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ON sOz

Bu ¢alismada, bir arke olan Thermoplasma volcanium model olarak kullanilarak 1si soku, pH
ve oksidatif stres tepkisinin global gen ekpresyonuna etkisi tim genom ekspresyon
mikrodizinleri kullanilarak incelenmistir. BOylece stres altinda esgldumli olarak uyarilan ve
kontrol edilen gen setleri belirlenmis ve bir sonraki asamada T. volcanium’da strese iliskin
transkripsiyonel aglarin incelenmesi icin gerekli veriler elde edilmistir. Bu sonuglar literatr
icin yeni olup stres tepkisi ile ilgili bilinen mekanizmalarda yer alan proteinlerin yanisira, islevi
henlz tanimlanmamis olan yeni proteinler de bulunmustur.

Elde edilen sonuclar bir Uluslararasi Bilimsel Kongre’de sunulmak Uzere kabul edilmigtir.
Projeden saglanan bursiyer destegi ile yurutilen bir Yiksek Lisans tez ¢alismasi da buyuk

Olgcude tamamlanmistir.

Projemize sagladigi maddi destek dolayisi ile TUBITAK'a ve bitce harcamalarinda
yardimlarindan dolayi ODTU-TUBITAK/BAP calisanlarina tesekkiir ederim.
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OzZET

Bu projede tim genom mikrodizin teknolojisi kullanilarak, termoasidofilik bir arke olan
Thermoplasma volcanium’da yuksek sicaklik (70 °C), yuksek pH (pH 5.0) ve oksidatif stres
(0.03 mM H,0,) kosullarinda transkripsiyon dizeyinde degisim gdsteren ve stres
tepkisinde yer almasi olasi proteinleri kodlayan genler belirlenmigtir. Mikrodizin analiz
sonuglari, T.volcanium hdcrelerinin strese maruz kaldiklari 60 dakika boyunca anlatim
dizeyleri disen baslica genler icinde islevsel olarak enerji Uretimi ve donusimd,
transkripsiyon, translasyon ve hicre hareketi ile baglantili olanlar énemli odlgide inhibe
olmuslardir. Bu durum, stres sirasinda genel olarak bircok organizmada goérilen eneriji
azalmasina karsi bir 6nlem olarak ylksek enerji gerektiren sentetik surecleri minimize etmek
icin geligtirilen bir strateji olarak distnulebilir. Isi soku tepkisi, spesifik olarak bazi i1si-soku
baglantili genlerin anlatiminin artmasi ile iligkilendirilmistir. T. volcanium’da bu baglamda
Ozellikle molekuler saperon sistemleri olan termozom ve Hsp70’in (GrpE,K gibi) kritik rolleri
oldugu anlasiimaktadir. pH stresinde ise kilit proteinler olarak hiicrede iyon dengesini
saglama ve korumada &nemli rolleri olan transporter ve antiporterler dikkat gekmektedir. T.
volcanium’da oksidatif strese 06zgu kabul edilebilecek tepki ise serbest radikallerin
detosifikasyonundan sorumlu redoksin sistemlerinin tetiklenmesidir. Ancak bu sistemlerle
ilgili genlerin bazilarinin anlatimlari artarken digerlerinde azalmasi, oksidatif stresle bas
etmede zamana bagh olarak etkileri nitel ve nicel olarak degisen birden fazla ve biribiri ile
ortisen yolaklarin roll olabilecegini akla getirmektedir.T. volcanium’un mikrodizin analizi ile
pH ve oksidatif stres altinda ortaya ¢ikan global gen ekspresyon profilleri, transkripsiyonu
reglle edilen birgok ortak gen bulunmasi nedeniyle, bu iki stres mekanizmasi arasinda
baglanti olabilecegini, ancak 1si stresine spesifik mekanizmalarinin bunlardan bagimsiz
olabilecegini dusundirmektedir. Mikrodizin analiz sonuglarina goére strese tepki olarak
anlatim duzeyleri énemli 6lgide degisen TVNO0947, TVN0507, TVNO1128, TVN0489, ve
TVN1145 genlerinin anlatimindaki nitel degisim qRT-PCR ydntemi ile de analiz edilmistir.
Elde edilen sonuclar bu genlerin her iki teknikle belirlenen anlatim orantulerinin tutarl

oldugunu gostermigtir.

Anahtar kelimeler: Stres tepkisi, Thermoplasma volcanium, mikrodizin teknolojisi, i1si-soku,

transkriptom



ABSTRACT

In this project, under increased temperature (70 °C), high pH (pH 5.0) and oxidative stress
(0.03 mM H,0,) the genes of thermoacidophilic archaeon, Thermoplasma volcanium,
transcription levels of which changes and code for the proteins that possibly take role in
stress response were determined by using microarray technology. Microarray analysis
revealed that among the genes expression of which changed T.volcanium cells over the 60
min stress exposure, the major ones were those functionally linked to energy production and
conversion, transcription and translation and cell motility. Expression of these genes were
significantly inhibited. This could be a strategy developed by the cells to minimize the
synthetic processes that require high energy as a response to enegy shortage observed in
many organisms when they are under stress. Specific response to heat stress could be
linked to elevated expression of genes encoding heat-shock related genes. In T.volcanium it
appears that in this respect molecular chaperone systems, thermosome and Hsp70 (e.g.,
GrpE, K) should have critical roles. The key proteins in pH stress are transporters and
antiporters with a possible role in maintanance of the ion balance of the cells. In T.
volcanium oxidative stress was characterized by up-regulation of redoxin systems that are
responsible for the detoxification of the free radicals. However, associated with such
systems up-regulation of some genes, while others were down regulated simultaneously,
may indicate the existance of multiple, overlapping pathways, and thier effects may
qualitatively and quantitatively in a time dependent manner. Since there are several genes
commonly regulated as response to pH and oxidative stress as revealed by the microarray
analysis, this two stress mechanisms may be interrelated in T. volcanium, but heat-stress
mechanism should be indepenedent from them. According to microarray result the stress
responsive genes TVN0947, TVN0507, TVN01128, TVN0489, ve TVN1145 were selected to
analyze the quantitative differentiation of their expression as a response to stress by qRT-
PCR technique. The results demonstrated a consistent trend in the expression patterns of

the selected genes by two techniques.

Keywords: stress response, Thermoplasma volcanium, microarray technology, heat-shock,
transcriptom
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1. GIRIS

Transkriptomik, fonksiyonel genomigin énemli bir bileseni olarak ginimuizde temel biyolojik
sureclerin aydinlatimasinda en glclii araglardan birisidir.  Ozellikle DNA mikrodizin
teknologjisi ile yarutulen transkriptom c¢alismalari stres kosullarinda anlatim dizeyi degisen
genlerin belirlenmesinde ve ilgili yolaklarin ortaya cikariimasinda ¢ok yararli olmustur. Tim
canllarda gérulen stres tepkisi, kendi yasam kosullari diger canlilar igin "olagandisi” olan ve
“stres” olarak nitelendirilebilen, ekstrem organizmalarda da mevcuttur. Ancak ekstrem
organizmalarda ve onlarin en tipik temsilcileri olan Arkelerde gorilen stres tepkisi henliz
molekiler dizeyde tanimlanmamistir ve bu slrecin temelindeki mekanizma(lar) hakkinda
Okaryot ve prokaryotlarla karsilastirildiginda c¢ok sinirli bilgi mevcuttur. Bu projede tum
genom mikrodizin teknolojisi kullanilarak termoasidofilik bir arke olan Thermoplasma
volcanium’da stres kosullarinda global olarak anlatimi transkripsiyon dizeyinde degisim
gosteren genler ve bunlar icinde stres tepkisinde yer almasi olasi proteinleri kodlayanlar
belirlenmistir. Ayrica, dkaryot ve prokaryotlarda en fazla calisiimis bir stres tepkisi olan isi
stres tepkisi yanisira, ilk defa arkelerde pH ve oksidatif strese direng, tim genom
ekspresyon mikrodizinler kullanilarak, model organizma T. volcanium’da calisiimistir. Proje
verilerine dayanarak, caligilan G¢ farkh stres kosulunda (is1, pH ve oksidatif) esgudimli
olarak uyarilan ve kontrol edilen gen setlerinin belirlenmesi mimkin oldugu gibi ve strese
diren¢ saglayan mekanizmalar hakkinda énemli bilgiler elde edildigi gibi, bunlara iligkin test
edilebilecek hipotezler ileri sirmek de mumkidn olabilecektir. Mikrodizin analizine goére
transkripsiyon dizeyinde kontrole gore énemli dlglide artma ya da azalama goésteren genler
arasindan segilen bir grubunda Gergek Zamanli qPCR ile strese karsi transkripsiyonel
degdisim nicel olarak belirlenmis ve iki farkh yéntemle elde edilen sonuglarin tutarh oldugu

gO6ralmistar.

2. LITERATUR OZETi

Mikrodizinler yuksek Olcekte veri kapasitesine sahip teknolojik araglar olarak, islevsel
genomik kapsaminda son 10 yildir sik¢a kullaniimaktadir. Mikrodizin analizlere genel olarak
daha ileriki deneyler icin yol gosteren pilot ¢alismalar olarak ve ya daha 6nce bagka
yontemlerle yapilmis gen anlatim caligmalarini dogrulama araci olarak, ya da ylksek
hacimde veri Uretmesi nedeniyle sistem biyolojisine entegrasyon amagh c¢alismalarda
basvurulmaktadir.

DNA mikrodizin analizleri, ekstrem yasam kosullarina adaptasyonlari dolayisi ile siradisi

Ozellik gosteren arkelerin  hiicre fizyolojisi ve metabolizmasi basta olmak Uzere, arke
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molekuler biyolojisi alaninda kaydedilen gelismelerde 6nemli rol oynamigtir. Buna paralel
olarak Arke (meta) genom verileri de son yillarda hizli bir artig gdstermistir. Bu veriler
arkelerin, bakterilerde oldugu gibi kompakt bir kromozom yapisina sahip oldugunu, ancak
genetik bilginin iglenmesi surecinde Okaryotlara benzerlik gdsterdiklerini ortaya koymustur.
Kargilastirmali genom analizleri, yatay ve dikey gen transferinin bu organizmalarda yuksek
dizeyde gorilen genom esnekligine katkida bulunduguna isaret etmektedir [Ettema vd.,
2001; Ruepp vd., 2000; Frickey ve Lupas, 2004]. Her ne kadar bu analizler agik okuma
kaliplarina potansiyel iglevler yliklemede yararli olmussa da, halen genlerin fonksiyonel
anatosyonunu iyilestirmek konusunda klasik yaklasimlarla (fizyoloji, biyokimya ve molekuler
genetik), genomik tabanli yliksek o6lcekte veri saglayan gincel tekniklerin (karsilastirmall,
islevsel ve yapisal genomik gibi) birlikte kullaniimasi mutlaka gereklidir.

Arke genomlarinin karsilastirmali ve islevsel analizlerinde baslica hedefler metabolik yollarda
eksik olan baglantilari ve buyuk oOlgclide de kritik hlcresel sireclerde rol alan dizenleyici
sistemlere ait bilinmeyenleri ortaya ¢ikarmaktir [Makarova ve Koonin, 2003; Ettema vd.,
2005]. Bu karmasik sulrecglerden 6énemli bir tanesi de stres tepkisi ve ona iligkin sinyal
yollaridir. Termofilik arkelerin optimum gelisme sicakhgi 50 °C ile 80 °C arasinda
degismektedir. Bunlardan hipertermofilik olanlar ise 80 °C’nin (zerinde, hatta 100 °C’nin
Uzerindeki sicakliklarda gelisebilmektedirler. Arke i¢in optimum olan bu gelisme kosullari,
mezofilik organizmalar i¢cin olagandisidir ve stres yanitini tetiklemektedir. Stres sonucu
yapisi ¢Ozllen proteinler iglevsel olmadiklari gibi, hiicre igin de tehlike olustururlar. Bunlarin
yluzeyde acgida c¢ikan hidrofobik bdlgeleri birbirleri ile ve diger hlcre bilesenleri ile uygun
olmayan ve istenmeyen sekilde etkilesirler. Bu nedenle hiicre, denatlre olmus proteinlerin
mamkin olan en kisa sirede tekrar katlanmalarini sadlayacak mekanizmalarini harekete
gecirme yoluna gider. Bu slrecte, stres tepkisi ile hicrede sentezi ve miktari artan ve isi
soku proteinleri (HSP) kapsamina giren saperonlar énemli rol oynarlar.

Isi ve diger stres cesitlerinin HSP’leri kodlayan genlerin anlatimini regule ettikleri uzun
yillardir bilinmektedir. HSP’ler membran transportu ve stabilitesi, protein katlanmasi ve hiicre
sinyal sistemleri gibi hicrede ¢ok cgesitli sureglerde énemli roller Gstlenmiglerdir [Gething,
1997; Glatz vd., 1999; Ranford vd., 2000; Trent, vd., 2003]. En yaygin bulunan HSP’ler
molekuler agirliklarina gére HSP104, HSP 90, HSP70, HSP60, HSP40, HSP20 ve HSP10 ya
da 1si ile uyarilabilen Clp ve Lon gibi proteazlardir [Lindquist ve Craig,1988]. Gen
mikrodizinlerinin kullaniimasindan sonra HSP’ye ek olarak diger bircok genin de 1si ile
uyarildigi ortaya ¢cikmistir [Richmond vd., 1999]. Ornegin, E. coli de mikrodizin analizleri 119
genin 1si ile kuvvetli sekilde uyarildigini gostermistir [Richmond vd., 1999]. Genel olarak E.
coli, C. jejuni ve B. subtilis'te tim genom mikrodizin analizleri 1s1 soku ile mevcut genlerin

yaklasik %?20’sinin gesitli dizeylerde regulle edildiklerini ortaya koymustur. S. cerevisiae ‘da
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mikrodizin analiz verileri genomun %25’ten ¢cogunun ekspresyonunun, 1sinin 25 °C den, 37
°C ye arttinimasindan 10 dak sonra farkhlagtigini gostermistir [Gasch vd., 2000]. C. elegans
‘ta 1,197 acik okuma cercevesinden (ORF) 28’ i 1si1 soku ile tutarli bir sekilde uyariimistir
[Guhathakurta vd., 2002].

Ancak Arke’de Is1 soku proteinlerine iligkin bilgi oldukga siniridir. Genom dizi analizleri bazi
Arke’de, Okaryot ve Bakteriye 6zgii olan ve universal oldugu sanilan bazi HSP’lerin
bulunmadigini gdstermistir [Macario ve de Macario, 1999]. Ornegin, Hsp70(DnaK),
Hsp40(Dnald), Hsp60(GroEL) Crenarchaeota’da yoktur ama bazi Euryarchaeota lyelerinde
bulunmaktadir. Crenarchaeota’da, ékaryotik TCP1 proteinine benzeyen ve bakterilerde ¢ok
korunmus olan Hsp 60’in olduk¢a uzak olan farkli bir sinifi (termozom) bulunmaktadir [Trent
vd., 1991; Trent vd., 2003]. Bazi Crenarchaeota’da Hsp60 benzeri saperonlar s ile
uyarilabilirken [Kagawa vd., 1995; Kagawa vd., 2003], bazilarinda, maya TCP1 proteininde
oldugu gibi, disuk 1si ile reglle olmaktadirlar [Kuo vd., 1997; Somer vd., 2002].

Arkeler de gelismeleri icin optimum olan kosullar digindaki sartlarda  stres tepkisi
gOstermektedirler. Bakteri ve Okaryotlarla yuritilen 1s1 soku calismalari ile
karsilastirildiginda, Arke'ye iliskin  rapor edilmis az sayida mikrodizin analiz sonucu
bulunmaktadir [Schut vd., 2001; Baliga vd., 2002; Zaigler vd., 2003; Shockley vd., 2003;
Baliga vd., 2004]. Bunlardan birisinde hipetermofilik bir arke olan Pyrococcus furiosus‘un
kismi-genom dizini kullanilarak 1si-soku tepkisi incelenmistir [Shockley vd., 2003]. Normal
gelisme 1sis1 90 °C den is1- soku isisi olan 105 °C ye ¢ikartildiginda mikrodizinde kullanilan
201 genden 55’ inin farkl sekilde ekspres edildigi goértlmustir. Bu ¢calismada dikkati geken
en dnemli reaksiyonlar, proteinleri stabilize etmek Uzere uyumlu molekullerin (di-myo-inisitol-
1,1’-fosfat—DIP  gibi) sentezinin artmasi [Santos ve da Costa, 2002] ve proteinlerin
kararlihgini daha da arttirmak Uzere bazi saperon genlerinin (Hsp60-benzeri termozom,
Hsp20- benzeri kii¢uk 1s1 soku proteini ve protein ¢ézilmesi ve tekrar katlanmasinda etkin
olan VAT proteini) ekspresyon dizeylerinin yukselmesidir. Ancak bu organizmada 1si soku
tepkisinin boyutu hakkinda kesin bir sonug elde edilememistir.

Diger taraftan tim genom mikro dizinleri kullanilarak Arke’de 1s1 soku tepkisinin incelendigi
sadece u¢ calisma bulunmaktadir. Bu calismlaradan birincisi zorunlu bir anaerob olan
hipertermofilik arkeon A. fulgidus (83 °C, pH 7.0) ile yUrutiimastar [Rohlin vd., 2005]. Bu
calismada genomun yaklasik %14’UnU kapsayan cok sayida genin  mRNA dizeyinin
farkhlastigi goérdlmustir. Bu genlerin enerji Uretimi, amino asit metabolizmasi ve sinyal iletimi
gibi cok cesitli hucresel surecgte yer aldigi belirtiimigtir. Ayrica iki 6zgun transkripsiyon
faktorinun de 1s1 soku kontrollinde etkin olabilecegi ileri surdimuagtar.

ikinci calismada ise yine bir hipertermofilik arke olan S. solfataricus'un tim genom

oligonulkleotit dizini kullanilarak zamana bagh isi-soku tepkisi incelenmistir [Tachdjian ve

3



Kelly, 2006]. Bu yaklagimla, 80 °C olan optimum gelisme sicakligi 90 °C‘ye ¢ikartildiginda ilk
5 dakikada genomun Ugte birinin (yaklasik 1000 gen) regilasyonunun farklilastigr goérdimus
ve Isl-sokuna transkripsiyonel tepkinin ani olarak ortaya ¢iktigi sonucuna variimistir. Bu
arastirma sonuglari  S. solfataricus ‘da, uyumlu molekullerin 1s1 sokunda etkin olmadigini
gOstermistir.  Diger taraftan DNA Pol Il geni anlatimi azalmistir. RNA Polimerazin farkh
altbirim  genlerinin anlatiminin azalmasi ise transkripsiyonda global bir azlamaya isaret
etmistir. Ayrica S. solfataricus’'un (85 °C, op. pH 2-4.5) birgok transkripsiyon
dizenleyicilerinin 1si1-soku ile basetmede rol oynayabilecegi ileri strGimustir.

Uclincli arastirmada ise, aneorobik bir arke olan Methanosarcina barkeri ‘nin (op. 37 °C, op.
pH 5.0) tim genom dizini kullanilarak 1si- soku ve oksidatif-stres tepkisi incelenmistir [Zhang
vd., 2006]. Bu calisma sonuglari yasam icin mutlak gerekli genlerin bir cojunun (DNA
replikasyonu, tamir, enerji metabolizmasi ve protein dongistine iliskin) anlatiminin ¢evresel
stresle reglle edildigini gostermistir. Ayrica i1si-sokunu ile HSP70 ve HSP60 genlerinin
anlatim duzeylerinin yukselmesi bu saperonlarin da isi-sokunda rolline isaret etmistir.

Bu projede ilk defa, “orta derecede termofilik” ve ayni zamanda “asidofilik” bir arkeon olan
Thermoplasma volcanium’da” tim genom ekspresyon mikrodizinleri” kullanilarak 3 farkli
cevresel stres faktdrinin (i1s1, pH ve oksidatif stres) global gen ekspresyon profilini nasil
etkiledigi arastinlmistir. Anilan stres kosullarinda bu organizmanin gelistirdigi tepki
mekanizmalari hakkinda transkriptom dizeyinde literatir igin yeni bilgiler elde edilmistir.
Elde edilen sonugclara gore belirlenenen bazi hedef genlerin anlatim duzeylerindeki degisim
ayrica gRT-PCR ile incelenmistir. Diger taraftan bu calisma sonunda ortaya g¢ikan
transkripsiyon profilleri ile, daha o6nce laboratuarimizda T. volcanium model olarak
kullanilarak stres kosullarinda qRT-PCR ile yurittigimuiz ¢alismalarimizdan elde ettigimiz

verilerin karsilastirlmasi da yapilmigtir.

3. GEREG VE YONTEM

3.1 Thermoplasma volcanium Kiiltiirlerine Farkh Stres Uygulamalari

Dort farkh T. volcanium kulturleri optimum gelisme kosullarinda (60 °C ve pH 2.7) orta-log
faza kadar gelistirilmis ve kultirlere 60 dak slre ile ayri ayri, i1si1 gsoku (70 °C’de), pH stresi
(pH 5.0’de) ve oksidatif stres (0.03 mM H,0O, eklenerek) uygulanmigtir. Bu slrede strese
maruz birakilmayan kontrol kiltirin gelismesi optimum kosullarda devam etmistir. Proje
Onerisinde s6z konusu Ug¢ stres tipi icin sinirlar genis tutulmasina karsin, daha &nce
laboratuarimizda yurattugumuz aragtirmalarin sonuglari dogrultusunda, T. volcanium’ un

gelisiminin tamamen engellenmedigi ancak yavasladigi ve bu arada bazi stres genlerinin



indUklendigi yukarida belirtilen stres kosullari segilmigtir. Her bir stres kosulu i¢in ve kontrol

kultdrler en az 4 tekrarli olarak gelistirlmigtir.

3.2 T. volcanium Kiiltiirlerinden Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu RNeasy Mini Kit (QIAGEN GmbH, Germany) kullanilarak ve Kit protokolu
izlenerek yapiimistir. RNA kalite kontroli Agilent 2100 Bioanalyzer Sisteminde (P/N
G2943C) Agilent RNA 6000 Nano kit (P/N 5067-1511) ve 2100 Expert software “Prokaryote
Total RNA Assay” kullanilarak yapiimistir. Ayrica sonuglar Picodrop (Picopet 01, Picodrop
Ltd. Cambridge, UK) olcumleri ile de karsilastiriimistir.

3.3 MikroDizin Analizleri
Mikrodizin analizleri, 3 farkli stres kosulunda (yani 70 °C, pH 5.0 ve 0.03 mM H,0,
konsantrasyonlarinda) ve kontrol olarak da optimum kosulda yapiimistir. Deneyler her kosul

icin 4 biyolojik tekrarli olarak yaratalmustar.

3.3.1 cDNA Sentezi ve Amplifikasyonu ve Floresan isaretlemesi

Agilent’s Low Input Quick Amp Labeling WT (LIQA WT) Kit Random Primer ile ve “Agilent
One-Color RNA Spike-In Kit” kullanilarak yapilmistir. RNA érnekleri total konsantrasyon 50
ng /2.3 ul olacak sekilde “RNaz icermeyen” ddH,0 ile seyreltiimis ve seyreltme picodrop ile
Olgum yapilarak kontrol edilmigtir. Tek-Renk RNA Spike-Mix (Agilent One-Color Spike Mix)
bir dizi seyreltmeden sonra 2pl, random primer (1 yl) ile karigtiriimis ve buna 2.3 ul total 50
ng RNA érnekleri eklenmistir. Primer baglanmasindan sonra, hazirlanan cDNA Master Mix
kullanilarak cDNA sentezi ve amplifikasyonu Kit protokolu izlenerek yapilmistir. Daha sonra
hazirlanan Transkripsiyon Master Mix kullanilarak Cyanin3 ile isaretlenmis cRNA (antisense)
sentezi yapilmistir. isaretlenmis cRNA &rneklerinin saflastirimasi “Qiagen RNAeasy Mini
Spin Column” kullanilarak Kit protokoliine gore “RNase free” su ile yapiimis ve elisyondan
sonra orneklerin konsantrasyonlari NanoDrop ND-100 UV-VIS Spektrofotometer (ver 3.2.1)
ile belirlenmistir. cRNA miktari (ug) ve spesifik aktivitesi (pmol Cy3/ yg cRNA) dnerilen

formullere gore hesaplanmis ve beklenen degerlerle kargilastiriimigtir.

3.3.2 T. volcanium Tum Genom Ekspresyon Ciplerin Tasarimi

Ekspression Oligo Mikrodizinler Agilent (temsilci firma SEM) tarafindan talebimize 6zel olarak
tasarlamigtir (SurePrint HD format (8x60K) —2 adet). Bu cipler (1 slide -inch x 3-inch glass
slide) Uzerinde ayni anda 8 &rnek calismak igin uygundur. Tasarim igin gerekli

Thermoplasma volcanium GSS1 genom dizisi “Ensembl Data Base’den alinmistir. Bu



genomda “ORF Finder Tool” ile 150 bp lzerinde 7500 ORF belirlenmis, prob tasarimi
“Agilent eArray Tool” kullanilarak yapilmistir.

Bagka bdlgelerle eslesen problarin yeniden tasarimi icin “base composition” ydontemi ile
tasarim denenmis ve neticede optimum kriterlere uygun 7458 prob tasarlanmigtir. Slide’lara
her prob 8 kopya olarak yerlestirilmis olup, tasarimda ayrica 1319 “Agilent Standart Array
Kontrol Probu” da kullaniimistir.

3.3.3 Agilent Temsilci Firma Destegi ile Yapilan Caligmalar: Hibridizasyon, Tarama ve
Cip Sinyal Analizleri

Bu calismalar Agilent temsilci firma’nin (SEM) sagladigi alt yapi kullanilarak yapilmistir.
Hibridizasyon 6ncesi 6rneklerinin hazirlanmasi / fragmentasyonu “Low Input Quick Amp
Labeling WT (LIQA WT)” protokoliine gére yapilmistir. cDNA’larin, “ekspresyon dizin” lerle
Hibridizasyonu ve sonrasi yikamalar, “Agilent Microarray Hybridization Chamber (Agilent
Microarray Hybridization Chamber Kit -G2534A)” kullanilarak, ilgili kullanici klavuzu
dogrultusunda yuratilmastir. Hibridizasyon 65 °C de 17 saat surmustir.

Slayt'larin taramasi “Agilent G2565CA Microarray Scanner System” ile yapiimis ve ham
mikrodizin géruntileri elde edilmistir. Daha sonra bu tarama goérintilerinin analizi ve “prob

feature” eldesi (.tif goruntust) “Agilent Feature Extraction” yazilimi kullanilarak yapilmigtir.

3.3.4 Mikrodizin Sonugclarin Analizi
Veri goruntileme ve analizi “Agilent's Genespring GX Ver. 12.6 yazilimi (demo) kullanilarak

yapilmigtir.

3.4 Nicel Gergek Zamanl PCR (qRT-PCR)

Ekspresyon dizeyleri ylkselen ya da disen bazi hedef genler secilip gRT-PCR ile stres
kosullarinda ekspresyon porfillerindeki degisim kontrole goreli olarak calisiimistir. Bu
calismalarda cDNA sentezi i¢cin mikro dizin analizleri igin hazirlanan total RNA &rnekleri

kullaniimigtir.

3.4.1 Tumleyici DNA (cDNA) Sentezi

Ayni miktarlarda kontrol ve stres RNA orneklerinden cDNA dretimi M-MuLV Reverse
Transcriptase (Roche Diagnostics GmbH) ile enzim protokolinde belirtildidi sekilde ve
secilen genlere 6zgl tasarlanan geri primerler (RP) kullanilarak yapilmigtir. Gergek
zamanli PCR deneylerinde, mikrodizilim g¢aligmalari igin kontol ve farkl stres kosullarinda
izole edilen RNA &rnekleri kullaniimstir. Primeler, TIB, MOLBIOL, Syntheselabor GmbH

tarafindan sentezlenmistir. cDNA reaksiyon karisimi toplam 25 pl hacim iginde :
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0.4 uM geri primer, 400 yM dNTP karigsimi, 1 uyg RNA , 5 pl MMuLV Reverse Transkriptaz
tamponu ve 1 yl MMuLV Reverse Transkriptaz icerecek sekilde hazirlanmistir.

3.4.2 qRT- PCR

Sentezlenen cDNA o6rnekleri kalip olarak kullanilarak, LightCycler FastStart DNA Master
SYBR Green | Kiti (Roche Diagnostics GmbH, Germany) ile ve Kit protokolu izlenerek,
LighatCycler 1.5 (Roche) cihazinda yapilmistir. Kullanilan ileri (FP) ve geri primerler (RP)
secilen TVN0382, TVN0947, TVN0486 ve TVN1145 genlerine &6zgu tasarlanmis ve TIB,
MOLBIOL, Syntheselabor GmbH tarafindan sentezlenmistir. Kit protokoli daha once
laboratuarimizda bazi 1s1 soku genlerinin ekspresyon cgalismalari igin optimize edilmigtir. Bu
deneylerde izlenen baslica adimlar asadida verilmigtir:

Pre inkiibasyon: 95 °C 15 dak

Amplifikasyon:

Denatiirasyon 95 °C 10 san

Hibridizasyon 60 °C 10 san

Sentez 72 °C 10 san

“Melting” egrisi:

Denattrasyon 95 °C 0 san

Hibridizasyon 65 °C 15 san

“Melting” 72 °C 10 san

Soguma: 40 °C 30 san

gRT-PCR sonugalrinin validasyonu denatiirasyon egrisi ya da “Tm analizi” ile yapilmistir. Her
bir RNA 6rnegi icin deneyler optimize edilmis kosullarda en az 2-3 kez tekrarlanmistir.
RT-PCR sonuglari, bir goreceli kantitasyon metodu olan 2-AAT ydnteminin bir varyasyonu
kullanilarak analiz edilmigtir [Livak ve Schmittgen, 2001]. Bu ydntemle kontrollere goreli
olarak testlerde gen ekspresyon diizeyinde kag kat degisiklik meydana geldigi bulunmus ve
sonuglar bar grafik olarak gosterilmistir. Sonuglar en az 3 biyolojik tekrarin  aritmetik

ortalamasi ve standart sapma ( yani ortalama + SD) olarak ifade edilmistir.

4. BULGULAR

4.1 RNA Kalite Kontrolii

Her 3 stres kosulu (1si-soku, pH ve oksidatif stress) ve konrol (optiumu kosullar) igin kaltarler
en az 4 biyolojik tekrarli olarak yuratalmis ve bunlarin her birinden >3 tane paralel RNA
izolasyonu yapilmistir. izolasyonu yapilan toplam 49 RNA érneginin konsantrasyon ve kalite
degerlendirmesi 6dnce Picodrop olcimleri ile ve agaroz jel elektroforezi (spesifik olarak RNA

icin dentirasyon kosullarinda) ile degerlendirilmistir. Daha sonra, bu RNA &rneklerinin kalite
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analizi Agilent 2100 Bioanalyzer System (P/N G2943C) ile Agilent RNA 6000 Nano kit (P/N
5067-1511) kullanilarak ve 2100 Expert software yardimi ile yapiimistir: Total RNA, RNA
butunluk sayisi (RIN-RNA Integrity Number), elektrogram sonugclari, RNA konsantrasyonu,
AzsolAzzo, AzsolAzgo Oranlari dikkate alinarak degerlendirilmistir (Tablo 1). Her bir stres kosulu
ve kontrol igin 4 er tane olmak Uzere toplam 16 RNA 6rnegi, anilan 6lgim degerlerinin analiz

icin uygunlugu baz alinarak mikrodizin analizinde kullaniimak Gzere segilmistir.

Tablo 1. RNA o6rneklerinin konsantrasyon 6lgumleri ve kalite analizi

Konsant. Konsant.
RNA RNA Bioanalyzer Pico drop RIN | Asgo/Ass Aol Azzg
Ornek Ornek (ng/ pl) (ng/ \l)
No adi
1 C1 360 382,1 9,3 |2,059 2,48
2* Cc2 201 332,5 N/A | 2,059 1,958
3 C3 279 305 8.8 2,152 2.170
4 C4 46 139 10 2,13 1,578
5* HS1 138 170,8 N/A | 2,027 1,801
6 HS2 121 192,4 9,9 1,961 1,752
7 HS3 233 205,6 9,6 2,144 1,787
12 HS4 447 400,1 8,5 |2,083 2,330
8 pH1 69 139,1 10 2,027 1,203
9 pH2 42 94,5 9,9 2,073 1,697
10 pH3 440 370,2 8,7 2,072 2,068
11~ pH4 186 259,6 8,1 2,175 1,387
13 Oxil 197 215,8 8,7 2,096 1,990
14 Oxi2 185 233,6 7,2 2,169 1,980
16 Oxi3 404 456 9.1 2,071 1,821
15* Oxi4 248 245,9 9,2 2,077 1,923

*veri analizinde kullaniimayan ornekler.



Bu secilen RNA o6rneklerinin - RIN degerleri (RNA Integrity Number) 28.7'dir. Bu degerler
parcalanmanin olmadigi ya da minimum duzeyde oldugunu ve RNA’nin butinlGgund
korudugunu goéstermektedir. Agaroz jel elektroforez goérintileri ve Bioanalyzer Elektrogram
sonugalart da bunu desteklemektedir. Bu resimlerde genellikle 18S ve 28S ribosomal
RNA’lar temsil eden 2 farkli bant goralmustir. Cok az miktarda da 5S RNA bandi
g6zlenmistir. Sekil 1 ve 2 'de izole edilen RNA &rneklerinin sirasi ile jel elektroforez

gorintileri ve Bioanalyzer Elektrogram sonuglari gérilmektedir.

Cl C2 HS3 pH3  HS4 oxil oxi2  oxi4 pH 1 pH2 HS1 HS2

C3 C4 pH4 oxi3

Sekil 1. Mikrodizin analizi i¢in segilen 16 RNA 6rneginin  RNA 6rneginin jel elketroforez

gorintaleri.

Picodrop o6lcimleri ile RNA 6érnekleri icin bulunan RNA konsantrasyonlari, Bioanalyzer ile
belirlenen konsantrasyon verileri ile uyumludur (Tablo 1) Asso/Azge Oraninin 1.8 ile 2.0 ve
AzsolAzze oOraninin >2.0 olmasi o6rneklerin protein, karbonhidrat, organik solvent gibi

kontaminantlardan arinmig olduguna isaret etmektedir.

4.2 Mikrodizin Gérintiileri

Toplam 16 RNA 6rneginden elde edilen cRNA’lar prob olarak kullanilarak iki slayt’da bulunan
mikrodizinler ile yurattlen hibritteme g¢aligmalari sonunda elde edilen dizin géruntileri Sekil
3’deki gibidir.
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Sekil 2 Mikrodizin analizi i¢in segilen 16 RNA 6rneginin Bioanlayzer elektrogram sonuglari.

1.C1 2.C2* 3. C3 4. C4

Slayt 1.
5. HS1* 6. HS2 7. HS3 8. pH1

9. pH2 10. pH3 11. pH4* 12. HS4

Slayt 2.

13. Oxil 14. Oxi2 15. Oxi4* 16. Oxi3

Sekil 3 Dizin gérintileri. Dizin numara ve isimleri slide Uzerinde ve altinda verilmistir.

* bu dizinler very analizine alinmamistir. 15 nolu dizinde hibridizasyon sirasinda problem

olmustur.
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4.3 Normalizasyon

Quantile normalizasyon ve sonrasinda yapilan veri analizi igin GeneSpring GX Version 12.6
yazilim programi (Demo Version) kullaniimistir. Her bir mikrodizin deneyi i¢in ekspresyon
degerlerinin dagihmini ayni bir hedef dagilimda gosteren “quantile” normalizasyon Terry
Speed grubunun RMA yaziliminda kullanilan yaklagsimdir. Dizinde herbirisi i¢cin degerler
blayukliguine goére siralandiktan sonra, her pozisyon igin orta deger alinmaktadir. Bu
¢alismaya ait normalizasyon sonucu Whisker Plot ile gosterilmistir (Sekil 4). Ham verinin
“quantile” normalizasyonundan sonra, korelasyon katsayisi, 3D-korelasyon diyagrami (Sekil
5) ve hiyararsik kiimeleme sonugclari dikkate alinarak 16 6rnek icinden 12 si (her bir kosul
icin 3er tane) daha ileri veri analizi icin secilmigtir. Tum o6rneklere ait 3D-korelasyon
diyagrami, hiyararsik kiimelemeyi (tekrarlarin ortlamasi alinmadan) gosteren “Heat —Map”

(Sekil 6) asagida verilmigtir.

| | 1]

e -

-84

] 10 11 12 13 14 15 16 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |

All Samples

Sekil 4. Whisker plot: Dizin numaralari: kirmizi: kontrol (1-4), mavi: 1si-soku(5-6,12), eflatun:
pH stres (8-11), yesil: oksidatif stres (13-16).
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Sekil 5. 3D korelasyon grafigi

Condition
group

O3 P1 P2 P3 01 02 04 C2 C4 Cl C3 HS3 HS4 HS2

|

LE p—

Sekil 6. Hiyarasik kimelemeyi gosteren “heat- map”. wm=kontrol (C1-C4),: mmm 1SI-S0ku (H2-
H4), o= PH stres (P1-P3), . oOksidatif stres (O1-04).

istatistiksel olarak énemli dlglide (two-tailed student’s t-test < 0.05, > 2 kat) farklilagsmig
ekspresyon gosteren mRNA’lar “Volcano Plot” filtreleme ile belirlenmistir. 10 tabanina gore p

degerlerinin negatif logaritmasi (-log10) vy eksenininde, kat-degisim degerlerinin (FC)
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logaritmasi ise x-ekseninde yer almaktadir. Ayrica sagilim egrileri de elde edilmigtir. Test ve

Kontrol gruplarina ait Volcano ve Sacilim Egrileri Sekil 7-9 da gortlmektedir.

-loglO(correctedPvalue)

Xohois [ fcontrel]

Yous [[he)

log2(Fold change)

Select pair \ [hs] Vs [control] v

B.
Igl-___“_. .III|||.II|I-. -l

ssa
[

C. (kontrol) (Is1 stresi)

Sekil 7. Isi soku drneklerinin analizi.

Isi soku kosuluna ait oérneklerin (HS2, HS3, HS4) anlatiminin kontrole (C1, C3, C4) goreli olarak
mikrodizin analiz sonuglari: A. Sagilim egrisi, B. Volcano egrisi (yatay yesil ¢izgi p= 0.05 oldugu yeri
gostermekte olup, Uzerinde kalan noktalarin p degerleri <0.05 dir. Dikey ¢izgiler ise >= 2-kat degisim
sinirlarini  géstermektedir, sol Ustte vyesil ¢izgilerin sinirladidi kirmizi noktalar énemli 6clde
ekspresyonu azalan, sag Ustte yesil gizgilerin sinirladidi kirmizi noktalar ise 6nemli 6¢lide ekprseyonu
artan genleri temsil etmektedir). C. Kontrol ve isi1 soku orneklerine ait histogramlar.
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Sekil 8. pH stress drneklerinin analizi.

pH stres kosuluna ait 6rneklerin (pH1, pH2, pH3) anlatiminin kontrole (C1, C3, C4) goreli olarak
mikrodizin analiz sonuglari: A. Sagilim egrisi, B. Volcano egrisi (yatay yesil ¢izgi p= 0.05 oldugu yeri
gostermekte olup, Uzerinde kalan noktalarin p degerleri <0.05 dir. Dikey ¢izgiler ise >= 2-kat degisim
sinirlarini  géstermektedir, sol Ustte vyesil gizgilerin sinirladigr kirmizi noktalar 6nemli 6¢lde
ekspresyonu azalan, sag ustte yesil gizgilerin sinirladidi kirmizi noktalar ise 6nemli 6¢lide ekprseyonu
artan genleri temsil etmektedir. C. Kontrol ve pH stres orneklerine ait histogramlar
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Sekil 9. Oksidatif stres érneklerinin analizi.

Oksidatif stress kosuluna (O1, 02, O3) ait orneklerin anlatiminin kontrole (C1, C3, C4) goéreli olarak
mikrodizin analiz sonuglari: A. Sacilim egrisi, B. Volcano egrisi (yatay yesil ¢izgi p= 0.05 oldugu yeri
gostermekte olup, tUzerinde kalan noktalarin p degerleri <0.05 dir. Dikey ¢izgiler ise >= 2-kat degisim
sinirlarini  géstermektedir, sol Ustte vyesil gizgilerin sinirladigr kirmizi noktalar 6nemli 6¢lde
ekspresyonu azalan, sag ustte yesil gizgilerin sinirladigi kirmizi noktalar ise énemli 6¢lide ekprseyonu

artan genleri temsil etmektedir. C. Kontrol ve oksidatif stres &rneklerine ait histogramlar

4.4 Mikrodizin Veri Analiz Sonuglari

4.4.1 Is1 Sokunun T. volcanium’da Gen Anlatimina Etkisi
Analiz sonuglarina gére T. volcanium hicreleri 1 saat sire ile 70 °C ‘de 1sI sokuna tabi

tutulduklarinda test edilen toplam 7458 ORF'ten 663 tanesinin ekspresyonunun kontrole
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gore farklilk goésterdigi (Mod. T-Test p (Corr) cut-off = 0,05; kat degisim (FC) >= 2,0)
bunlaran 475 tanesinin anlatiminin arttigi, 188 tanesinin ise anlatiminin azaldigi
bulunmustur.  Bu sonuglara iliskin Sacilim Egrisi ve “Volcano” grafigi  Sekil 7'de
verilmektedir.

Toplam 7458 ORF icinde 1474 tane ekspres edilen genin anotasyonu yani tanimlamasi
yapilmig olup veri tabanlarinda (NCBI, KEGG gibi) bulunmaktadir. Anotasyonu yapilmis 1474
ORF’den 1s1 sokuna tepki olarak 70 (% 4.7) tanesinin ekspresyonu istatistiksel olarak
kontrolden 6nemli o6lcide (p — (Corr) cut-off = 0,05; FC >= 2,0) farklilik gdstermistir.
Bunlardan 33 tanesinin ekspresyon dizeyi artmis, 37 tanesinin ise ekspresyonu azalmistir.
Ekspresyonu degisiklik gosteren (indiklenen ve ya baskilanan) 70 gen listesi EK 1 de
verilmigtir.

Fonksiyonlarina gore kategorize edildiginde ekspresyon farklilasmasi gdsteren genlerin
hicresel islevlerinin ¢ok genis bir yelpazede dagildigi gorilmektedir. Artan ya da azalan
MmRNA dlzeyine gore en fazla etkilenen kategoriler i1s1 soku proteinleri, enerji tretimi ve
cevrimi ile ilgili proteinler, inorganik iyon ve amino asit tasinmasi ve metabolizmasina iliskin
proteinler, genel membran transport sistemleri, hlicre hareketine iligskin proteinler,
hicre/membrani sentezi ile ilgili proteinler ile raplikasyon ve rekombinasyonda rol alan
proteinlerdir. Bunlara ek olarak g¢esitli hidrolaz enzimleri ile yag metabolizmasi ve
detoksifikasyon ile ilgili genlerin anlatimi da indiklenmigtir. Ayrica bazi “fonksiyonu
bilinmeyen” ve “hipotetik” proteinlerin de transkripsiyonunun o6nemli dl¢ide dedistigi
gOralmistar.

Mikro dizin analizi sonuglarina gére GroEL/ES (termozom) alt birim genlerinin  (TVNO0507,
2.6-kat ve TVNO01128, 2.7-kat) ve Hsp70ye iliskin molekuler saperon GrpE geninin
(TVNO489, 2.5-kat) ekspresyonundaki artigin énemli olmasi  T. volcanium’da 1si1 soku
tepkisinde bu saperon sistemlerinin etkin rol oynadigina isaret etmektedir. S6z konusu
molekiler saperon sistemleri protein sentezinin ilk asamalarinda sentezlenmekte olan
proteinlerin dogru katlanmalarina yardimci oldugu gibi, ayrica gesitli stres etkisi, mutasyon,
sentez hatalari gibi nedenlerle denature olan proteinlerin yeniden katlanmalarini saglayarak
agregasyonlarini 6nlemektedirler.

Daha dusuk duzeyde (1.5-2.0-kat) olmakla birlikte ekspresyon dizeyleri artan 1si soku
proteinleri arasinda TVN0487 (Molekller saperone DnaJ, 1.8-kat), TVN0488 (Molekuler
saperon DnakK, 1.7-kat), TVN0984 (Molekiler saperon Hsp20 benzeri sHSP, 1.7-kat),
TVNQ0947 (AAA-ATPaz, 1.6-kat) bulunmaktadir. Bu sonuglar genel olarak birgok
organizmada global 1si soku tepkisinde yer aldigi bilinen proteinlerin Tpv icin de 1si1 soku
tepkisinde o6nemli rolleri oldugunu go6stermektedir. Hipertermofilik arke Archaeoglobus

fulgidus ve Pyrococcus furiosus ’'un isi soku tepkisinin global gen ekpresyonuna etkisi
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Uzerine ydrutdlen calismalarin sonuglari da bu bulgularla uyumludur [Shockley vd.,2003;
Rohlin vd., 2005 ].

Diger taraftan ATP-ye bagimh olmayan ko-saperon olan prefoldinin alt birim genleri
(TVNO351 ve TVN1213) anlatiminin kontrolden 6nemli dl¢clide farkli olmamasi P. furiosus
[Shockley vd.,2003] ve Archaeaglobus fulgidus [Rohlin vd., 2005] ile yapilan 1si soku
¢alismalarindan elde edilen ile uyumludur

Hernekadar ATP bagimh proteazlar Tpv'de calistiimiz kosullarda 1si sokundan dnemli
Olclide etkilenmemiglerse de  metal-bagimh karboksipeptidaz (TVN0740, 1.7-kat) ve
membrana bagli bir peptidaz olan i1si soku proteini X (Htp X) ( TVNO  1.8-kat) indlklenen
proteolitik enzimlerdir. Benzer sonu¢ P. furiosusda is1 soku tepkisi g¢alismalarinda da
g6zlenmistir [Shockley vd., 2003].

Anlatimi azalan genlerden bir kismi COG siniflamasina goére transkripsiyondan
(transkripsiyon faktorleri gibi) ve translasyondan (6rnegin, tRNA CCA-pirofosforilaz,
TVNO117, 1.7-kat; tRNA (guanin 37-N1)-metiltranferaz, TVN0815, 1.5-fold; GTPaz,
TVNOO0O1, 1.7-kat) sorumlu genler kategorisinde yer almaktadir. Bu sonuglar daha 6énceki
raporlarla uyumlu olarak 1s1 stresi altinda transkripsiyon ve protein sentezinin genel olarak
engellenmesi sonuglari ile uyumludur [Cheng ,2009]. Diger taraftan 1s1 soku slrecinde
gorilen global enerji azalmasi, enerji Gretimi ve déntsimd ile ilgili genlerin ekspresyonlarinin
azalmasinin bir sonucudur. Buna bagli olarak enerji gerektiren sureclere iliskin genlerin,
ornegdin hicre hareketi (flagellin genleri gibi), protein trafigi/salimi (sinyal tanima pargacinin
bir komponenti olan 7SL RNA geni) hicreduvari/membrani sentezine iligkin genlerin
anlatiminin azalmasi da beklenen bir sonuctur. Diger taraftan aminoasit metabolizmasi, lipit
ve karbonhidrat metabolizmasina iliskin genlerin anlatim dizeyinin artmasi termal stres
altinda metabolik adaptasyonunun dnemini géstermektedir. Benzer sonug A. fulgidus‘un isi
tepkisinde de elde edilmistir [Rohlin vd., 2005]. Lipid metabolizmasi ve modifikasyonu ile
ilgili hgen anlatimin artmasi (6rnegin asil-KoA dehidrogenaz, TVN0O670, 2.03—kat, uzun zincir
yagd asit ligaz, TVN 109, 2.6-kat) i1s1 tepkisi ile hlicrede ve membranda lipid kompozisyonunu
degistirmek yolu ile yiksek 1sinin etkisinden korunma maknizmasi olabilir (6rnegin membran
akigskanhgini azaltmak gibi).

Ozellikle karbonhidrat metabolizmasi ile ilgili olarak ABC-tip seker transporter (TVN0206,
2.4-kat) proteinin duzeyinin artmasi 1si stresi sirasinda hicrede enerji dengesini korumak
icin ATP’ye olan gereksinimin bir gdsteregesi olabilir. Sicaklik artisinin ¢cok sayida transport
protein geninin (lipit, amino asit, iyon transport, membran biogenezi ve hucre haraketi ile
ilgili proteinler gibi) anlatimin farkhlagmasi T. volcanium’da is1 soku tepkisinde hicredisi

stres mekanizmalarinin kritik rolleri olabilecegini gostermektedir.
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4.4.2 pH Stresinin T. volcanium’da Gen Anlatimina Etkisi

T. volcanium termoasidofilik bir arke olup optimum olarak pH 2.0-2.7 araliginda aerobik
olarak gelismektedir. Tpv hlcreleri normal kosullarda pH2.0 ila 2.7 arasinda gelistigi igin
sitozolik pH’yr nétral sinirda tutmak i¢cin membrandan proton atimina dayanan bir pH
gradienti olusturmaktadir. Mikrodizin analizi ile artan pH kosullarinda (pH 5.0) hangi
proteinlerin sentezinin etkilendigi (induklendigi ya da baskilandigi) bulunmustur. Ekspresyon
oranlari >= 2 kat (mod. T-test p<0.05) degisim gosteren genlerin listesi Ek 2 de verilmigtir.
Stres kosulu olarak pH daki artisi ile (pH 2.7 den 5.0’e) test grubunda kontrol grubuna gore
anlatimi artan gen sayisi anlatimi azalan gen sayisindan daha fazla bulunmustur. Bu
sonucgalara gore, toplam 7458 ORF’in 97 tanesinin anlatiminin énemli olgclide degistigi,
bunlardan 65 tanesinin anlatim dizeyi artarken, 32 tanesinin anlatiminin kontrole goére
onemli olgide azaldigi gorilmiastir. Bu ORFlerden anotasyonu yapilmis T. volcanium
genleri ile ortisen 1474 tanesinin icinde 48 tanesinin (%3) anlatimi 6nemli 6lglide (Mod. T-
Test p (Corr) cut-off = 0,05; kat degisim (FC) >= 2,0 ) farklilasmis, bunlarin da 32 tanesinin
(%67) ekspresyon dizeyi yikselirken 16 tanesinin (%33) dismustir. Transkripsiyonu kontrol
gruplarina gore test (pH 5.0) gruplarinda 6nemli dlgide farklilasmis genleri gosteren
“Volcano” edrisi ve ortalama prob sinyal yogunlugunun dagilimini gésteren sacgihm grafigi
Sekil 8de gorllmektedir. Artan pH ile en fazla regile olan genlerin dahil oldugu baslica
fonksiyonel kategoriler, translasyon, karbonhidrat tasinimi ve metabolizmasi, inorganik iyon
ve aminoasit tasinmasi ve metabolizmasidir. Birgok membran proteinin, 6zellikle cesitli
tasima proteinlerinin sentezinin pH’ya bagimli olmasi, hicre disi pH degisikligi esas olarak
membrana iligkin fonksiyonlar etkileyecedi icin sasirtici degildir.

Transkripsiyon ve translasyonla ilgili genler global bir stres tepkisi olarak kuvvetli bir sekilde
baskilanmistir: drnegin, TVN1447, transkripsiyon regulatéri, 2.9-kat; DNA-yonlendirmeli
RNA polimeraz ait altbirim M, TVNO742, 1.8-fold; TVNO761 I6sil t-RNA sentaz, 2.2-kat;
TVN1085, GTPaz, 2.1-kat; TVN0401 GTPaz, 2.1-kat; TVN0555, 30S ribozomal protein S 8,
2.1-kat; TVN1247, 30S ribozomal protein S 3,2-kat). Diger taraftan, inorganik iyon
transportu (TVNOQ123, fosfat ABC transporter permeaz, 8-kat; TVN1319, demir ile regule
edilen membran bileseni, 4.7-kat; TVN 1390, ABC transporterin demir ile regule edilen
membran bileseni, 3.9-kat; Fe-S rediktaz (Fe-S oksidorediktaz), TVN0932, 2.7-kat) ve lipit
metabolizmasina ait genler (lipoat protein ligazA, TVN0990, 3.3-kat; lipoat protein ligaz
A, TVNQ0991, 2.1-kat,) indiuklenmigtir. Buglne dek termoasidofilik arkede pH stresine bagli
gen regulasyonu ile ilgili bir rapor yoktur. Ancak bakterilerde pH degisikligine adaptasyonun
proton transportu ve membran gecirgenligini regule ederek saglandigina iligkin bulgulari
iceren ¢alismalar bulunmaktadir [Mayer vd., 2008] ve bizim bulgularimizla uyumludur.

Isi soku proteinleri genlerinin transkripsiyon dizeyinde onemli bir degisim goériimezken,
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protein translokasyonunda (TVN0992, SRP protein 54, 2.1-kat; TVN1447, protein translokaz
alt birim Sss1, 2.1-kat) ve ATP’ye bagimli proteaz LON, TVN0494, 2.2-kat) rol alan protein
genlerinin ekspresyonu artmistir. Bu durum denatlire olmus proteinlerin yikimi ve
uzaklastiriimasina isaret etmektedir.

Tpv ‘de pH stresine karsi gen ekspresyonlari artis egilim gésteren proteinler icinde membran
proteinleri, iyon ve aminoasit transporterlerin dnemli yer tutmasi bunlarin mevcut stres
altinda hiicrede pH homeostazini sadlamada etkili olduklarini gdstermektedir. Ozellikle
antiporterelerin B. subtilis'te alkali stres durumunda pH homeotazini, 6zellikle iyon

denegesini saglamada 6nemli oldugu gdosterilmistir [Kaczowka ve Maupin-Furlow, 2003].

4.4.3 Oksidatif Stresin T. volcanium’da Gen Anlatimina Etkisi

T. volcanium hcreleri 0.03 mM H,O, ye 1 saat maruz kaldiginda mRNA diizeylerinde kontrol
grubuna gore degisme mikrodizin analizi ile incelenmistir. H,O, uygulamasi sonunda toplam
7458 ORF’den 2193 tanesinin anlatimi kontrol grubuna gére énemli élglide (Mod. T-Test p
(Corr) cut-off = 0,05; kat degisim (FC) >= 2,0 ) degismistir. Anlatim diizeyi degisen bu
genlerden 1078 tanesi yuksek dizeyde ekspres olurken, 1115 tanesinin anlatim dizeyi
kontrole gbre dismustir. Toplam ORF icinde T. volcanium‘un ekspres edilen genlerine
karsilik gelen 1474 geninin 452 tanesinin (%30) anlatiminin fakhlagmigtir. Bunlardan, 113
tanesinin (%25) anlatimi artarken, 339 tanesinin (%75) anlatim dizeyi kontrole gére 6nemli
Olcide azalmigtir. Anlatimlari énemli Ol¢clide degisen genlerin listesi Ek 3’de verilmistir.
Transkripsiyonu kontol gruplarina gore test (0.03 mM H,0,) gruplarinda dénemli 6l¢lde
farkhlasmis genleri gdsteren “Volcano” egrisi ile ortalama prob sinyal yodunlugunun
dagihmini gosteren “Sacilim” grafigi Sekil 9'da verilmigtir.

Fonksiyonel analizler anlatimi azalan genlerin ¢ogunun yasamsal genler oldugunu
g6stermistir. Bunlar igcinde en Onde gelenler, translasyon (TVN0401, GTPaz, 6.1-kat;
TVNO0655, translasyon baslatma faktorid IF-2 altbirim beta, 4.3-kat; 50S ribozomal protein
L37, TVNO355, 3.8-kat; 30S altbirim proteini, TVNO399, 3.4-kat ve ayrica 3.5-2-kat
araliginda ekspresyonu azalan 12 ribozomal protein) olmasi protein biyosentezinin
inhibasyonuna isaret etmektedir. Negatif olarak etkilenen diger gen kategorileri:
transkripsiyon (TVNO603, transkripsiyon regulatoru, 5.7-kat; TVN0938, metal-bagimli
transkripsiyon regulatora, 4-kat; TVNO658, transkripsiyon regulatoru, 3.9-kat; TVN0498, RNA
polimeraz Il kompleks ELP altbirimi, 3.8-kat) enerji Uretimi ve c¢evirimi (TVNO473, NAD
(FAD)-bagiml dehidrogenaz, 4.7-kat), hicre duvari sentezi (TVN00877, glikosiltransferaz,
4.7-kat; TVNO88O0, glikoziltransferaz, 4.6-kat) ve amino asit tagsinmasi ve metabolizmasidir.
TCA siklisundeki proteinlere homolog olanlarina ait genlerin transkripsiyonu da azalmistir.
Bunlar arasinda NAD(FAD) bagimli dehidrogenaz (TVNO0473, 4.7-kat), elektron transfer
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flavoprotein (TVN1280, 4.8-kat), ferrodoksin (TVN1279, 3.6-kat), FE-S rediktaz (TVN21004,
4-kat), sitokrom bd-tipi kinol oksidaz bulunmaktadir. Bunun yaninda seker permeaz enziminin
anlatimin artmasi1 merkezi metabolik yolaklara substrat saglamak igin olabilir.

Genel olarak diger organizmalarda oksidatif stresle ilgili superoksit dismutaz, alkil
hidroperoksidaz ve ya glutaredoksin gibi baglica deyoksifikasyon sistemlerine ait genler
Tpv'de oksidatif stresten énemli dl¢cide etkilenmemistir [Benaroudj vd., 2000; Chamieh vd.,
2008;]. Ancak bizim sonuglarimiz bunlara alternatif olarak Fe-S oksidorediktaz (TVN0932,
5.3-kat), aldo/keto reduktaz (TVNO0875, 12.8-kat), pirtivat:ferrodoksin oksirediktaz- alfa
altbirimi  (TVN0835, 3.8-kat), ekspresyonun arttigini ortaya koymustur. Ayrica iyon
transporterler ve permeazlari kodlayan genlerin anlatiminda da artis olmustur (TVN1053, 6-
kat; TVN13894,6-kat; TVN08284.1-kat; TVN1391, 3.8-kat; TVN0303, 3.8-kat; TVN1245, 3.5-
kat; TVNO097, 3.4-kat).

Aldo-keto redlktazlar (AKR), hicre ici metabolizma ile ya da hiicre disinda besin, ila¢ ya da
toksin olarak bulunan aldehit ve ketonlarin transformasyon ve detoksifikasyonunda rol
oynarlar. Cok cesitli oksidasyon-rediksiyon reaksiyonunu (glikoz, glikokortikoitler ve kiiglik
karbonil metabolitlerin rediiksiyonundan, glutatiyon konjugatlar ve fosfolipit aldehitlere kadar)
katalizlerler. Bu kapsiteleri ile AKR’lar bagimsiz metabolik Uniteler ya da metabolik yolaklarin
komponentleri olarak diger karbonil metabolize eden aldehit ve alkol dehidrogenazlar, GST,
CYP’ler ile isbirligi halinde ¢aligirlar [Barski vd., 2008].

Ferrodoksinler demir-kikurt proteinleri olup, gesitli elektron transfer reaksiyonunda yer alirlar.
Ayrica ¢cok sayida ABC transporter genleri ve inorganik iyon transportuna iligkin genlerinin
transkripsiyonu artmigtir. Bu sonu¢ bu proteinlerin Tpv'de oksidatif stres altinda hcre ici
redoks potansiyelini dizenlemede etkili olabileceklerini gostermektedir. Katyon atim
pompalarinin Methanosarcina barkeri ve Bacteroides fragilis'de foksidatif strese karsi
direncte yer aldiklari ileri sGrdlmustur [Rocha vd., 2007; Chamieh vd., 2008]. Diger taraftan
bu kategorilere giren bazi genlerin anlatiminda ise azalma goérilmustur. Tpv'de gesitli olasi
oksidatif stres genlerinin ekspresyonundaki bu tutarsizlik, reaktif oksijenin detoksifikasyonu
icin ¢ok sayida, biribiri ile ortigen yolaklarin s6z konusu oldugunu ve buna iligkin gen
anlatiminin ve ya regulasyonunun zamana bagli olarak degistigini gostermektedir. Oksidatif
strese tepki olarak anlatimi artan diger grup proteinler replikasyon ve rekombinasyon ve

hicre duvari sentezi ile iligkilidir.

4.4.4 Stres Kosullarinda Transkripsiyonlar Etkilenen Ortak Genler
Venn diyagram dikkate alindiginda transkripsiyonu her g stress kogulunda etkilenen ortak
gen bulunmamaktadir (Sekil 10). Isi soku ve oksidatif stres altinda anlatim dizeyi anlamli

birsekilde artan genler (6 adet) arasinda aldo-keto rediktaz (AKR), alkol dehidrogenaz gibi
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detoksifikasyon rolu olanlarla, iyon ve aminoasit transportu ile ilgili genler yer almaktadir. Isi
soku ve oksidatif stres altinda anlatimi dnemli dlglide azalan genler (12 adet) ise hicre
hareketi, enerji Uretimi, hiicre duvari/membrani sentezi ve transport proteinlerine iliskindir.

pH ve oksidatif stres kosullarinda ise ortak olarak (5 adet gen) translasyonla ilgili bazi genler
ile yagd asiti pargalanmasi ve beta oksidasyondan sorumlu Enoil-KoA hidrataz geni anlatimi
azalmigtir. Oksidatif stres ve pH kosullarinda ekspresyon duzeyi 6nemli dlgude artan genler
(12 adet) ise organik ve inorganik madde transportu ve inorganik fosfat transportuna iliskin
genler ile Fe-S oksidorediktaz geni ile bir transkripsiyon faktérini kodlayan genlerdir.

Farkl stres kosullarinda ekspresyonu degisen ortak genlerin listesi EK 4’de verilmistir.

Entity List 1 : Ups (Translated | an List 2 : UPs (Translated | Entity List 1 : Downs
from pH vs CN2) | from HS2 vs Cont2) ‘(Y'WS‘MW“D“VSCND
31 entities |33 entres 16 entities

Entity List 3 : Ups
it

A (transkripsiyonu artan) B (transkripsiyonu azalan)
PH m= HS wm OXi PH mm HS wm OXi

1 Entity List 2 : 2 fold
Entity List 1 : 2fold (Translated (Translated from HS2 vs
from pH vs C N2) Cont2)

47 entities 70 entities

Entity List 3 : 2_fold
452 entities

C (transkripsiyonu 2-kat degisenler, p<0.05)

Sekil 10. Venn egrileri. pH: == HS: == oxi: ==

4.4.5 Gergek Zamanh Nicel PCR Sonuglari

Isi stresi kosulunda anlatimi anlaml olarak artan AAA ATPaz geni (TVN0947), termozom o—
ve B— genleri (TVNO507 ve TVN1128), molekuler saperon GrpE geni (TVN0489) ve seker
permeaz geninin (TVN1145) 3 mikrodizin deneylerinde uygulanan stres kosulunda

transkripsiyon dizeylerinde kontrole goéreli dedisim gRT-PCR ile incelenmistir.
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Isi sokunun 1 saat slre ile uygulanmasi TVN0947, TVNO0489 TVN1145 genlerinin
anlatiminin kontrole goére sirasi ile 1.6- ve 5.8- ve 2-kat artmasina neden olmustur (Sekil
11). Ayni uygulama ile termozom alfa- (TVNO507) ve beta- (TVN1128) genlerinin
transkripsiyonunda ise sirasi ile 2- ve 3-kat artig gordimustar (Sekil 12). Mikrodizin analizi ile
oksidatif stresin s6z konusu genlerin anlatimina etkisinin 6nemli olmadigi bulunmustu. qRT-
PCR sonuglari da TVN0947, TVN0507 ve TVN1128 genlerinin anlatiminin oksidatif stresten
onemli dlgude etkilenmedigini gostermigtir (Sekil 13).

pH ve oksidatif stresle mikrodizin analizinde anlatimlari anlamli olarak degismeyen TVN0382

ve TVNO0947 genlerinin RT-PCR ile de transkripsiyon dizylerinde &énemli bir degisim

} 60' } 90' } 120"

70°C 70°C 70°C ‘

olmadigi gorulmustar.

TVN 984 TVN1145 TVNO0489

70 7
6 3
5 2
3 5
4 2
3
3 15
2 ) .
0 0
W0 6 9 120 30' ‘ 60' ‘ 90' 120 30
- Zaman N 70°C ‘ 70°C ‘

0
Sekil 11. TVN0947, TVN0489 ve TVNO1145 genlerinin transkripsiyonuna i1s1 sokunun etkisi.
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Sekil 12. TVN1128 (alfa) ve TVNO507 (beta) termozom genlerinin transkripsiyonuna 1si
sokunun etkisi.
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Sekil 13. TVN0947, TVN1128 ve TVNO507 genlerinin transkripsiyonuna oksidatif stresin
(0.03 mM H,0,) etkisi.

5. TARTISMA

Isi soku (70 °C), pH stresi (pH 5.0) ve oksidatif stresin (0.03 mM H,O, ) ayri ayri bir saat sure
ile uygulandigi T. volcanium hucrelerinde anotasyonu yapilmis 1474 genin sirasi ile % 4.7,
%3 ve % 30’unun transkripsiyon dizeyleri kontrol gruplarina gére anlamli olarak degismistir.
Secilen Mikrodizin analizi ile ortaya ¢ikan global gen ekspresyon profilleri pH ve oksidatif
stres tepkileri arasinda baglanti ya da benzerlik oldugunu ortaya koymustur. Bununla
baglantili olarak her iki stres etkisi ile ekspresyonu regule edilen birgcok ortak gen
bulunmaktadir. Ancak 1s1 stresinin etkisi ile transkripsiyonu degisim goésteren genlerle pH
stresi etkisi ile anlatimi degisen ortak bir gen olmadigi gibi, I1s1 stresi ve oksidatif stres
kosullarinda anlatim dizeyleri degismis ortisen ¢ok az sayida gen vardir. Genlerin kodladigi
proteinlerin COG siniflamasina gore ait olduklari kategoriler dikkate alindiginda, stres tipine
6zgu anlatimi degisiklik gésteren genler disinda her Gg tip stres uygulamasi ile genellikle
karbonhidrat metabolizmasi ve transportuna iligkin genler induklenirken, enerji gerektiren
transkripsiyon, protein sentezi ve hlcre hareketi ile ilgili genler baskilanmigtir. Birincisi, stres
sirasinda hucrelerde genel bir durum olan enerji azalmasina karsi hiicreye seker transferini
ve metabolizmasini hizlandirmak Uzere kullanilan bir strateji olup, ikincisi ise zaten kisith
olan enerjinin kullanimini minimize etmek Gzere segilen bir yontemdir. Isi soku tepkisinde
spesifik olarak 1s1 soku proteinlerinin kritik rolleri oldugu gérilmektedir. Oksidatif strese 6zgu
kabul edilebilecek tepki ise serbest radikallerin detosifikasyonundan sorumlu redoksin

sistemlerinin tetiklenmesidir. Ancak bu sisteme iliskin bazi genlerin tarnskripsiyon
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duzeylerindeki dedisimin uyumlu olmamasi, yani bazilarinda artarken digerlerinde azalmasi,
Tpv'de oksidatif stres tepkisinde, ilgili genlerin ekspresyonlarinin zamana bagli ve dizey
olarak degistigi  birden fazla ve biribiri ile &rtisen vyolaklarin rol aldigi ihtimalini
dusundurmektedir. pH stresinde ise kritik proteinler hiicrede homeostazi saglama ve
surdirmede 6nemli rolleri olan transporter ve antiporterler olarak dikkat cekmektedir. Diger
taraftan caligilan stres kosullarinda hicre duvari ve hareketi ile ilgili genlerin anlatimin
anlaml délgiide degismesi, cevresel strese kargi hiicerelerde hentiz Gzerinde pek durulmayan
hicredisi defans mekanizmalarinin 6nemine dikkat gekmektedir.

Bu calisma ile elde edilen sonuglar, ayrica anotasyonu bilinen genler igerisinde anlatim
dizeyleri strese tepki olarak ylksek dizeyde degisim goOsteren stres spesifik genleri de
ortaya cikarmistir. Yapilacak fonksiyonel analizlerle s6z konusu genlerin Tpv'’de stress
tepkisindeki konumu ve ©6nemini arastirmak muamkindir. Ayrica hipotetik ve henlz
fonksiyonu bilinmeyen bazi genlerin anlatimlarinin stresle 6énemli dlgiide degismis olmasi,
bunlar Uzerinde yapilacak c¢alismalarla strese 6zgu yeni genlerin bulunmasini mimkuin
kilabilecektir.

Bu proje destegi ile, ¢alistigimiz Ug¢ stres c¢esidi igin daha 6nceki arastirmalarimiz isiginda T.
volcanium igin en glgli stres olusturmasi beklenen kosullarda mikrodizin ¢alismalari
yuritilebilmistir. ileriye yonelik olarak, her stres kosulu icin parametrelerin degistirilmesi ile
benzer strateji kullanilarak T. volcanium’da stres tepkisinin daha genis bir profilini ortaya

cikarmak ve gen ekspresyonu farklilagsmasinin kinetigini incelemek de mimkun olabilecektir.
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EKLER:

EK1. Isi1 Soku Etkisiyle Ekspresyonu Farklilagan T. volcanium

p(Corr)

0,023057647
0,023057647
0,023057647
0,023057647
0,025127789
0,023057647
0,023057647
0,025441384
0,023057647

0,03365401
0,031018285

0,02520805
0,023057647
0,035438776
0,023057647
0,039612006
0,023057647
0,028393123
0,029062307
0,023057647

0,02835946
0,023057647
0,024621263
0,025127789
0,023057647
0,023057647
0,023057647
0,026059052
0,023057647
0,025506329
0,023057647

0,02681917
0,023057647
0,027511416

0,03314252
0,023605071
0,023057647
0,0245763%
0,037295144
0,034162045
0,023057647
0,023057647
0,034757853
0,023057647
0,023057647
0,023057647

0,03274651
0,025441384
0,023716269
0,024228727
0,023057647
0,023057647
0,025127789
0,023057647
0,036611587
0,023057647
0,040860716
0,026059052
0,023605071
0,025696617
0,028873263
0,028651102
0,023057647

0,04891628
0,023057647
0,029258361
0,023057647

0,02991429
0,031150352
0,023057647

FC (abs)

Regulation
6,3339586 up
5,8601775 up
4,0493426 down
3,9352822 down
3,861244 up
3,555387 up
3,227925 down
3,1894548 up
3,1551793 up
3,0724602 down
3,0404258 up
2,8969014 down
2,8179464 up
2,8006592 up
2,74156 up
2,7195563 up
2,7173774 down
2,665708 up
2,6638136 up
2,6193733 down
2,5878246 down
2,5780692 up
2,569598 down
2,5688524 up
2,559215 up
2,5529466 down
2,4555843 up
2,4530427 down
2,4450614 down
2,433296 down
2,422587 down
2,4191287 up
2,4040933 down
2,4040132 up
2,345887 up
2,3302224 up
2,3135843 down
2,31082 down
2,2874072 down
2,2782156 up
2,2549026 up
2,2521586 down
2,2494948 down
2,232282 down
2,2234113 down
2,1772559 down
2,167447 up
2,162715 up
2,155174 down
2,1532593 down
2,148869 down
2,1472476 down
2,1405265 down
2,135254 up
2,127924 up
2,1205702 up
2,1122842 up
2,109055 down
2,1016128 down
2,080928 down
2,0752919 down
2,074074 up
2,0721602 down
2,0717328 up
2,0700428 down
2,0576336 up
2,0383818 down
2,0345519 up
2,0345418 down
2,018691 down

GeneSymbol
tvo_TVNO164
tvo_TVNO167
tvo_TVN1426
tvo_TVNr03

tvo_TVN1423
tvo_TVNO161
tvo_TVN1236
tvo_TVN0204
tvo_TVN1285
tvo_TVN0147
tvo_TVNO721
tvo_TVN1463
tvo_TVN1290
tvo_TVNO723
tvo_TVN1128
tvo_TVN1221
tvo_TVNO0135
tvo_TVN0885
tvo_TVN1284
tvo_TVN1464
tvo_TVN0361
tvo_TVN0507
tvo_TVN0948
tvo_TVN1309
tvo_TVN0678
tvo_TVNO0436
tvo_TVN0489
tvo_TVN0472
tvo_TVN0476
tvo_TVN1422
tvo_TVN0898
tvo_TVNO0683
tvo_TVN0648
tvo_TVNO766
tvo_TVN0206
tvo_TVN0692
tvo_TVN0642
tvo_TVN1303
tvo_TVNO830
tvo_TVN1260
tvo_TVN1199
tvo_TVN0473
tvo_TVN0226
tvo_TVN0200
tvo_TVN0802
tvo_TVNO0430
tvo_TVNO809
tvo_TVN1190
tvo_TVN0699
tvo_TVNO611
tvo_TVN0073
tvo_TVN1030
tvo_TVN0900
tvo_TVN1283
tvo_TVN1173
tvo_TVN0021
tvo_TVN0216
tvo_TVN0624
tvo_TVN0365
tvo_TVNO0255
tvo_TVN0547
tvo_TVN1224
tvo_TVN1428
tvo_TVNO875
tvo_TVNO869
tvo_TVN1259
tvo_TVNO546
tvo_TVN0670
tvo_TVN1405
tvo_TVN1029

Description

phosphoribosylaminoimidazole synthetase (EC:6,3,3,1); K01933 phosphoribosylformylglycinamidine cyclo
Zn-dependent hydrolase

flagellin; KO7325 archaeal flagellin FlaB

7S ribosomal RNA; K01983 SRP RNA

amino acid transporter

hypothetical protein

single-stranded DNA-binding protein; K07466 replication factor A1

hypothetical protein

Zn-dependent hydrolase (AttM-related)

hypothetical protein

major facilitator superfamily permease

Type |ll restriction-modification enzyme, helicase subunit

hypothetical protein

integrase/recombinase

molecular chaperone GroEL

cationicamino acid transporter

hypothetical protein

hypothetical protein

alcohol dehydrogenase; K00001 alcohol dehydrogenase [EC:1,1,1,1]

adenine-specific DNA methylase

hypothetical protein

molecular chaperone GroEL

hypothetical protein

long-chain-fatty-acid--CoA ligase (EC:2,3,1,86); KOO666 fatty-acyl-CoA synthase [EC:6,2,1,-]
integrase/recombinase

major facilitator superfamily permease; K08368 MFS transporter, putative metabolite transport protei
molecular chaperone GrpE (heat shock protein); K03687 molecular chaperone GrpE

transporter component; K07112

transporter component; K07112

transcription regulator

amino acid transporter

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

ABC-type sugar transporter, permease component; K02025 multiple sugar transport system permease prot
hypothetical protein; K07497 putative transposase

hypothetical protein

RNA helicase

rhodanese-related protein

acetyl-CoA acetyltransferase (EC:2,3,1,9); K00626 acetyl-CoA C-acetyltransferase [EC:2,3,1,9]
hypothetical protein

NAD(FAD)-dependent dehydrogenase; K17218 sulfide:quinone oxidoreductase [EC:1,8,5,-]

major facilitator superfamily permease

phosphoenolpyruvate carboxykinase (EC:4,1,1,32); K01596 phosphoenolpyruvate carboxykinase (GTP) [EC:
carbamoyl phosphate synthase small subunit (EC:6,3,5,5); K01956 carbamoyl-phosphate synthase small s
glycosyltransferase

hypothetical protein

ATP:corrinoid adenosyltransferase; K00798 cob(l)alamin adenosyltransferase [EC:2,5,1,17]
hypothetical protein

flagellar protein G; K07330 archaeal flagellar protein FlaG

metal-binding protein containing

ubiquinone/menagquinone biosynthesis methylase; K03183 ubiquinone/menaquinone biosynthesis methyltran
dTDP-4-dehydrorhamnose reductase; K00067 dTDP-4-dehydrorhamnose reductase [EC:1,1,1,133]
NAD-dependent aldehyde dehydrogenase; K00155 [EC:1,2,1,-]

hypothetical protein

permease; K07087

major facilitator superfamily permease

transcription regulator; K06024 segregation and condensation protein B

hypothetical protein

major facilitator superfamily permease

cell wall biosynthesis glycosyltransferase

amino acid transporter

GTP:adenosylcobinamide-phosphate guanylyltransferase

aldo/keto reductase

cell wall biosynthesis glycosyltransferase

nucleic-acid-binding protein; K07068

ABC-type molybdate transporter, ATPase component; K15497 molybdate/tungstate transport system ATP-bi
acyl-CoA dehydrogenase; K00257 [EC:1,3,99,-]

hypothetical protein

hypothetical protein
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EK2.

pH Stres ile Ekspresyonu Farkhilasan T. volcanium Genleri

p(Corr)

0,009005
0,010208
0,003138
0,015719
0,009351
0,009351
0,010208
0,010157
0,009351
0,011415
0,010208
0,015944
0,018322
0,010157

0,02999
0,023812
0,029175
0,029175
0,015719
0,010208
0,027523
0,034914
0,049524
0,015944
0,046758
0,029175
0,023728
0,049524
0,020282
0,049524
0,031755
0,023728
0,035973
0,049915
0,030669
0,023728
0,049524

0,02999
0,035877
0,029175
0,031755
0,035877
0,029175
0,049524
0,049524
0,047509
0,042438

FC(abs)  Regulation GeneSymbol

9,259897 up
8,871412 up
8,444629 up
7,419066 up
5,367934 up
4,686169 up
4,535515 up
4,506952 up
4,472804 up
3,968764 up
3529474 up
3,277689 up
3,261409 up
3,222583 up
3,097595 down
2947112 up
2,922826 up
2,89298 down
2,879814 up
2,836307 up
2,707015 up
2,566933 down
2,551328 down
2,550487 down
2,521504 down
2,430845 up
2,270121 up
2,269 up
2,248303 up
2,245791 down
2,204717 up
2,238594 down
2,188472 down
2,162808 down
2,161526 up
2,157372 down
2,136476 up
2,130477 up
2,129469 up
2,099335 up
2,079484 up
2,069649 down
2,063918 down
2,063164 down
2,057823 down
2,039219 up
2,015093 down

tvo_TVN0679
tvo_TVN0300
tvo_TVNO0123
tvo_TVNOS70
tvo_TVNO743
tvo_TVN1391
tvo_TVN1389
tvo_TVN1059
tvo_TVN0502
tvo_TVN1390
tvo_TVNOB44
tvo_TVN0990
tvo_TVN0406
tvo_TVN1392
tvo_TVNO784
tvo_TVN0243
tvo_TVN1371
tvo_TVN1447
tvo_TVN1600
tvo_TVN1393
tvo_TVN0932
tvo_TVN0971
tvo_TVNO188
tvo_TVNO549
tvo_TVN0896
tvo_TVN0601
tvo_TVN0214
tvo_TVN1272
tvo_TVNO771
tvo_TVNO761
tvo_TVN0494
tvo_TVN1343
tvo_TVN0363
tvo_TVN1085
tvo_TVN0940
tvo_TVNO643
tvo_TVN1084
tvo_TVN0991
tvo_TVN0992
tvo_TVN1444
tvo_TVN0961
tvo_TVN0401
tvo_TVN1088
tvo_TVN1243
tvo_TVNO555
tvo_TVN1238
tvo_TVN1247

Description

hypothetical protein

hypothetical protein

phosphate ABC transporter permease; K08176 MFS transporter, PHS family, inorganic phosphate transpor
transcription initiation factor 1B; K03124 transcription initiation factor TFIIB

CoA-binding protein; K06929

Iron-regulated ABC transporter ATPase subunit; K09013 Fe-S cluster assembly ATP-binding protein
membrane component of an uncharacterized iron-regulated ABC-type transporter; K07033
3-ox0acyl-ACP reductase

nucleotide-hinding protein (UspA-related)

membrane component of an uncharacterized iron-regulated ABC-type transporter; K09014 Fe-S cluster as
hypothetical protein

lipoate-protein ligase A

transcription regulator

transcription regulator

benzoylformate decarboxylase; K01576 benzoylformate decarboxylase [EC:4,1,1,7]

hypothetical protein; K00123 formate dehydrogenase major subunit [EC:1,2,1,2]

hypothetical protein

transcription regulator (HTH)

KEOPS complex Cgi121-like subunit

aromatic ring hydroxylating enzyme

Fe-S oxidoreductase; K06937

endonuclease IV; K01151 deoxyribonuclease IV [EC:3,1,21,2]

hypothetical protein

hypothetical protein

SAM-dependent methyltransferase

hypothetical protein

hypothetical protein

transcription regulator

nicotinamidase-like amidase

leuS; leucyltRNA synthetase (EC:6,1,1,4); K01869 leucyl-tRNA synthetase [EC:6,1,1,4]
ATP-dependent protease Lon; K04076 Lon-like ATP-dependent protease [EC:3,4,21,7]

acyl-CoA dehydrogenase

enoyl-CoA hydratase

GTPase; K06943 nucleolar GTP-binding protein

hypothetical protein

hypothetical protein

H/ACA RNA-protein complex component Garl

lipoate-protein ligase A; K03800 lipoate-protein ligase A [EC:2,7,7,63)]

signal recognition particle protein Srp54; K03106 signal recognition particle subunit SRP54

protein translocase subunit Sss1; KO7342 protein transport protein SEC61 subunit gamma and related p
hypothetical protein

(GTPase; K06883

GMP synthase subunit A (EC:6,3,5,2); K01951 GMP synthase (glutamine-hydrolysing) [EC:6,3,5,2]
nicotinate phosphoribosyltransferase (EC:2,4,2,11); K00763 nicotinate phosphoribosyltransferase [EC:
30S ribosomal protein S8; K02995 small subunit ribosomal protein S8e

amino acid transporter

308 ribosomal protein S3; K02984 small subunit ribosomal protein S3Ae
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EK.3 Oksidatif Stresle Ekspresyonu Degisen T. volcanium Genleri

p (Corr) ( Moderated
T-Test [ox_03] Vs
[control] P <= 0,05
FC >=2,0)

2,06E-04
2,15E-04
4,75E-04
2,15E-04
2,43E-04
4,37E-04
2,15E-04
2,15E-04
2,65E-04
8,18E-04
2,39E-04
2,91E-04
2,88E-04
6,99E-04
8,20E-04
3,31E-04
0,001025
3,31E-04
3,96E-04
2,44E-04
5,27E-04
3,96E-04
5,06E-04
3,96E-04
3,96E-04
6,71E-04
3,03E-04
0,003393
3,56E-04
3,04E-04
3,99E-04
0,003841
3,31E-04
3,20E-04
7,12E-04
0,001183
4,80E-04
8,18E-04
9,33E-04
4,61E-04
4,59E-04
5,53E-04
6,53E-04
6,53E-04
6,33E-04

FC (abs) (Moderated T-Test
[ox_03] Vs [control] P <=

0,05FC>=2,0)

14,65086

12,8416
9,275651
9,258174
8,418194
8,165158
8,151483
7,372934
7,124046
6,463184
6,358281
6,153731
6,109563
6,004044
5,982682
5,782414
5,592822
5,561893
5,485493
5,398757
5,374686
5,287104
5,163001

5,13472
5,103509

4,96975
4,936245
4,916814
4,890167
4,864136

4,83969
4,806019
4,752277
4,725956
4,724846

4,71186
4,678183
4,673326
4,664547
4,623442
4,613407
4,594512
4,550658
4,509412
4,497277

Regulation (Moderated T-Test
[ox_03] Vs [control] P <=
0,056 FC>=2,0)

up
up
up
down
up
down
up
down
down
down
down
down
up
up
down
down
down
up
up
up
up
up
up
up
down
down
down
down
down
down
down
down
down
down
down
up
down
up
down
down
dcé:;’lll_q
down
down

down

GeneSymbol

tvo_TVN1466
tvo_TVNO0875
tvo_TVN1417
tvo_TVN0848
tvo_TVNO150
tvo_TVN1125
tvo_TVN1418
tvo_TVNO0946
tvo_TVN1405
tvo_TVNO0578
tvo_TVNO0860
tvo_TVNO0401
tvo_TVN1053
tvo_TVN1130
tvo_TVN1349
tvo_TVNO0603
tvo_TVNO0911
tvo_TVN1441
tvo_TVN0203
tvo_TVN1403
tvo_TVN0933
tvo_TVN0932
tvo_TVN0137
tvo_TVNO0241
tvo_TVNO0740
tvo_TVNO0471
tvo_TVNO0381
tvo_TVNO300
tvo_TVN0574
tvo_TVN1186
tvo_TVN0027
tvo_TVN1280
tvo_TVNO115
tvo_TVNO0473
tvo_TVN0877
tvo_TVNO0688
tvo_TVN0890
tvo_TVN1389
tvo_TVN1123
tvo_TVN0880
tvo_TVN0956
tvo_TVN0697
tvo_TVNO0873
tvo_TVN0218
tvo_TVNO0637

Description

ATPase AAA

aldo/keto reductase

hypothetical protein

aspartate aminotransferase
hypothetical protein
5,10-methylenetetrahydrofolate red
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

FKBP-type peptidylprolyl isomerag
hypothetical protein

GTPase; K06883

major facilitator superfamily permg
threonine dehydratase

chorismate mutase (EC:5,4,99,5)
transcription regulator (HTH)
amino acid transporter
RNA-binding protein

hypothetical protein

HD family phosphatase; K06885
hypothetical protein

Fe-S oxidoreductase; K06937
integrase/recombinase

hypothetical protein
metal-dependent carboxypeptidase
transcription regulator (HTH)
hypothetical protein

hypothetical protein
SAM-dependent methyltransferase
transcription regulator

cell division protein FtsZ; K03531
electron transfer flavoprotein subur
hypothetical protein; K06869 unch
NAD(FAD)-dependent dehydrogen
glycosyltransferase

hypothetical protein; KO7485 transj
acylaminoacyl peptidase
membrane component of an uncha
methionine synthase; KO0549 5-mg
glycosyltransferase
phosphoheptose isomerase; K0327
hypothetical protein
SAM-dependent methyltransferase

amino acid transporter

acyl-CoA hydrolase



6,53E-04 4,550658 down tvo_TVN0873 SAM-dependent methyltransferase

6,53E-04 4,509412 down tvo_TVN0218 amino acid transporter
6,33E-04 4,497277 down tvo_TVN0637 acyl-CoA hydrolase
6,18E-04 4,4677067 down tvo_TVN0910 proline iminopeptidase; K01259 proline iminopeptidase [EC:3,4,11,5]
6,53E-04 4,459461 down tvo_TVN1082 phosphoserine phosphatase; K01079 phosphoserine phosphatase [EC:3,1,3,3]
8,79E-04 4,455959 down tvo_TVN1124 hypothetical protein
7,02€-04 4,4508734 down tvo_TVN0657 cell division GTPase
4,59E-04 4,4407773 down tvo_TVN0201 metal-dependent hydrolase related to alanyl-tRNA synthetase; K07050
0,001204357 4,391109 down tvo_TVNO538 agmatinase; K01480 agmatinase [EC:3,5,3,11]
3,65E-04 4,3534093 down tvo_TVN0171 folate-dependent phosphoribosylglycinamide formyltransferase; K11175 phosphoribosylglycinamide formy
3,60E-04 4,3215504 down tvo_TVNO655 translation initiation factor IF-2 subunit beta; K03238 translation initiation factor 2 subunit 2
6,53E-04 4,3088894 down tvo_TVN0762 pyruvoyl-dependent arginine decarboxylase (EC:4,1,1,19); K02626 arginine decarboxylase [EC:4,1,1,19]
3,96E-04 4,302997 down tvo_TVN0788 hypothetical protein
3,96E-04 4,283693 down tvo_TVNO416 hypothetical protein
6,29E-04 4,2768216 down tvo_TVN1160 proline/betaine transport permease
7,07E-04 4,2392383 down tvo_TVN0209 alpha-mannosidase; k01191 alpha-mannosidase [EC:3,2,1,24]
3,64E-04 4,2049475 down tvo_TVN0802 carbamoyl phosphate synthase small subunit (EC:6,3,5,5); K01956 carbamoyl-phosphate synthase small s
0,001145015 4,198791 up tvo_TVNO700 hypothetical protein
5,40E-04 4,1809916 down tvo_TVN0995 coiled-coil protein
3,76E-04 4,156954 down tvo_TVN0845 nicotinamide-nucleotide adenylyltransferase (EC:2,7,7,1); 00952 nicotinamide-nucleotide adenylyltra
4,40E-04 4,135316 down tvo_TVN1073 hypothetical protein
0,001318939 4,1167827 up tvo_TVN0828 Mn2+ transporter
7,02€-04 4,0947676 down tvo_TVN0913 hypothetical protein
6,14E-04 4,072053 up tvo_TVN1442 hypothetical protein
8,01E-04 4,068811 up tvo_TVN1390 membrane component of an uncharacterized iron-regulated ABC-type transporter; K09014 Fe-S cluster as
4,75€-04 4,017953 down tvo_TVN1004 Fe-S oxidoreductase; K06936
6,29E-04 3,9886093 up tvo_TVN0938 metal-dependent transcription regulator; K03709 DtxR family transcriptional regulator, Mn-dependent
4,10€-04 3,98688 down tvo_TVN0945 metal-dependent transcription regulator
3,96E-04 3,9740424 up tvo_TVN1600 KEOPS complex Cgi121-like subunit
6,306-04 3,9693232 down tvo_TVN0231 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase; K00020 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase [EC:1,1,1,31]
5,06E-04 3,9539835 down tvo_TVN1240 cation transport ATPase; K01533 Cu2+-exporting ATPase [EC:3,6,3,4]
7,07€-04 3,943609 down tvo_TVN1090 aspC; aspartyltRNA synthetase (EC:6,1,1,12); K01876 aspartyl-tRNA synthetase [EC:6,1,1,12]
5,06E-04 3,907418 down tvo_TVN0658 transcription regulator
4,75E-04 3,8846166 down tvo_TVN1360 metal-dependent amidohydrolase
4,75E-04 3,8400128 down tvo_TVN0602 hypothetical protein
4,75E-04 3,8360016 up tvo_TVN0660 DNA polymerase elongation subunit
5,06E-04 38318238 up tvo_TVN0835 pyruvate:ferredoxin oxidoreductase, alpha subunit; K00169 pyruvate ferredoxin oxidoreductase, alpha
4,75E-04 3,8244548 down tvo_TVN0355 rpl37e; 505 ribosomal protein L37; K02922 large subunit ribosomal protein L37e
6,536-04 3,8234968 down tvo_TVN0399 dTDP-glucose pyrophosphorylase; K00973 glucose-1-phosphate thymidylyltransferase [EC:2,7,7,24]
7,19e-04 3,8154728 down tvo_TVN0812 N-methylhydaintoinase A; K01473 N-methylhydantoinase A [EC:3,5,2,14]
6,926-04 3,809033 down tvo_TVN0177 hypothetical protein
9,75E-04 3,7983294 up tvo_TVN1391 Iron-regulated ABC transporter ATPase subunit; K09013 Fe-S cluster assembly ATP-binding protein
6,00E-04 3,793055 down tvo_TVNO739 DNA helicase II; K03657 DNA helicase II / ATP-dependent DNA helicase PerA [EC:3,6,4,12]
4,66E-04 3,7926652 down tvo_TVN0439 asparagine synthase; K01953 asparagine synthase (glutamine-hydrolysing) [EC:6,3,5,4]
724804 3,7860172 down tvo_TVN0493 RNA polymerase II complex ELP3 subunit; 07739 elongator complex protein 3 [EC:2,3,1,48]
0,010019557 3,7834878 up tvo_TVN0303 phosphate ABC transporter permease
6,53E-04 3,7678478 down tvo_TVNOB65 transposase; K07483 transposase
6,76E-04 3,7635126 down tvo_TVN0656 hypothetical protein
0,001381139 3,7428708 down tvo_TVN0996 asnC; asparaginyl-tRNA synthetase (EC:6,1,1,22); K01893 asparaginyl-RNA synthetase [EC:6,1,1,22]
0,001085042 3,7300346 down tvo_TVN1492 glutamine synthetase; K01915 glutamine synthetase [EC:6,3,1,2]
6,53E-04 3,7286503 down tvo_TUN1141 glycerol kinase; K00864 glycerol kinase [EC:2,7,1,30]
6,98E-04 3,686283 up tvo_TVNOS67 LysR family transcriptional regulator; K03750 molybdopterin molybdotransferase [EC:2,10,1,1]
5,21€-04 3,6695998 down tvo_TVN0929 gluconolactonase
0,001065583 3,6468542 down tvo_TVN1286 hypothetical protein
0,010093598 3,6085815 down tvo_TVN1279 ferredoxin-fike protein
780804 3,5960584 down tvo_TVN0997 hypothetical protein
6,92E-04 3,5837755 down tvo_TVN0529 dTDP-glucose pyrophosphorylase; K00973 glucose-1-phosphate thymidylyltransferase [EC:2,7,7,24]
6,82E-04 3,5582414 up tvo_TVNO437 RNA processing exonuclease; K07577 putative mRNA 3-end processing factor
7,076-04 3,5533874 down tvo_TVN0944 alcohol dehydrogenase; K15020 acryloyl-coenzyme A reductase [EC:1,3,1,84]
5,06E-04 3,544516 down tvo_TVN0943 molybdopterin/thiamine biosynthesis dinucleotide-utilizing protein; K11996 adenylyltransferase and s
0,001608839 3,520339 down tvo_TVN1157 oxidoreductase; K00266 glutamate synthase (NADPH/NADH) small chain [EC:1,4,1,13 1,4,1,14]
703804 3,4956844 down tvo_TVN0993 pyridoxal biosynthesis Iyase PdxS; K06215 pyridoxal 5*-phosphate synthase pdxS subunit [EC:4,3,3,6]
6,49E-04 3,4735975 down tvo_TVN0292 Fe2+ uptake regulation protein; K03711 Fur family transcriptional regulator, ferric uptake regulator
0,001131511 3,465444 up tvo_TVN1245 major facilitator superfamily permease
6,34E-04 3,4601953 down tvo_TVN0078 histidinol-phosphate aminotransferase; K00817 histidinol-phosphate aminotransferase [EC:2,6,1,9]
7,16E-04 3,443159 up tvo_TVN0097 Kef-type K+ transporter NAD-binding component
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Bu projede tim genom mikrodizin teknolojisi kullanilarak, termoasidofilik bir arkea bakteri olan
Thermoplasma volcanium?da yliksek sicaklik (70 °C), yiksek pH (pH 5.0) ve oksidatif stres
(0.03 mM H202) kosullarinda transkripsiyon diizeyinde degisim gosteren ve stres
tepkisinde yer almasi olasi proteinleri kodlayan genler belirlenmistir. Mikrodizin analiz
sonuglari, T.volcanium hucrelerinin strese maruz kaldiklari 60 dakika boyunca anlatim
dlzeyleri dusen baslica genler iginde islevsel olarak enerji Uretimi ve dénusima,
transkripsiyon, translasyon ve hiicre hareketi ile baglantili olanlar énemli 6élgtde inhibe
olmuslardir. Bu durum, stres sirasinda genel olarak birgok organizmada gorilen eneriji
azalmasina karsi bir 6nlem olarak yuksek enerji gerektiren sentetik strecleri minimize etmek
icin geligtirilen bir strateji olarak dugunulebilir. Is1 soku tepkisi, spesifik olarak bazi 1si-goku
baglantili genlerin anlatiminin artmasi ile iligkilendirilendirilmistir. T. volcanium?da bu
baglamda 6zellikle molekuler saperon sistemleri olan termozom ve Hsp707?in (GrpE,K gibi)
kritik rolleri oldugu anlasiimaktadir. pH stresinde ise kilit proteinler olarak hiicrede iyon
dengesini saglama ve korumada ©6nemli rolleri olan transporter ve antiporterler dikkat
cekmektedir. T. volcanium?da oksidatif strese 6zgl kabul edilebilecek tepki ise serbest
radikallerin detosifikasyonundan sorumlu redoksin sistemlerinin tetiklenmesidir. Ancak bu
sistemlerle ilgili genlerin bazilarinin ekspresyonlarinin artarken digerlerinde azalmasi,
oksidatif stresle bag etmede zamana bagli olarak etkileri nitel ve nicel olarak degisen birden
fazla ve biribiri ile drtlisen yolaklarin roli olabilecegini akla getirmektedir.T. volcanium?un
mikrodizin analizi ile pH ve oksidatif stress altinda ortaya ¢ikan global gen ekspresyon
profilleri, transkripsiyonu regule edilen birgok ortak gen bulunmasi nedeniyle, bu iki stres
mekanizmalari arasinda baglanti olabilecegini, ancak isi stresine spesifik mekanizmalarin
bunlardan bagimsiz olabilecegini dusundirmektedir. Mikrodizin analiz sonuglarina gére strese
tepki olarak anlatim dlizeyleri Snemli dlgtide degisen TVN0947, TVN0507, TVNO1128,
TVNO0489, ve TVN1145 genlerinin anlatiminda strese tepki olarak nitel degisim gRT-PCR
yoéntemi ile de analiz edilmigtir. Elde edilen sonuglar bu genlerin her iki teknikle belirlenen
anlatim érantilerinin tutarlh oldugunu gdstermistir.
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