radiodurans karbonik anhidraz geninin klonlanmasi ve

saflastirilmasi yapilmamustir.

DrCA genini alan vektér oOncelikle RecAl (RekombinazAl) ve EndAl
(EndoniikleazA 1) mutasyonlarina sahip olan ve bu sayede insert stabilitesi yiiksek
oldugu bilinen ve klonlamada kullanilmak tizere tasarlanmis E. coli DH50 konagina
aktarilmistir. Ardindan ¢ogalan hiicrelerden rekombinant plazmid vektor izole edilmis
ve rekombinant vektoriin dizi analizi yapilmistir. Dizi analizi sonuglar1 biyoinformatik
olarak degerlendirildiginde (Sekil 4.12), klonlamanin basarili oldugu sonucuna
varilmigtir. Sub-klonlamanin ikinci ayaginda ise, rekombinant proteinin ekspresyonu
icin yaygin olarak tercih edilen ve bu amag igin tasarlanmis E. coli BL-21 mutant
konagi kullanilmigtir. E. coli BL-21 bazi proteazlardan yoksun oldugunda, rekombinant
proteini daha az sindirebilir. Ayrica, T7 RNA polimeraz genine sahip olup, IPTG ile
indiiksiyona agiktir. Bu nedenle rekombinant protein ekspresyonu i¢in IPTG ile
indiiksiyon denemeleri yapilmis; ancak saflastirmadan 6nceki enzim iiretimi ise IPTG

indiiksiyonunu ihtiyacini ortadan kaldiran Magic Medium kullanilarak yiirtitiilmiistiir.

E. coli BL21 konagma aktarilan DrCA geninin, farkli sicaklik ve konsantrasyonlarda
uygulanan IPTG varligindaki ekspresyon seviyeleri, gerek enzimatik aktivite 6l¢iimii,
gerekse SDS-PAGE analizi ile kiyaslanmis olup, 25°C’de 0.6 mM IPTG varliginda
enzim Uretiminin indiiklendigi ve negatif kontrol ile kiyaslandiginda, aktarilan DrCA
geninin molekiiler agirhigia esdeger bir protein bandinin ekspresyonunda énemli bir
artisin oldugu goriilmiistiir. Ayrica indiiksiyon sirasinda metal iyonu yoniinden fakir
olan LB siv1 besiyeri ortamina 0.05 mM konsantrasyonda ZnSOy ilave edilmistir. CA
enzimi ¢inko bagimli bir metallo enzim oldugundan, o6zellikle bu enzimlerin
rekombinant ekspresyonunda, mid-log fazda gerekli metalin eklenmesi, segici
indiiksiyon, up-regiilasyon ve bunlarin sonucunda da daha yiiksek bir ifade saglamakta

ayrica protein katlanmasini kolaylastirdigi i¢in stabiliteyi artirmaktadir.

Literatiirdeki  farkli calismalarda, saflastirma basamaklarinda, jel filtrasyon

kromotografisi, His-Select HF nikel afinite jel metodu, Ni-NTA saflastirma sistemi,
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Glutatyon-Sefaroz-4B afinite kromotografisi gibi metodlar kullanilmistir (Adak vd.
2002, Emond vd. 2008, Isik 2008). insert edilen DrCA geni GST-tag kuyruguyla
beraber bir flizyon proteini halinde olup, bu flizyon proteininin, kolayca saflasmasina
olanak saglayan MagneGST™ adli bir protein saflastirma sistemi kullanilmistir.
Rekombinant E. coli BL21 konagindan saflastirilan DrCA enzimi, %94.68 verimle ve
494.5 gibi yiiksek bir saflastirma katsayisi ile saflastirilabilmistir. Bu sonuca gore,
saflagtirma yontemi olarak kullanilan MagneGST’nin etkinliginin yiiksek oldugu ve
yikamalar sirasinda protein kaybini minimize ettigi sonucuna varilmistir. Ayrica afinite
kolonlar ile yapilan protein saflastirmalari yontemleri gibi diger bircok metoda gore
daha duyarli ve verimli oldugu sdylenebilir. Afinite kromotografisi temel alinarak
tasarlanmis bu sistemde, manyetik partikiiller kullanilarak basit, hizli ve giivenilir bir
sekilde, madde kaybin1 minimize ederek bir saflastirma gerceklestirilebilmistir.
Manyetik partikiil igermeyen GST saflastirma matriksleri ile hem az miktardaki protein
saflagtirllmakta hem de zamandan tasarruf edilmektedir. Paramanyetik partikiillerin
kullanimi, birkag santrifiij basamagini ve fazla tiip ihtiyacini elemine etmektedir. Ayrica
calismamizda kullanilan bu saflastirma yOnteminin ¢ok yeni bir yontem olmasi ve
basarili sonu¢ alinmasi ilerde yapilacak olan ¢alismalara Onciiliik yapmas1 bakimindan

degerlidir.

Karakterizasyon ¢alismalar1 i¢in enzimin dogal formuna ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
sebeple saflastirilan DrCA-GST fiizyon proteini, SDS-PAGE ile goriintiilendikten sonra
Pro-TEV proteaz araciligiyla GST-tag kyurugundan kurtarilmistir. Enzimin SDS-PAGE
analizlerinde GST-tag kuyrugundan ayrilan DrCA enziminin 28 kDa agirliginda tek bir
protein bandi verdigi gorlilmistiir. Saflastirilan rekombinant enzimin farkli pH
degerlerinde (8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0, 10.5, 11) hidrataz aktivite 6l¢iimleri yapilmistir.
Sekil 4.18’de pH’ya bagl aktivite grafigine bakildiginda en yiiksek aktivitenin pH
8.0’de, 0.087 U/ml oldugu ve bu noktadan sonra pH arttikga aktivitenin distigi
goriilmektedir. Saflastirilan rekombinant enzimin farkli sicaklik degerlerinde aktivite
6l¢iimlerinin yan1 sira termostabilite ile iligkili deneyler yiiriitiilmiistiir. Enzimin aktivite
gosterebildigi sicaklik degerleri 10 ile 55°C arasinda bulunmustur ve enzimin optimum
sicakhiginin  30°C oldugu (0.084 U/ml) bu sicakhigin iizerindeki ve altindaki

sicakliklarda enzim aktivitesinin diistiigli gériilmektedir. Sicakligin artmasiyla birlikte
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enzimin li¢ boyutlu yapisinda meydana gelen denatiirasyon, enzimi inaktif hale
getirmektedir (Sekil 4.19).

Termostabilite ¢alismasinda (Sekil 4.20), farkli sicakliklarda 7 saat siiresince tutulan
enzimin aktivitesinde en az degisimin oldugu sicaklik, 30°C olarak belirlenmistir.
Aktivitenin en fazla degisime ugradig1 ve aktivite kaybinin en yiiksek oldugu sicaklik
ise 70°C olarak belirlenmistir. Ayrica enzimin 50°C’de 7 saat tutuldugunda aktivitesinin
%50’sini kaybettigi goriilmiistiir. Klonlanan saf enzimin p-nitrofenol asetat substrati ile

esteraz aktivitesi de eser miktarda 0,0002 U/ml olarak 6l¢tilmustiir.

D. radiodurans’in hiicre kiiltiirinden alinan 22. saat 6rneginde DrCA aktivitesinin en
yiiksek degeri 0.0128 U/ml iken (Sekil 4.5), saflagtirdigimiz DrCA enziminin aktivitesi
0.089 U/ml olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.3-4.5). DrCA geninin E. coli BL21 (DE3)
hiicresinde klonlanmasi ve 0,6 mM IPTG ile indiiksiyon sonrasi hesaplanan CA’nin en
yiiksek aktivitesi 0.094 U/ml (spesifik aktivite 0.109 U/mg) bulunmusken (Cizelge 4.3-
4.5), saflagtirilan DrCA’nin spesifik aktivitesi 0.539 U/mg olarak belirlenmistir (Cizelge
4.3-45). Bu sonuglara gore rekombinant hiicre ile saf enzim aktiviteleri
karsilastirildiginda, spesifik enzim aktivitesinde yaklasik 5 kati kadar bir artis
gozlenmistir. Ve bu sonucla klonlamanin basarili oldugu sonucuna varilabilir. Ayrica,
E. coli BL21 (DE3) konagina aktarilan DrCA enziminin aktivitesiyle gen kaynagi D.

radiodurans R1’in aktivitesi arasinda da anlamli bir farklilik gbzlenmemistir.

Bazi metallerin ve siilfonamidin DrCA enzimi iizerinde inhibitor etkisini belirlemek
amaciyla yapilan calismada; Ca*?, Mg*? ve Mn*? gibi divalent katyonlarin karbonik
anhidrazin kofaktorii olan Zn*? ile yarismali olarak inhibisyon etkisi incelenmistir.
Inhibisyon etkisi incelenen bu maddelerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan stok
cozeltileri cizelge 3.12°de belirtildigi sekildedir. Maddelerin DrCA enzimi iizerindeki
etkinligini belirlemek i¢in hidrataz enzim aktivitesine bakilip, % aktivite grafigi
olusturulmustur. Denenen metal iyonlarindan Zn*? iyonu CA enziminin kofaktori
olmas1 nedeniyle, ortama eklenen Zn*? bir siire aktiviteyi artirmis, ardindan kofaktoriin
0.3 mM’dan sonra ortamda doygun duruma gelmesiyle birlikte aktivite stabil hale

gelmistir (Sekil 4.22). 0.45-0.5 mM Zn*? iyonu enzimde %125 oraninda aktivite artigina
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neden olmustur. Mg+2, Mn+2, Ca* iyonlarmin aktivite {izerinde herhangi bir etkisi
gozlenmemistir (Sekil 4.23 - 4.25). DrCA aktivitesinin %50’sini inhibe etmek igin
gerekli Stlfonamid konsantrasyonu (ICsp degeri), 0.25mM olarak bulunmus ve
siilffonamid beklenildigi iizere enzimde yiliksek bir inhibitor etki gostermistir (Sekil

4.21).

Tez kapsaminda yiiriitillen radyasyon c¢alismasinda farkli dozlarda (100-1000 Gy)
iyonize radyasyona maruz birakilan hiicrelerde DrCA enzim aktivitesine bakilmistir.
Aktivite ilk 800 Gy’a kadar siirekli atig gostermis bu noktadan sonra 1000 Gy’lik
radyasyonun uygulanmasinin ardindan enzim aktivitesinde hizli bir diislis goriilmiistiir
(Sekil 4.5) Hi¢ radyasyon uygulanmamis kontrol D. radiodurans R1 grubundaki enzim
aktivitesi 0.024 U/ml, 800-1000 Gy radyasyon uygulanan orneklerde ise sirasiyla 0.129
ve 0.087 U/ml hidrataz aktivitesi Olclilmistiir. Bu da kontrol grubu ile 800 Gy
radyasyon uygulanmig Ornekteki enzim aktivitesi farkinin 5.4 kat kadar arttigini
gostermektedir. Kuzucu’nun 2016 yilinda yaptig1 ¢alismada, farkli dozlarda (100-1000
Gy) iyonize radyasyon uygulanmig D. radiodurans R1 hiicresinde, DrCA geninin
ekspresyonu seviyesi ¢alisilmistir. Ekspresyon sonuglar1 artan radyasyon dozuna bagl
olarak 800 Gy’a kadar siirekli artmis (sirasiyla 27**“* degerleri; 6.18, 6.36, 8.11, 8.28,
8.63, 8.85, 9.38, 10.34, 7.89) bu noktadan sonra bir diisiis gortilmistiir (Kuzucu 2016).
Yiriitiilen bu tez ¢alismasi kapsaminda, 6lgiilen DrCA enzim aktivitesi ile s6z edilen
ekspresyon seviyesinin Ol¢iildiigli transkriptom c¢aligmasi arasinda bir korelasyon
goriilmiistiir. 1000 Gy’lik bir radyasyon dozunun verilmesinin ardindan hem ekspresyon
seviyesinde hem de DrCA enzim aktivitesinde meydana gelen bu diisiisiin nedeni
olarak, D. radiodurans bakterisinin, radyasyonun &ldiiriicii etkisine karsi koymak igin
daha hayati olan, DNA onarim genlerinin ekspresyonunu artirdig1 ve hiicre enerjisini o
noktaya kanalize ettigi diislinlilmektedir. Bu sonuclar karbonik anhidraz enziminin

radyasyon direnci ile yakindan iligkili oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak, CO; hidrasyonu ile bikarbonat olusumu gibi canlilar i¢in hayati 6neme
sahip ¢cok dnemli bir fonksiyonu yerine getiren CA enzimi, bakteri yasami i¢in de kritik
oneme sahiptir. D. radiodurans’in radyasyon direnci ile DrCA enzimi arasinda bir iligki

olup olmadigint belirlemek amaciyla yapilan bu c¢alismada, yiriitiillen klonlama
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saflagtirma ve kismi enzim karakterizasyonu caligmalari, ileri de yapilacak olan kinetik
calismalarina Onciiliik etmesi bakimindan Onemlidir. Ayrica, farkli prokaryolarda
ozellikle ekstremofilik 6zellik gosteren mikroorganizmalarda CA enziminin ¢aligsilmasi
direng fizyolojisinin aydinlatilmasina yardimci olacaktir. Kinetik calismalarda, CA
aktivitesinin tayini i¢in esteraz aktivitesi Ol¢limii yapilmaktadir. Ancak bu yontem,
karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasina dayanmaktadir. DrCA
enziminin [ grubuna dahil olmas1 ve esteraz aktivitesinin ¢ok diisiik olmas1 nedeniyle
enzimin ileri karakterizasyon i¢in hidrataz aktivitesine uygun olarak kinetik calismalarin
yapildigi Stopped-Flow spektrofotometresine ihtiyag duyulmaktadir. Bu ¢alisma
kapsaminda, saf halde elde edilen DrCA enziminin, bundan sonraki arastirmalarda
Stopped-Flow spektrofotometresi ile daha ileri karakterizasyonunun yapilmasi
hedeflenmektedir. Ayrica elde ettigimiz sonuglara gére pH homeostasisinde 6nemli yeri
oldugunu diigiindiigiimiiz DrCA enziminin, H. pylori’de oldugu gibi iireaz enzimi ile

iligkisini belirlenmesi, direng fizyolojisinin aydinlatilmasina yardimec olacaktir.

108



KAYNAKLAR

Abuaita, B.H. and Withey, J.H. 2009. Bicarbonate induces Vibrio cholerae virulence
gene expression by enhancing ToxT activity. Infection and Immunity. 77, 4111—
4120.

Adak, S., Bilwes, A.M., Panda, K., Hosfield, D., Aulak, K.S., McDonald, J.F., Tainer,
J.A., Getzoff, E.D., Crane, B.R. and Stuehr, D.J. 2002. Cloning, expression,
and characterization of a nitric oxide synthase protein from Deinococcus
radiodurans. Proceedings of the National Academy of Sciences, 99(1), 107-
112.

Adewoye, A.B., Lindsay, S.J., Dubrova, Y.E. and Hurles, M.E. 2015. The genome-wide
effects of ionizing radiation on mutation induction in the mammalian germline.
Nature communications, 6(12), 123-142.

Adler, L., Brundell, J., Falkbring, S.0. and Nyman, P.O. (1972). Carbonic anhydrase
from Neisseria sicca, strain 6021. 1.Bacterial growth and purification of the
enzyme. Biochimica et Biophysica Acta 284, 298-310.

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

Aguilar, A. 1996. Extremophile research in the European Union: from fundamental
aspects to industrial expectations. FEMS microbiology reviews, 18(2- 3), 89-
92.

Alber, B.E. and Ferry, J.G. 1994. A carbonic anhydrase from the archaeon
Methanosarcina thermophila. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 91(15), 6909-6913.

Albers, S.V., Vossenberg, J. L., Driessen, A.J. and Konings, W. N. 2001. Bioenergetics
and solute uptake under extreme conditions. Extremophiles, 5(5), 285-294.

Amieva, M. and EI-Omar, E. 2008. Host-bacterial interactions in Helicobacter pylori
infection. Gastroenterology, 134(1), 306-323.

Anderson, A., Nordan, H., Cain, R., Parrish, G. and Duggan, D. 1956. Studies on a
radio-resistant Micrococcus. 1. Isolation, morphology, cultural characteristics,
and resistance to gamma radiation. Food technology, 10(12), 575-578.

Anonymous 2013. Web Sitesi https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/, Erisim Tarihi
2.12.2016

Anonymous 2016. Web Sitesi http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER, Erisim
Tarihi 4.12.2016

Anonymous 2015. Web Sitesi www.bacterio.net, Erisim Tarihi 28.11.2016
109



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=239473
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER
http://www.bacterio.net/

Anonymous 2013. Web Sitesi https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, Erisim Tarihi 28.11.2016

Anonymous 2016. Web Sitesi, http://www.straininfo.net/ Erisim Tarihi 10.11.2016

Anonymous 2006. Web Sitesi, https://swissmodel.expasy.org/ Erisim Tarihi 10.11.2016

Athar, M., Abdulla, M., Sultana, S., Favier, A. and Pero, R. 1993. Free radicals and
trace elements. The Journal of trace elements in experimental medicine, 6(2),
65-73.

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

Battistuzzi, F.U., Feijao, A. and Hedges, S.B. 2004. A genomic timescale of prokaryote
evolution: insights into the origin of methanogenesis, phototrophy, and the
colonization of land. BMC Evolutionary Biology, 4(1), 1-14

Beydemir, S., Cift¢i, M., Ozmen, I., Okuroglu, M.E.B. and Ozdemir, H. 2000. Effects
of some medical drugs on enzyme activities of carbonic anhydrase from human
erythrocytes in vitro and from rat erythrocytes in vivo. Pharmacological
research, 42(2), 187-191.

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

Booth, I. R. 1985. Regulation of cytoplasmic pH in bacteria. Microbiological reviews,
49(4), 359.

Brooks, B. and Murray, R. 1981. Nomenclature for “Micrococcus radiodurans” and
other radiation-resistant cocci: Deinococcaceae fam. nov. and Deinococcus
gen. nov., including five species. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 31(3), 353-360.

Burghout, P., Cron, L.E., Gradstedt, H., Quintero, B., Simonetti, E., Bijlsma, J.J.,
Bootsma, H.J. and Her-mans, P.W. (2010). Carbonic anhydrase is essential for
Streptococcus pneumoniae growth in environmental ambient air. Journal
Bacteriology. 192, 4054-4062.

Burghout, P., Vullo, D., Scozzafava, A., Hermans, P.W.M. and Supuran, C.T. 2011.
Inhibition of the B-carbonic anhydrase from Streptococcus pneumoniae by
inorganic anions and small molecules:towards innovative drug design of anti
infectives? Bioorganic & Medicinal Chemistry. 19, 243-248.

Bury-Moné, S., Mendz, G.L., Ball, G.E., Thibonnier, M., Stingl, K., Ecobichon, C.,
Avé, P., Huerre, M., Labigne, A. and Thiberge, J.-M. 2008. Roles of a and
carbonic anhydrases of Helicobacter pylori in the urease-dependent response to
acidity and in colonization of the murine gastric mucosa. Infection and
immunity, 76(2), 497-509.

110


http://www.straininfo.net/
https://swissmodel.expasy.org/

Carrington, J.C., Haldeman, R., Dolja, V.V. and Restrepo-Hartwig, M. 1993. Internal
cleavage and trans-proteolytic activities of the VVPg-proteinase (Nla) of tobacco
etch potyvirus in vivo. Journal of Virology, 67(12), 6995-7000.

Carroll, J. D., Daly, M.J. and Minton, K. W. 1996. Expression of recA in Deinococcus
radiodurans. Journal of bacteriology, 178(1), 130-135.

Carta, F., Maresca, A., Covarrubias, A.S., Mowbray, S.L., Jones, T.A. and Supuran, C.
T. 2009. Carbonic anhydrase inhibitors. Characterization and inhibition studies
of the most active f-carbonic anhydrase from Mycobacterium tuberculosis,
Rv3588c. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 19(23), 6649-6654.

Chirica, L.C., Elleby, B., Jonsson, B.H. and Lindskog, S. 1997. The complete sequence,
expression in Escherichia coli, purification and some properties of carbonic
anhydrase from Neisseria gonorrhoeae. European journal of biochemistry,
244(3), 755-760.

Chirica, L.C., Petersson, C., Hurtig, M., Jonsson, B.H., Borén, T. and Lindskog, S.
(2002). Expression and localization of alpha-and beta- carbonic anhydrase in
Helicobacter pylori. Biochimica et Biophysica Acta 1601, 192-199.

Cronk, J.D., Rowlett, R.S., Zhang, K.Y., Tu, C., Endrizzi, J.A., Lee, J., Gareiss, P.C.
and Preiss, J.R. (2006). Identification of a novel noncatalytic bicarbonate
binding site in eubacterial B-carbonic anhydrase. Biochemistry 45, 4351-4361.

Cox, J.C, Nicholls, D.G. and Ingledew, W. 1979. Transmembrane electrical potential
and transmembrane pH gradient in the acidophile Thiobacillus ferro-oxidans.
Biochemical Journal, 178(1), 195-200.

Cox, M,M., Keck, J.L. and Battista, J.R. 2010. Rising from the Ashes: DNA Repair in
Deinococcus radiodurans. PLoS Genet, 6(1), e1000815.

Cox, M.M. and Battista, J.R. 2005. Deinococcus radiodurans—the consummate
survivor. Nature Reviews Microbiology, 3(11), 882-892.

Daly, M.J., Gaidamakova, E.K., Matrosova, V., Vasilenko, A., Zhai, M,
Venkateswaran, A., Hess, M., Omelchenko, M., Kostandarithes, H.M. and
Makarova, K. 2004. Accumulation of Mn (Il) in Deinococcus radiodurans
facilitates gamma-radiation resistance. Science, 306(5698), 1025-1028.

Daly, M.J., Gaidamakova, E. K., Matrosova, V.Y ., Kiang, J. G., Fukumoto, R., Lee, D.-
Y., Wehr, N. B., Viteri, G. A., Berlett, B. S. and Levine, R. L. 2010. Small-
molecule antioxidant proteome-shields in Deinococcus radiodurans. PLoS
One, 5(9), e12570.

Daly, M.J. and Minton, K.W. 1996. An alternative pathway of recombination of
chromosomal fragments precedes recA-dependent recombination in the
radioresistant bacterium Deinococcus radiodurans. Journal of bacteriology,
178(15), 4461-4471.

111



Davis, R.A., Hofmann, A., Osman, A., Hall, R.A., Miihlschlegel, F.A., Vullo, D.,
Innocenti, A., Supuran, C.T. and Poulsen, S.A. (2011). Natural product based
phenols as novel probes for Mycobacterial and fungal carbonic anhydrases.
Journal Medicinal Chemistry. 54, 1682-1692.

Deitmer, J.W., Theparambil, S.M., Ruminot, I. and Becker, H.M. 2015. The role of
membrane acid/base transporters and carbonic anhydrases for cellular pH and
metabolic processes. Glycolysis at 75: Is it Time to Tweak the First Elucidated
Metabolic Pathway in History?, 68.

Demirjian, D.C., Moris-Varas, F. and Cassidy, C.S. 2001. Enzymes from extremophiles.
Current opinion in chemical biology, 5(2), 144-151.

Donato, M.M. and Seleiro, E.A. 1990. Polar lipid and fatty acid composition of strains
of the genus Thermus. Systematic and Applied Microbiology, 13(3), 234-239.

Dose, K., Bieger-Dose, A., Ernst, B., Feister, U., Gémez-Silva, B., Klein, A., Risi, S.
and Stridde, C. 2001. Survival of microorganisms under the extreme conditions
of the Atacama Desert. Origins of Life and Evolution of the Biosphere, 31(3),
287-303.

Dougherty, W.G. and Parks, T.D. 1991. Post-translational processing of the tobacco
etch virus 49-kDa small nuclear inclusion polyprotein: identification of an
internal cleavage site and delimitation of VPg and proteinase domains.
Virology, 183(2), 449-456.

Driedger, A. 1970. The DNA content of single cells of Micrococcus radiodurans.
Canadian Journal of Microbiology, 16(11), 1136-1137.

Elleby, B., Chirica, L.C., Tu, C., Zeppezauer, M. and Lindskog, S. 2001.
Characterization of carbonic anhydrase from Neisseria gonorrhoeae.
Eur.J.Biochem. 268, 1613-1619.

Emond, S., Mondeil, S., Jaziri, K., André, 1., Monsan, P., Remaud-Siméon, M. and
Potocki-Véronése, G. 2008. Cloning, purification and characterization of a
thermostable amylosucrase from Deinococcus geothermalis. FEMS
microbiology letters, 285(1), 25-32.

Englander, J., Klein, E., Brumfeld, V., Sharma, A.K., Doherty, A.J. and Minsky, A.
2004. DNA toroids: framework for DNA repair in Deinococcus radiodurans
and in germinating bacterial spores. Journal of bacteriology, 186(18), 5973-
5977.

Eriksson, M., Karlsson, J., Ramazanov, Z., Gardestrom, P. and Samuelsson, G. 1996.
Discovery of an algal mitochondrial carbonic anhydrase: molecular cloning
and characterization of a low-CO2-induced polypeptide in Chlamydomonas
reinhardtii. Proceedings of the National Academy of Sciences, 93(21), 12031-
12034.

112



Farci, D., Bowler, M.W., Kirkpatrick, J., McSweeney, S., Tramontano, E. and Piano, D.
2014. New features of the cell wall of the radio-resistant bacterium
Deinococcus radiodurans. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Biomembranes, 1838(7), 1978-1984.

Ferradini, C. and Jay-Gerin, J.P. 2000. The effect of pH on water radiolysis: a still open
question-a minireview. Research on Chemical Intermediates, 26(6), 549-565.

Gabani, P. and Singh, O.V. 2013. Radiation-resistant extremophiles and their potential
in biotechnology and therapeutics. Applied microbiology and biotechnology,
97(3), 993-1004.

Gerard, E., Jolivet, E., Prieur, D. and Forterre, P. 2001. DNA protection mechanisms
are not involved in the radioresistance of the hyperthermophilic archaea
Pyrococcus abyssi and P. furiosus. Molecular Genetics and Genomics, 266(1),
72-78.

Ghosal, D., Omelchenko, M.V., Gaidamakova, E.K., Matrosova, V.Y., Vasilenko, A.,
Venkateswaran, A., Zhai, M., Kostandarithes, H. M., Brim, H. and Makarova,
K. S. 2005. How radiation Kills cells: survival of Deinococcus radiodurans and
Shewanella oneidensis under oxidative stress. FEMS microbiology reviews,
29(2), 361-375.

Girard, A. 1971. A comparative study of the fatty acids of some micrococci. Canadian
Journal of Microbiology, 17(12), 1503-1508.

Gotz, R., Gnann, A. and ve Zimmermann, F.K. 1999. Deletion of the carbonic
anhydrase- like gene NCE103 of the yeast Saccharomyces cerevisiae causes
an oxygen- sensitive growth defect. Yeast, 15(10A), 855-864.

Graham, D., Reed, M.L., Patterson, B.D., Hockley, D.G. and Dwyer, M.R. 1984.
Chemical properties, distribution, and physiology of plant and algal carbonic
anhydrases. Annals of the New York Academy of Sciences, 429(1), 222-237.

Giirbiiz, E.D. ve Yilmaz, O. 2011. Helicobacter pylori’nin Yasam Stratejisi.
Helicobacter, 41(2), 049-056.

Giizel, O., Maresca, A., Scozzafava, A., Salman, A., Balaban, A.T., ve Supuran, C.T.
(2009). Discovery of low nanomolar and subnanomolar inhibitors of the
mycobacterial B-carbonic anhydrases Rv1284 ve Rv3273. Journal Medicinal
Chemistry. 52, 4063-4067.

Haber, JE. 2000. Partners and pathways: repairing a double-strand break. Trends in
Genetics, 16(6), 259-264.

Halvorson, H. 1966. [96] a-Glucosidase from yeast. Methods in enzymology, 8(559-
562.

113



Harris, D.R., Tanaka, M., Saveliev, S.V., Jolivet, E., Earl, A.M., Cox, M.M. and
Battista, J.R. 2004. Preserving genome integrity: the DdrA protein of
Deinococcus radiodurans R1. PLoS Biol, 2(10), e304.

Hawiger, J. and Jeljaszewicz, J. 1967. Antibiotic sensitivity of Micrococcus
radiodurans. Applied microbiology, 15(2), 304-306.

He, Y. 2009. High cell density production of Deinococcus radiodurans under optimized
conditions. Journal of industrial microbiology & biotechnology, 36(4), 539-
546.

Henne, A., Briiggemann, H., Raasch, C., Wiezer, A., Hartsch, T., Liesegang, H.,
Johann, A., Lienard, T., Gohl, O. and Martinez-Arias, R. 2004. The genome
sequence of the extreme thermophile Thermus thermophilus. Nature
biotechnology, 22(5), 547-553.

Henry, R.P., Gilmour, K.M., Wood, C.M. and Perry, S.F. 1997. Extracellular carbonic
anhydrase activity and carbonic anhydrase inhibitors in the circulatory system
of fish. Physiological and Biochemical Zoology, 70(6), 650-659.

Hensel, R., Demharter, W., Kandler, O., Kroppenstedt, R.M. and Stackebrandt, E. 1986.
Chemotaxonomic and molecular-genetic studies of the genus Thermus:
evidence for a phylogenetic relationship of Thermus aquaticus and Thermus
ruber to the genus Deinococcus. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 36(3), 444-453.

Hewett-Emmett, D. and Tashian, R. E. 1996. Functional diversity, conservation, and
convergence in the evolution of the a-, B-, and y-carbonic anhydrase gene
families. Molecular phylogenetics and evolution, 5(1), 50-77.

Hoffmann, K.M., Samardzic, D., Heever, K.V. and Rowlett, R. S. (2011). Co(ll)-
substituted Haemophilus influenzae B-carbonic anhydrase:spectral evidence for
allosteric regulation by pH and bicarbonate ion. Archives of Biochemistry
Biophysics. 511, 80-87.

Isik, S. 2008. Maya karbonik anhidrazinin ekspresyonu, saflastirilmasi, elektroforetik ve
kinetik 6zelliklerinin incelenmesi. Doktora Tezi, Pamukkale Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisti, Kimya Ana Bilim Dali, 113, Balikesir.

Johansson, I. M. ve Forsman, C. 1993. Kinetic studies of pea carbonic anhydrase.
European journal of biochemistry, 218(2), 439-446.

Joseph, P., Turtaut, F., Ouahrani- Bettache, S., Montero, J.L., Nishi mori, I., Minakuchi,
T., Vullo, D., Scozzafava, A., Kohler, S., Winum, J.Y. and Supuran, C.T.
(2010). Cloning, characterization and inhibition studies of a [-carbonic
anhydrase from Brucella suis. Journal Medicinal Chemistry 53, 2277-2285.

Joseph, P., Ouahrani-Bettache, S., Montero, J.L., Nishimori, 1., Vullo, D., Scozzafava,
A., Winum, J.Y., Kohler, S. and Supuran, C.T. 2011. A new Brucella suis -
carbonic anhydrase, bsCAII: inhibition of bsCAI and Il with sulfonamides and

114



sulfamates inhibits the pathogen growth. Bioorganic Medicinal Chemistry
19,1172-1178

Karaagacg, S. ve Donmez, S. 2004. Ekstrem Termofil Bakterilerin Protein Yapilar1 ve
Termostabilizasyon Mekanizmalari. Orlab On-Line Mikrobiyoloji Dergisi,
2(4), 19-33.

Kaya, A. 2002. Iyonize radyasyonun biyolojik etkileri. Dicle tip dergisi (journal of
medical school), 100(29), 65-75

Khan, S. and ve Macnab, R. M. 1980. Proton chemical potential, proton electrical
potential and bacterial motility. Journal of molecular biology, 138(3), 599-614.

Kim, J.I. and Cox, M. M. 2002. The RecA proteins of Deinococcus radiodurans and
Escherichia coli promote DNA strand exchange via inverse pathways.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 99(12), 7917-7921.

Kimber, M. S. and Pai, E. F. 2000. The active site architecture of Pisum sativum [-

carbonic anhydrase is a mirror image of that of a-carbonic anhydrases. The
EMBO journal, 19(7), 1407-1418.

Kitayama, S. and Matsuyama, A. 1981. Genome multiplicity and radiation resistance in
Micrococcus radiodurans. Journal of biochemistry, 90(3), 877-880.

Knivett, V., Cullen, J. and Jackson, M. 1965. Odd-numbered fatty acids in Micrococcus
radiodurans. Biochemical Journal, 96(1), 2C-3C.

Krasin, F. and Hutchinson, F. 1977. Repair of DNA double-strand breaks in Escherichia
coli, which requires recA function and the presence of a duplicate genome.
Journal of molecular biology, 116(1), 81-98.

Kovacikova, G., Lin, W. and Skorupski, K 2010. The LysR-type virulence activator
AphB regulates the expression of genes in Vibrio cholerae in response to low
pH and anaerobiosis. Journal of Bacteriology 192, 4181-4191

Kuzucu, M. 2016. Deinococcus radiodurans’in Hiicre i¢i pH dengelenmesinde gorevli
bazi genlerin ifade diizeylerinin RT-qPCR yontemi ile incelenmesi.Doktora
Tezi (Basilmamis), Erzincan Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji
Ana Bilim Dal1, Erzincan.

Kiibler, O. and Baumeister, W. 1978. The structure of a periodic cell wall component
(HPI-layer of Micrococcus radiodurans). Cytobiologie, 17(1), 1-9.

Lancy Jr, P. and Murray, R. 1978. The envelope of Micrococcus radiodurans: isolation,
purification, and preliminary analysis of the wall layers. Canadian Journal of
Microbiology, 24(2), 162-176.

Lara, P.C., Lopez-Penalver, J. J., de Araujo Farias, V., Ruiz-Ruiz, M. C., Oliver, F.J.
and de Almododvar, J. M. R. 2015. Direct and bystander radiation effects: A
biophysical model and clinical perspectives. Cancer letters, 356(1), 5-16.

115



Lecointe, F., Shevelev, LV., Bailone, A., Sommer, S. and Hiibscher, U. 2004.
Involvement of an X family DNA polymerase in double-stranded break repair
in the radioresistant organism Deinococcus radiodurans. Molecular
microbiology, 53(6), 1721-1730.

Levin-Zaidman, S., Englander, J., Shimoni, E., Sharma, A.K., Minton, K.W. and
Minsky, A. 2003. Ringlike structure of the Deinococcus radiodurans genome:
a key to radioresistance? Science, 299(5604), 254-256.

Li, X. and Lu, A.L. 2001. Molecular cloning and functional analysis of the MutY
homolog of Deinococcus radiodurans. Journal of bacteriology, 183(21), 6151-
6158.

Lindskog, S. 1997. Structure and mechanism of carbonic anhydrase. Pharmacology &
therapeutics, 74(1), 1-20.

Liu, Y., Zhou, J., Omelchenko, M.V., Beliaev, A.S., Venkateswaran, A., Stair, J., Wu,
L., Thompson, D. K., Xu, D. and Rogozin, I. B. 2003. Transcriptome dynamics
of Deinococcus radiodurans recovering from ionizing radiation. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 100(7), 4191-4196.

Lopez, M., Vu, H., Wang, C.K., Wolf, M.G., Groenhof, G., Innocenti, A., Supuran, C.
T. and Poulsen, S.A. 2011. Promiscuity of carbonic anhydrase Il. Unexpected
ester hydrolysis of carbohydrate-based sulfamate inhibitors. Journal of the
American Chemical Society, 133(45), 18452-18462.

Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr, A.L. and Randall, R.J. 1951. Protein measurement
with the Folin phenol reagent. J biol Chem, 193(1), 265-275.

Machlin, L.J. and Bendich, A. 1987. Free radical tissue damage: protective role of
antioxidant nutrients. The FASEB Journal, 1(6), 441-445.

Madigan, M. and Martinko, J. 2010. Brock Mikroorganizmalarin Biyolojisi. Cokmiis C,
Palme Yaymevi, 28-29, Ankara.

Makarova, K.S., Aravind, L., Wolf, Y.l., Tatusov, R.L., Minton, K.W., Koonin, E.V.
and Daly, M.J. 2001. Genome of the extremely radiation-resistant bacterium
Deinococcus radiodurans viewed from the perspective of comparative
genomics. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 65(1), 44-79.

Makarova, K.S., Omelchenko, M.V., Gaidamakova, E.K., Matrosova, V.Y., Vasilenko,
A., Zhai, M., Lapidus, A., Copeland, A., Kim, E. and Land, M. 2007.
Deinococcus geothermalis: the pool of extreme radiation resistance genes
shrinks. PLoS One, 2(9), e955.

Marcus, E.A., Moshfegh, A.P., Sachs, G. and Scott, D.R. (2005). The periplasmic
alpha-carbonic an hydrase activity of Helicobacter pylori is essential for acid
acclimation. Journal of Bacteriology 187, 729-738.

116



Maren, T.H. 1967. Carbonic anhydrase: chemistry, physiology, and inhibition.
Physiological Reviews, 47(4), 595-781.

Mattimore, V. and Battista, J.R. 1996. Radioresistance of Deinococcus radiodurans:
functions necessary to survive ionizing radiation are also necessary to survive
prolonged desiccation. Journal of bacteriology, 178(3), 633-637.

McColl, N., Auvinen, A., Kesminiene, A., Espina, C., Erdmann, F., de Vries, E.,
Greinert, R., Harrison, J. and Schiiz, J. 2015. European Code against Cancer
4th Edition: lonising and non-ionising radiation and cancer. Cancer
epidemiology, 39(93-100).

Meldrum, N.U. and Roughton, F.J.W. 1933. Carbonic anhydrase. Its preparation and
properties. The Journal of physiology, 80(2), 113.

Minakuchi, T., Nishimori, 1., Vullo, D., Scozzafava, A., and Supuran, C.T. 2009.
Molecular cloning, characterization and inhibition studies of the Rv1284 -
carbonic anhydrase from Mycobacterium tuberculosis with sulfonamides and a
sulfamate. Journal Medicinal Chemistry.52, 2226-2232.

Minton, K.W. 1994. DNA repair in the extremely radioresistant bacterium Deinococcus
radiodurans. Molecular microbiology, 13(1), 9-15.

Minton, K.W. 1996. Repair of ionizing-radiation damage in the radiation resistant
bacterium Deinococcus radiodurans. Mutation Research/DNA Repair, 363(1),
1-7.

Misra, H., Rajpurohit, Y. and Kota, S. 2013. Physiological and molecular basis of
extreme radioresistance in Deinococcus radiodurans. Current Science
(Bangalore), 104(2), 194-205.

Mitsuhashi, S., Mizushima, T., Yamashita, E., Yamamoto, M., Kumasaka, T.,
Moriyama, H., Ueki, T., Miyachi, S. and Tsukihara, T. 2000. X-ray structure of
B-carbonic anhydrase from the red alga, Porphyridium purpureum, reveals a
novel catalytic site for CO, hydration. Journal of biological chemistry, 275(8),
5521-5526.

Mortimer, R.K. 1958. Radiobiological and genetic studies on a polyploid series (haploid
to hexaploid) of Saccharomyces cerevisiae. Radiation research, 9(3), 312-326.

Moseley, M.A. 1971. Repair of irradiated transforming deoxyribonucleic acid in wild
type and a radiation-sensitive mutant of Micrococcus radiodurans. Journal of
bacteriology, 105(3), 976-983.

Moseley, B. and Setlow, J. K. 1968. Transformation in Micrococcus radiodurans and
the ultraviolet sensitivity of its transforming DNA. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 61(1), 176-183.

Murray, R.G. 1992. The family Deinococcaceae. Springer, 3732-3744,

117



Narumi, I., Satoh, K., Cui, S., Funayama, T., Kitayama, S. and Watanabe, H. 2004.
PprA: a novel protein from Deinococcus radiodurans that stimulates DNA
ligation. Molecular microbiology, 54(1), 278-285.

Neish, A.C. 1939. Studies on chloroplasts: Their chemical composition and the
distribution of certain metabolites between the chloroplasts and the remainder
of the leafl. Biochemical Journal, 33(3), 300.

Niehaus, F., Bertoldo, C., Kédhler, M. and ve Antranikian, G. 1999. Extremophiles as a
source of novel enzymes for industrial application. Applied microbiology and
biotechnology, 51(6), 711-729.

Nishimori, 1., Minakuchi, T., Morimoto, K., Sano, S., Onishi, S., Takeuchi, H., Vullo,
D., Scozzafava, A. and Supuran, C.T. (2006). Carbonic anhydrase inhibitors:
DNA cloning and inhibition studies of the alpha-carbonic anhydrase from
Helicobacter pylori, a new target for developing sulfonamide and sulfamate
gastric drugs. Journal Medicinal Chemistry.49,2117-2126.

Nishimori, 1., Minakuchi, T., Kohsaki, T., Onishi, S., Takeuchi, H., Vullo, D.,
Scozzafava, A. and Supuran, C.T. (2007). Carbonic anhydrase inhibitors. The
B-carbonic anhydrase from Helicobacter pylori is a new target for sulfonamide
and sulfamate inhibitors. Bioorganic Medicinal Chemistry Letters 17,3585—
3594

Nishimori, I., Minakuchi, T., Vullo, D., Scozzafava, A., Innocenti, A. and Supuran, C.T.
(2009). Carbonic anhydrase inhibitors cloning, characterization, and inhibition
studies of a new [-carbonic anhydrase from Mycobacterium tuberculosis.
Journal Medicinal Chemistry. 52, 3116-3120.

Nishimori, I., Minakuchi, T., Maresca, A., Carta, F., Scozzafava, A. and Supuran, C.T.
(2010). The B- carbonic anhydrases from Mycobacterium tuberculosis as drug
targets. Current Pharmaceutical Desing 16, 3300-3309.

Omelchenko, M.V., Wolf, Y.l., Gaidamakova, E.K., Matrosova, V.Y., Vasilenko, A.,
Zhai, M., Daly, M. J., Koonin, E.V. and Makarova, K. S. 2005. Comparative
genomics of Thermus thermophilus and Deinococcus radiodurans: divergent
routes of adaptation to thermophily and radiation resistance. BMC
Evolutionary Biology, 5(1), 1.

Padan, Etana, Bibi, E., Ito, M. and ve Krulwich, T.A. 2005. Alkaline pH homeostasis in
bacteria: new insights. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes,
1717(2), 67-88.

Pask-Hughes, R. and ve Williams, R. 1978. Cell envelope components of strains
belonging to the genus Thermus. Microbiology, 107(1), 65-72.

Raj, H.D., Duryee, F.L., Deeney, A.M., Wang, C. H., Anderson, A.W. and Elliker, P.R.
1960. Utilization of carbohydrates and amino acids by Micrococcus
radiodurans. Canadian Journal of Microbiology, 6(3), 289-298.

118



Ravanat, J.L., Douki, T. and Cadet, J. 2001. Direct and indirect effects of UV radiation
on DNA and its components. Journal of Photochemistry and Photobiology B:
Biology, 63(1), 88-102.

Richard, Hope and Foster, J.W. 2004. Escherichia coli glutamate-and arginine-
dependent acid resistance systems increase internal pH and reverse
transmembrane potential. Journal of bacteriology, 186(18), 6032-6041.

Roadcap, G.S., Sanford, R.A., Jin, Q., Pardinas, J. R. and Bethke, C.M. 2006.
Extremely alkaline (pH>12) ground water hosts diverse microbial community.
Ground Water, 44(4), 511-517.

Roberts, S.B., Lane, T.W. and Morel, F.M. 1997. Carbonic anhydrase in the marine
diatom Thalassiosira weissflogii (bacillariophyceae). Journal of Phycology,
33(5), 845-850.

Rothschild, L.J. and Mancinelli, R.L. 2001. Life in extreme environments. Nature, 409
(6823), 1092-1101.

Rowlett, R.S. 2010. Structure and catalytic mechanism of the [-carbonic anhydrases.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Proteins and Proteomics, 1804(2), 362-
373.

Rozen, S. and Skaletsky, H. 1999. Primer3 on the WWW for general users and for
biologist programmers. Bioinformatics methods and protocols, 365-386.

Sachs, George, Weeks, D.L., Wen, Y., Marcus, E.A., Scott, D.R. and Melchers, K.
2005. Acid acclimation by Helicobacter pylori. Physiology, 20(6), 429-438.

Salmond, C.V., Kroll, R.G. ve Booth, I.R. 1984. The effect of food preservatives on pH
homeostasis in Escherichia coli. Microbiology, 130 (11), 2845-2850.

Sanders, E. 1967. Use of sulfonamide carbonic anhydrase inhibitors in treatment of
meningococcal carriers: rationale and report of a clinical trial of
ethoxzolamide. The American Journal of the Medical Sciences 254,709-716.

Scozzafava, A., Mastrolorenzo, A. ve Supuran, C.T. 2006. Carbonic anhydrase
inhibitors and activators and their use in therapy. Expert Opinion on
Therapeutic Patents, 16(12), 1627-1664.

Shahidzadeh, R., Opekun, A., Shiotani, A. and Graham, D.Y. 2005. Effect of the
carbonic anhydrase inhibitor, acetazolamide, on Helicobacter pylori infection
invivo: a pilot study. Helicobacter Pylori 10, 136-138.

Shioi, J., Matsuura, S. and ve Imae, Y. 1980. Quantitative measurements of proton
motive force and motility in Bacillus subtilis. Journal of bacteriology, 144(3),
891-897.

119



Sjoblom, B., Polentarutti, M. and Djinovi¢-Carugo, K. 2009. Structural study of X-ray
induced activation of carbonic anhydrase. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 106(26), 10609-10613.

Slade, D. and ve Radman, M. 2011. Oxidative stress resistance in Deinococcus
radiodurans. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 75(1), 133-191.

Slonczewski, J. L., Fujisawa, M., Dopson, M. and Krulwich, T.A. 2009. Cytoplasmic
pH measurement and homeostasis in bacteria and archaea. Advances in
microbial physiology, 55(1-317.

Sly, W.S. and Hu, P. Y. 1995. Human carbonic anhydrases and carbonic anhydrase
deficiencies. Annual review of biochemistry, 64(1), 375-401.

Smith, S.K. and Ferry, J. G. 2000. Prokaryotic carbonic anhydrases. FEMS
microbiology reviews, 24(4), 335-366.

Smith, S.K., Jakubzick, C., Whittam, T.S. and Ferry, J.G. 1999a. Carbonic anhydrase is
an ancient enzyme widespread in prokaryotes. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 96(26), 15184-15189.

Smith, S.K., Cosper, N.J., Stalhandske, C., Scott, R.A. and Ferry, J.G. 2000. Structural
and kinetic characterization of an archaeal (3-class carbonic anhydrase. Journal
of bacteriology, 182(23), 6605-6613.

Smith, S,K. and Ferry, J.G. 1999b. A plant-type (B-class) carbonic anhydrase in the
thermophilic methanoarchaeon Methanobacterium thermoautotrophicum.
Journal of bacteriology, 181(20), 6247-6253.

Smith, M.D., Lennon, E., McNEIL, L.B. and Minton, K. W. 1988. Duplication insertion
of drug resistance determinants in the radioresistant bacterium Deinococcus
radiodurans. Journal of bacteriology, 170(5), 2126-2135.

Soltes-Rak, E., Mulligan, M.E. and Coleman, J.R. 1997. Identification and
characterization of a gene encoding a vertebrate-type carbonic anhydrase in
cyanobacteria. Journal of bacteriology, 179(3), 769-774.

Stadie, W. C. and O’Brien, H. 1933. The catalysis of the hydration of carbon dioxide
and dehydration of carbonic acid by an enzyme isolated from red blood cells.
Journal of biological chemistry, 103(2), 521-529.

Stams, T., Chen, Y., Christianson, D. W., Boriack-Sjodin, P., Hurt, J.D., Laipis, P.,
Silverman, D.N., Liao, J., May, J. A. and Dean, T. 1998. Structures of murine
carbonic anhydrase IV and human carbonic anhydrase Il complexed with
brinzolamide: Molecular basis of isozyme-drug discrimination. Protein science,
7(3), 556-563.

Strop, P., Smith, K.S., lverson, T.M., Ferry, J.G. and Rees, D.C. 2001. Crystal structure
of the “cab”-type [ class carbonic anhydrase from the archaeon

120



Methanobacterium thermoautotrophicum. Journal of biological chemistry,
276(13), 10299-10305.

Suarez Covarrubias, A., Larsson, A.M., Hogbom, M., Lindberg, J., Bergfors, T.,
Bjorkelid, C., Mowbray, S.L., Unge, T. and Jones, T.A. (2005). Structure and
function of carbonic anhydrases from Mycobacterium tuberculosis. Journal of
Biological Chemistry 280, 18782—-18789.

Suarez Covarrubias, A., Bergfors, T., Jones, T.A. and ve Hogbom, M. (2006). Structural
mechanics of the pH dependent activity of the B-carbonic anhydrase from
Mycobacterium tuberculosis. Journal of Biological Chemistry 281, 4993-4999.

Supuran, T.C. and Scozzaava, A. 2007. Carbonic anhydrases as targets for medicinal
chemistry. Bioorganic & medicinal chemistry, 15(13), 4336-4350.

Supuran, T.C. and Scozzafava, A. 2001. Carbonic anhydrase inhibitors. Current
Medicinal Chemistry-Immunology, Endocrine & Metabolic Agents, 1(1), 61-
97.

Supuran, T.C. 2008. Carbonic anhydrases: novel therapeutic applications for inhibitors
and activators. Nature reviews Drug discovery, 7(2), 168-181.

Supuran, T.C., Scozzafava, A. and Casini, A. 2003. Carbonic anhydrase inhibitors.
Medicinal research reviews, 23(2), 146-189.

Swiatla-Wojcik, D. 2008. Computation of the effect of pH on spur chemistry in water
radiolysis at elevated temperatures. Nukleonika, 53(1), 31-37.

Swietach, P., Vaughan-Jones, R.D. and Harris, A.L. 2007. Regulation of tumor pH and
the role of carbonic anhydrase 9. Cancer and Metastasis Reviews, 26(2), 299-
310.

Tanaka, M., Earl, A.M., Howell, H.A., Park, M.J., Eisen, J.A., Peterson, S.N. and ve
Battista, J. R. 2004. Analysis of Deinococcus radiodurans’s transcriptional
response to ionizing radiation and desiccation reveals novel proteins that
contribute to extreme radioresistance. Genetics, 168(1), 21-33.

Thompson, B., Murray, R. and Boyce, J. 1982. The association of the surface array and
the outer membrane of Deinococcus radiodurans. Canadian Journal of
Microbiology, 28(9), 1081-1088.

Thornley, M.J., Horne, R. and Glauert, A.M. 1965. The fine structure of Micrococcus
radiodurans. Archiv fiir Mikrobiologie, 51(3), 267-289.

Thorslund, A. and Lindskog, S. 1967. Studies of the esterase activity and the anion

inhibition of bovine zinc and cobalt carbonic anhydrases. European journal of
biochemistry, 3(1), 117-123.

121



Tian, B., Sun, Z., Shen, S., Wang, H., Jiao, J., Wang, L., Hu, Y. and Hua, Y. 2009.
Effects of carotenoids from Deinococcus radiodurans on protein oxidation.
Letters in applied microbiology, 49(6), 689-694.

Tian, B., Xu, Z., Sun, Z., Lin, J. and Hua, Y. 2007. Evaluation of the antioxidant effects
of carotenoids from Deinococcus radiodurans through targeted mutagenesis,
chemiluminescence, and DNA damage analyses. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA)-General Subjects, 1770(6), 902-911.

Tirgari, S. and Moseley, B. 1980. Transformation in Micrococcus radiodurans:
measurement of various parameters and evidence for multiple, independently
segregating genomes per cell. Microbiology, 119(2), 287-296.

Tripp, B. C., Smith, K. and Ferry, J. G. 2001. Carbonic anhydrase: new insights for an
ancient enzyme. Journal of biological chemistry, 276(52), 48615-48618.

Veitch, F. and Blankenship, L. 1963. Carbonic anhydrase in bacteria. Nature, 197, 76-
17.

Verpoorte, J.A., Mehta, S. and ve Edsall, J.T. 1967. Esterase activities of human
carbonic anhydrases f and y Journal of biological chemistry, 242(18), 4221-
4229.

Vorgias, C.E. and Antranikian, G. 2002. Glycosyl hydrolases from extremophiles.
Springer, 313-340,

Wan, P., Yue, Z., Xie, Z., Gao, Q., Yu, M., Yang, Z. and Huang, J. 2013. Mechanisms
of radiation resistance in Deinococcus radiodurans R1 revealed by the
reconstruction of gene regulatory network using bayesian network approach.
Journal of Proteomics & Bioinformatics, 6(7).

Weisburg, W. G., Giovannoni, S. J. and Woese, C. R. 1989. The Deinococcus-Thermus
phylum and the effect of rRNA composition on phylogenetic tree construction.
Systematic and Applied Microbiology, 11(2), 128-134.

Weiss, J., Kumar, K., Walden, T., Neta, R., Landauer, M. and Clark, E. 1990. Advances
in radioprotection through the use of combined agent regimens. International
journal of radiation biology, 57(4), 709-722.

White, O,.Jonathan A. Eisen, J.F. Heidelberg, E.K. Hickey, J.D. Peterson, R.J.
Dodson, D.H. Haft, M.L. Gwinn, W.C. Nelson, D.L. Richardson, K.S.
Moffat, H,. Qin., L.J, Wanda, P., Marie, C., Mian,S., Jessica, J.,
Vamathevan, P.L., Lisa, Mc.D., Terry,U., Celeste, Z., Kira, S,. Makarova, L.
Aravind, M.J., Daly, K.W. Minton, R.D., Fleischmann, KA., Ketchum, K.E.,
Nelson, S.S, Hamilton, O.. Smith, J., Craig, V. and Claire, M.F. 1999. Genome
sequence of the radioresistant bacterium Deinococcus radiodurans R1.
Science, 286(5444), 1571-1577.

122


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=White%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eisen%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heidelberg%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hickey%20EK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peterson%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dodson%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dodson%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haft%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gwinn%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nelson%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richardson%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moffat%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moffat%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qin%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pamphile%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crosby%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vamathevan%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vamathevan%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lam%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McDonald%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Utterback%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zalewski%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Makarova%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aravind%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aravind%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Daly%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Minton%20KW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fleischmann%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ketchum%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nelson%20KE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nelson%20KE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salzberg%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20HO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Venter%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fraser%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10567266

White, S., Tuttle, F., Blankenhorn, D., Dosch, D. and Slonczewski, J. 1992. pH
dependence and gene structure of inaA in Escherichia coli. Journal of
Bacteriology, 174(5), 1537-1543.

Wilks, J.C. and Slonczewski, J.L. 2007. pH of the cytoplasm and periplasm of
Escherichia coli: rapid measurement by green fluorescent protein fluorimetry.
Journal of Bacteriology, 189(15), 5601-5607.

Winum, J.Y., Kohler, S. and Supuran, C.T. (2010). Brucella carbonic anhydrases: new
targets for designing antiinfective agents. Current Pharmaceutical Desing 16,
3310-3316.

Woese, C.R. 1987. Bacterial evolution. Microbiological reviews, 51(2), 221

Wolf, Y.I., Rogozin, I.B., Grishin, N.V., Tatusov, R.L. and Koonin, E.V. 2001. Genome
trees constructed using five different approaches suggest new major bacterial
clades. BMC Evolutionary Biology, 1(8).

Work, E. 1964. Chemical structure of bacterial cell walls: amino-acids of walls of
Micrococcus radiodurans. Nature, 201, 1107-1109.

Work, E. ve Griffiths, H. 1968. Morphology and chemistry of cell walls of Micrococcus
radiodurans. Journal of bacteriology, 95(2), 641-657.

Vullo, D., Nishimori, I., Scozzafava, A., Kohler, S., Winum, J.Y. and Supuran, C.T.
(2010). Inhibition studies of a B-carbonic anhydrase from Brucella suis with a
series of water soluble glycosyl sulfanilamides. Bioorganic Medicinal
Chemistry Letters 20, 2178-2182.

Vullo, D., Nishimori, I., Minakuchi, T., Scozzafava, A. and Supuran, C.T. (2011).
Inhibition studies with anions and small molecules of two novel B-carbonic
anhydrases from the bacterial pathogen Salmonella enterica serovar
Typhimurium. Bioorganic Medicinal Chemistry Letters 21, 3591-3595.

Yuan, M., Zhang, W., Dai, S., Wu, J.,, Wang, Y., Tao, T., Chen, M. and ve Lin, M.
2009a. Deinococcus gobiensis sp. nov., an extremely radiation-resistant
bacterium. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology,
59(6), 1513-1517.

Yuan, Y.V., Westcott, N.D., Hu, C. and Kitts, D.D. 2009b. Mycosporine-like amino
acid composition of the edible red alga, Palmaria palmata (dulse) harvested
from the west and east coasts of Grand Manan Island, New Brunswick. Food
Chemistry, 112(2), 321-328.

Zhang, Y.T., Zhang, L., Chen, H.L. and Zhang, H.M. 2010. Selective separation of low
concentration CO, using hydrogel immobilized CA enzyme based hollow fiber
membrane reactors. Chemical Engineering Science, 65(10), 3199-3207.

Zimmerman, J.M. and and Battista, J.R. 2005. A ring-like nucleoid is not necessary for
radioresistance in the Deinococcaceae. BMC microbiology, 5(17).

123



EK 1 Klonlanan DrCA geninin, Deinococcus radiodurans R1 bakterisindeki
NC _001263.1 aksesyon numarali DrCA geni ile NCBI-Blast tarama
motorundaki dizi benzerligi

DrCA F-ileri primer dizisi ile benzerligi

Benzerlik oran1 757/760 (%99)

Query 8 CACCGCGACCGAGCCGATTTCGTAGTAGCCGCCGATGACCCGAATCTGGCCGGACGCCTC
67

Sbjct 2232819 CACCGCGCCCGAGCCGATTTCGTAGTAGCCGCCGATGACCCGAATCTGGCCGGACGCCTC
2232760

Query 68 GGCTTCCTGAATCACCGCCTGACGGCGCAGCAGGGCGACTTGGCGGCGCACATTGTTGAT
127

Sbjct 2232759 GGCTTCCTGAATCACCGCCTGACGGCGCAGCAGGGCGACTTGGCGGCGCACATTGTTGAT
2232700

Query 128 GACGGCCTCCCGCATCCGGGCCTTCTTGGCGCGGATGGCGGGCAGATTTTCCACGCTGGG
187

Sbjct 2232699 GACGGCCTCGCGCATCCGGGCCTTCTTGTCGCGGATGGCGGGCAGATTTTCCACGCTGGG
2232640

Query 188 GCGAATGCGGCCAATCAGGGACTGAAGGTGCGGCGGCTCCTCGGCGATTTTGTCGTCCGG
247

Sbjct 2232639 GCGAATGCGGCCAATCAGGGACTGAAGGTGCGGCGGCTCCTCGGCGATTTTGTCGTCCGG
2232580

Query 248 CATCAGCGCCGCCGCCACCGCGCCGCAGCCCTCGTGGCCCATCACCATCACGAGGTGCAC
307

Sbjct 2232579 CATCAGCGCCGCCGCCACCGCGCCGCAGCCCTCGTGGCCCATCACCATCACGAGGTGCAC
2232520

Query 308 GTCGAGGTGCCGGATGGCGTATTCGAGCGTGCCCAGGCCGCTTTCGCCCACCACGTTGCC
367

Sbjct 2232519 GTCGAGGTGCCGGATGGCGTATTCGAGCGTGCCCAGGCCGCTTTCGCCCACCACGTTGCC
2232460

Query 368 CGCCACCCGCACCACGAACAGTTGCCCCAGCCCCTGGTCGAACACCAGTTCTACCGGCAC
427

Sbjct 2232459 CGCCACCCGCACCACGAACAGTTGCCCCAGCCCCTGGTCGAACACCAGTTCTACCGGCAC
2232400

Query 428 CCGACTGTCGCTGCACGCGAGGATCGCCGCGTAGGGCGTTTGCCCGATGATCTGGGCGCG
487

Sbjct 2232399 CCGACTGTCGCTGCACGCGAGGATCGCCGCGTAGGGCGTTTGCCCGATGATCTGGGCGCG
2232340

Query 488 GCGCTCGTTCGCCCCGATGTCCGGGCGTCGCGCCTGCCCACCGAAAAAGCGGGCGTTGCC
547

N
Sbjct 2232339 GCGCTCGTTCGCCCCGATGTCCGGGCGTCGCGCCTGCCCACCGAAAAAGCGGGCGTTGCC
2232280
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Query
607

Sbjct

2232220

Query
667

Sbjct

2232160

Query
727

Sbjct

2232100

Query

Sbjct

2232060

548

2232279

608

2232219

668

2232159

728

2232099

TTCCATCAGCGTCTGAATGGCCGCCTCGGGGGTTGCCACGTCCGAATCCTTGAGCTTGGC

GGGGGTCAGTTCGAGGAGTTGGGCCTGTAACGTCTCTGAATTGTCTGGCGCGGTCATGCC

N
GGGGGTCAGTTCGAGGAGTTGGGCCTGTAACGTCTCTGAATTGTCTGGCGCGGTCATGCC

TGTATCGTAGCCCCACGCACGCGCTAGCCTGCGCCCCATG

CEEEEEErrrr et et e e e e e e
TGTATCGTAGCCCCACGCACGCGCTAGCCTGCGCCCCATG

767

DrCA R-Geri primer dizisi ile benzerligi

Benzerlik Oran1 766/768 (%99)

Query
64

Sbjct
492612

Query
124

Sbjct
492552

Query
184

Sbjct
492492

Query
244

Sbjct
492432

Query
304

Sbjct
492372

Query
364

Sbjct
492312

9

492671

65

492611

125

492551

185

492491

245

492431

305

492371

CGAT-CAGGCATGA-CGCG-CAGAC-ATTCAGAGACGTTACAGGCCCAACTCCTCGAACT

AGAAATCGCCAAGCTCAAGGATTCGGACGTGGCAACCCCCGAGGCGGCCATTCAGACGCT

Prrrrrrrrrrrrrrerr e e et e e e e e e e e e e e
AGAAATCGCCAAGCTCAAGGATTCGGACGTGGCAACCCCCGAGGCGGCCATTCAGACGCT

GATGGAAGGCAACGCCCGCTTTTTCGGTGGGCAGGCGCGACGCCCGGACATCGGGGCGAA

PErrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e e e e e e
GATGGAAGGCAACGCCCGCTTTTTCGGTGGGCAGGCGCGACGCCCGGACATCGGGGCGAA

CGAGCGCCGCGCCCAGATCATCGGGCAAACGCCCTACGCGGCGATCCTCGCGTGCAGCGA

FEErrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrreee e
CGAGCGCCGCGCCCAGATCATCGGGCAAACGCCCTACGCGGCGATCCTCGCGTGCAGCGA

CAGTCGGGTGCCGGTAGAACTGGTGTTCGACCAGGGGCTGGGGCAACTGTTCGTGGTGCG

PErrrrrrrrrrrrrrrr e e et e e e e e e e e e e e
CAGTCGGGTGCCGGTAGAACTGGTGTTCGACCAGGGGCTGGGGCAACTGTTCGTGGTGCG
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Query
424

Sbjct
492252

Query
484

Sbjct
492192

Query
544

Sbjct
492132

Query
604

Sbjct
492072

Query
664

Sbjct
492012

Query
724

Sbjct
491952

Query

Sbjct

365

492311

425

492251

485

492191

545

492131

605

492071

665

492011

725

491951

GGTGGCGGGCAACGTGGTGGGCGAAAGCGGCCTGGGCACGCTCGAATACGCCATCCGGCA

GCTGATGCCGGACGACAAAATCGCCGAGGAGCCGCCGCACCTTCAGTCCCTGATTGGCCG

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e
GCTGATGCCGGACGACAAAATCGCCGAGGAGCCGCCGCACCTTCAGTCCCTGATTGGCCG

CATTCGCCCCAGCGTGGAAAATCTGCCCGCCATCCGCGACAAGAAGGCCCGGATGCGCGA

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e
CATTCGCCCCAGCGTGGAAAATCTGCCCGCCATCCGCGACAAGAAGGCCCGGATGCGCGA

GGCCGTCATCAACAATGTGCGCCGCCAAGTCGCCCTGCTGCGCCGTCAGGCGGTGATTCA
FErrrrerrrrrrrerrrrrrererrrr et e ettt e

GGCCGTCATCAACAATGTGCGCCGCCAAGTCGCCCTGCTGCGCCGTCAGGCGGTGATTCA

GGAAGCCGAGGCGTCCGGCCAGATTCGGGTCATCGGCGGCTACTACGAAATCGGCTCGGG

CGCGGTGGACTTTCTGGTGGACGAGGACGACCTCGCACTC 764

PEEEEEErrr e e e e e e e
CGCGGTGGACTTTCTGGTGGACGAGGACGACCTCGCACTC 491912
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